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OZET

ALERJi ASISI OLARAK PEPTIT TASIYICI FOZYON PROTEINLERI

s Bulug, alerjilerin tedavisinde vyararli olan, viral protein alerjen protein

fragmanlarinin fuzyonuna iligkindir.
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ISTEMLER

En azindan bir vahsi tip alerjene karsi IgG tepkileri uretebilen ve IL-10 ile
IFN-gamma Uretimini indlkleyebilen polipeptit olup; burada bu sekilde
uretilen 1gG, vahsi tip alerjenin IgE epitoplarina odaklanmistir ve s6z konusu
vahsi tip alerjene IgE baglanmasini bloke edebilir, s6z konusu polipeptit,
tasiyici olarak hareket eden Hepatit B PreS proteininin (SEK. ID No. 21) N-
ve C-terminaline kaynasmis, en az bir vahsi tip alerjenin 20 ila 50 ardisik
amino asit tortusundan olusan en azindan 4 ve en fazla 6 hipoalerjenik peptit
fragmani igerir; burada, burada en az dort peptit fragmani, vahsi tip alerjen
ile karsilastinldiginda IgE bagdlayici 6zellik gbstermez ya da bu oOzellik
azaltlmistir, , B hicresi baglayici peptitlerdir ve T hicresi reaktivitesi
gdstermezler, burada Hepatit B PreS proteini, N terminaline kaynasmis en
az bir vahsi tip alerjenden tlretiimis en az iki peptit fragmani ve C-
terminaline kaynamig en az bir vahsi tip alerjenden turetilmis en az iki peptit

fragmani icerir.

istem 1'e gore polipeptit olup, karakteristik 6zelligi, vahsi tip alerjenin, ana
hus agaci polen alerjenlerinden, ozellikle Bet v 1, bashica cayir kelp kuyrugu
poleni alerjenlerinden, tercihen Phl p 1, Phl p2, Phl p 5, Phl p 6 ve Phl p7,
baslica ev tozu akar alerjenlerinden, tercihen Der p 1 Der p 2 ve Der p 23,
baslica kedi alerjeni Fel d 1 ve Fel d 2, baglica ari alerjenleri, basglica yaban
ansi alerjenleri, profilinler, 6zellikle Phl p 12, zeytin alerjenleri, tercihen Ole e
1, Parietaria judaica alerjenleri, tercihen Par j 2, Ragweed alerjenleri,
tercinen Amb a 1, misk otu polen alerjenleri, tercihen Art v 1 ve Japon sedir

poleni alerjeni, tercihen Cry j 1 veya Cry j 2'den clusan gruptan secilmesidir.

istem 1 ya da 2've gbére polipeptit olup, karakteristik o6zelligi, peptit
fragmaninin, Phlp 1 amino asitleri 151 ila 177, 87 ila 117, 1 ila 30, 43 ila70
ila212 ila 241, Phl p 2 amino asitleri 1 ila 33, 8 ila 39, 34 ila 65 ila 66 ila 96,
Phl p 5 amino asitleri 93 ila 128, 98 ila 128, 26 ila 53, 26 ila 58, 132 ila 162,
217 ila 246, 252 ila 283 veya 176 ila 212, Phl p 6 amino asitleri 23 ila 54, 56
ila 90, 73 ila 114 ya da 95 ila 127, Fel d 1 zincir 1 amino asitleri 1 ila 34 veya
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35ila 70, Fel d 1 zincir 2 amino asitleri 1 ila 34, 35 ila 63 ya da 64 ila 92, Bet
v 1 amino asitleri 30 ila 59, 50 ila 79, 75 ila 104, 30 ila 74 veya 60 ila 104,
Der p 1 amino asileri 1 ila 30, 52 ila 84 ya da 188 ila 222, Der p 2 amino
asitleri 1 ila 33, 21 ila 51, 42 ila 73, 62 ila 103 veya 98 ila 129, Der p 7 amino
asitleri 1 ila 30, 20 ila 50, 50 ila 80, 90 ila 125, 125 ila 155 ya da 165 ila 198,
Der p 10 amino asitleri 1-35, 36-70, 71-110, 111-145, 140-170, 175-205,
210-250 veya 250-284, Der p 21 amino asitleri 1 ila 35, 35ila 72, 70 ila 100
ya da 90 ila 122, Der p 23 amino asitleri 1 ila 32, 15 ila 48 veya 32 ila 70, 32
ila 60, 52 ila 84, 32 ila 70 (Cys->Ser), Alt a 1 amino asitleri 19 ila 58, 59 ila
95, 91 ila 120 veya 121 ila 157, Par j 2 amino asitleri 31 ila 60, 45 ila 80, 60
ila 96 veya 97 ila 133, Ole e 1 amino asitleri 1 ila 40, 36 ila 66, 63 ila 99, 86
ila 120 veya 107 ila 145, Fel d 2 amino asitleri 25 ila 58, 99 ila 133, 154 ila
183, 277 ila 307, 334 ila 363, 373 ila 402, 544 ila 573, 579 ila 608, 58 ila 99,
125 ila 165, 183 ila 224, 224 ila 261, 252 ila 289, 303 ila 340, 416 ila 457,
460 ila 500 ya da 501 ila 542, Can f 2 amino asitleri 19 ila 58, 52 ila 91, 82
ila 119, 106 ila 144 veya 139 ila 180, Can f 1 amino asitleri 19 ila 56, 51 ila
90, 78 ila 118, 106 ila 145 veya 135-174, Art v1 amino asitleri 27 ila 70, 70
ila 100 veya 92 ila 132, Amb a 1 amino asitleri 31 ila 70, 80 ila 120, 125 ila
155, 160 ila 200, 225 ila 263, 264 ila 300 305 ila 350 veya 356 ila 396, Alt a
6 amino asitleri 1 ila 34, 35ila 74, 74 ila 115, 125 ila 165, 174 ila 213, 241 ila
280, 294 ila 333, 361 ila 400 veya 401 ila 438, Alt a 2 amino asitleri 1 ila 40,
41 ila 80, 81 ila 120, 121 ila 160 ya da bunlarin fragman ya da sekans

varyantlarini igerir veya bunlardan olusgur.
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Istemler 1 ila 3'e gére polipeptit olup karakteristik dzelligi, polipeptitin SEQ
ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18,
SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, SEQ ID No. 149, SEQ ID No. 150, SEQ ID
No. 151 ve SEQ ID No. 152'den olusan gruptan segilen bir amino asit
sekansina sahip olmasidir.

Bir insan veya hayvanda bir alerjinin tedavisinde veya O&nlenmesinde

kullanim icin istem 1 ila 4'ten herhangi birine gore polipeptittir.

istemler 1 ila 4'den herhangi birine gére bir polipeptidi kodlayan niikleik asit

molekuladur.

istem 6'ya gore bir niikleik asit molekilii iceren vektdrd(ir.

istem 6'ya gdre bir nikleik asit molekiilii veya istem 7've gére bir vektér

iceren konaktir.

istem 1 ila 4ten herhangi birine gére en az bir polipeptit iceren asi

formulasyonudur.

istem 9'a gore, ¢im polen alerjenlerinden tiiretilmis bir hipoalerjenik polipeptit
karisimi iceren ¢im polen alerjisinin tedavisinde veya énlenmesinde kullanim
as! formilasyonu olup karakteristik 6zelligi polipeptitierin en az birinin SEQ
ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID No. 17'den

secilmesidir.

istem 9'a goére, hus agaci poleni alerjisinin tedavi ya da dnlenmesinde
kullanilimak Uzere asi formulasyonu olup, en az bir hipoalerjenik polipeptit,
SEQ ID No. 18 ve SEQ ID No. 19'dan segilir:

Istem 9'a gore, ev tozu akarl alerjenlerinden tlretilen en az bir polipeptit
iceren ev tozu akari alerjisinin tedavisinde veya 6nlenmesinde kullanim igin
as! formulasyonu olup karakteristik 6zelligi, SEQ ID No. 149, SEQ ID No.
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150, SEQ ID No. 151 ve SEQ ID No. 152'den en azindan bir polipeptit

icermesidir.
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TARIFNAME

ALERJi ASISI OLARAK PEPTIT TASIYICI FOZYON PROTEINLERI

TEKNIK ALAN
Bu bulus, alerjilerin tedavisinde vyararli olan, viral protein alerjen protein

fragmanlarinin flizyonuna iliskindir.

TEKNIGIN BILINEN DURUMU

Tip | alerji, nufusun neredeyse %2%'ini etkileyen IgE-aracili hipersensitive
hastalhi@idir. Zararsiz hava yoluyla tasinan, bocek, zehir, gida alerjeni ve Spesifik
immunoglobulin E tarafindan polen, bocek, kuf ve hayvan proteinleri gibi tek
basina zararsiz antijen kaynaklarindan tiretilen kontakt alerjenlerinin taninmasina
dayalhdir. Efektdr hiicre ile baglanmig IgE antikorlarinin gapraz baglanmasi,
inflamatuvar aracilarin (6rn. histamin, 16kotrienler) salinmasina ve bdylelikle anhk
alerji semptomlarina (érn. rinokonjonktivit, asma, dermatit, anafilaksi) yol acar.
IgE'ye baglh ve IgE'den bagimsiz mekanizmalar aracihdiyla T hlcresi aktivasyonu,
kronik alerjik inflamasyona katkida bulunur.

Alerji tedavisinin muhtemelen sadece nedensel sekli, codu kaynak igin alerjen
ekstraktlarinin artan miktarlarinin tekrarli uygulanmasina dayanan alerjen spesifik
immunoterapidir. Sayisiz klinik c¢alismada, enjeksiyon immunoterapinin klinik
etkinligi belgelenmis olup bu tedaviyi vurgulayan birgok immunolojik mekanizma
mevcuttur. Bazi alerjen kaynaklar igin yuksek Kkaliteli alerjen ekstraktinin
hazirlanmasinin zorlugu ve alerjenlerin hastalara uygulanmasinin bir¢ok vyan
etkiye yol agmasindan dolay, alerjen-spesifik immunoterapi sadece belirli hasta
hassasiyeti olan hastalar ile alerjik astim gibi ciddi hastalik belirtilerinden muzdarip
hastalari tedavi etmek &zellikle zordur. Alerjik astim, gunlik yasam kalitesini ciddi
seviyede etkiledigi, yuksek hastaneye yatis oranlarina neden oldugu ve yasami
tehdit eden formlan, hastaya yogum bakim gerektirdidi icin alerjinin en kuvvetli
belirtilerinden biridir.

Dogal alerjen kaynaklarindan hazirlanan alerjen ekstraktlari, dogada ham haldedir

ve teknik araclarla bu tur preparatlardaki tekil alerjenlerin kalite ve miktarini
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etkilemek muiumkin dedgildir. Ayrica ¢ok sayida tanimlanmamis alerjik olmayan
bilesen igerirler ve son zamanlarda yapilmis olan arastirmalardan bazilari, bu
ekstraktlarin kalitesinin dusuk oldugunu belirtir ve bunlarin heterojenliklerinin
yUksek oldugunu kanitlar.

Son on yilda, rekombinant DNA teknolgjisi kullarilarak molekuler alerjen
karakterizasyonu alaninda buyUk bir ilerleme kaydedilmistir. Hastalidi ortaya
clkaran en onemli alerjenlerin blydk bir kismi molekidler seviyeye kadar
karakterize edilmistir ve dogal alerjen ekstraktlarinin epitop karmasikhgini taklit
eden rekombinant alerjenler uretilmistir. Ayrica, birkag arastirma grubu,
tanimlanmig yeni alerji asilarl gelistirmek i¢in alerjen yapilarina iligkin bilgi
birikimini kullanmistir. Genetik mihendislik, sentetik peptit kimyasi ve alerjenlerin
immunostimulator DNA sekanslari ile birlesmesi, yeni agilarin alerjenik aktivitesini
ve dolayisiyla tedaviye bagli yan etkilerin oranini azaltmada kullanilmistir. ilk umut
veren klinik calismalar bu alerjen tiirevleriyle gerceklestiriimistir. ilging bir sekilde,
genetik yapisi degistiriimis rekombinant alerjenlerin ve alerjen turevli sentetik T
hicresi epitopu iceren peptitlerin  IgE  reaktivitesinin - buyuk oranda
azaltilabilmesine veya hatta tamamen ortadan kaldirilabilmesine ragmen, bu
turevlerin enjeksiyondan birka¢ saat sonra ortaya ¢ikan sistemik yan etkileri
indUkleyebildigi ortaya cikti. Ornegin, ana kedi alerjeni Feld 1'in T hicresi epitop
peptitlerinin, intrakitantz enjeksiyondan birka¢ saat sonra astim ve brongial
hiperreaktiviteyi indUkledigi ve bu etkinin T hicresi aracili ve MHC kisitl olduguna
dair gugli kanitlar bulundugu bildirilmigtir.

Bu sonuglar, IgE reaktivitesinin kaldirilmasinin, bu immunoterapi ¢aligmalari
sirasinda herhangi bir ani reaksiyon kaydedilmediginden IgE aracili yan etkileri
azalthdini gosterir. Ancak, rekombinant alerjen turevlerinin yani sira peptit
karisimlarinda korunan alerjene 6zgu T-hucresi epitoplari, ge¢ yan etkilerden
{ormegin, sorunlu veya atopik dermatit, kronik T hiicresi aracili alerjik deri
bulgular) sorumludur. Rekombinant alerjen tlrevleri durumunda ortaya ¢ikan yan
etkiler goreceli olarak hafifti ve T hiicresi peptiti asilan durumunda, yeterli
dozlama ile asgilabilir. Bu nedenle, iki yeni yaklasim da, alerjik rinokonjonktivitin
immunoterapisine iliskin gok umut verici gérinmektedir, ancak, akcigerde ge¢ yan
etkilerin induklenmesinin ¢ok sorunlu olabilecedi ciddi alerjik astim bigimlerinin

tedavisi konusunda kisitlamalar olabilir.
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Peptit, polipeptit ve proteinlere kargi etkili bir bagisikhk tepkisi vermek ve
dolayisiyla baslatmak igin adjuvanlar ve/veya tasiyicilar dizenli olarak kullanilir.
Ornegin, Komple Freund adjuvani (CFA), mevcut olan en glgli adjuvanlardan
biridir. Alerjenlerden ve tabii ki Komple Freund adjuvani kullanilarak veya
kullanilmadan diger antijenlerden turetilen peptit ve polipeptitlere karsi guclu
bagdisiklik tepkilerini indukleyebilen asi kompozisyonlarina ihtiya¢ vardir. Ayrica,
hayvan modellerinde basanli bir sekilde bir tagiyici olarak kullanilmasina ragmen,
BSA'nin, prion hastahidi bulastirma riski {(varyant Creutzfeldt-Jakob hastaligi) gibi
olumsuz reaksiyon riski nedeniyle, insan asgli kompozisyonlarinda kullanimi uygun
olmayabilir. Alerjenlere karsi etkili bir agl gelistiriimesinde yasanan bir bagka
zorluk da, bir bireyde ya da hayvanda alerjenleri hizli bir sekilde azaltabilen bir
bagisiklik tepkisine ihtiyag duyulmasidir. Bu nedenle, agirlikh olarak 1gG alt
tipinden olan kanda yUksek konsantrasyonlarda alerjene 6zgU antikorlar gereklidir.
Mukozal ylzeylerde IgA antikorlari da dnemlidir.

Teknikte bilinen bir tasiyici protein olan kolera toksini de, adjuvan olarak surekli
kullanilir. Ancak, kolera toksini toplam ve spesifik IgE antikor seviyelerini arttirir ve
IgE ile iliskili inflamatuvar reaksiyonlara yol acar.

Asilamada kullanilan gogu tasiyici proteinin yol agtigi yan etkiler nedeniyle, toksik
adjuvanlar kullanmadan, dusuk tolere edilmis tasiyici proteinler kullanmadan ve
haz durumlarda potansiyel olarak patolojik bagisiklik tepkilerinin stimilasyonu
olmadan alerjenlere veya diger antijenlere kargi bagisiklik tepkilerini uyaran
tasiyici sistemlere ihtiyag duyulmaktadir. Bu dzellikleri karsilayan yeni tasiyici
sistemler, alerjik hastalklar gibi hastaliklarin tedavisi ya da onlenmesine uygun
yeni konjugat ve kompozisyonlari olusturmaya yonelik olarak kullanilabilir.

Bohle B. v.d. (J. Immunol. 172 (11) (2004): 6642-6648) tarafindan hazirlanan
makalede, bir S tabakasi protein pargasi ve Bet v 1 parcasindan olusan
rekombinant flzyon proteini tarif edilmektedir. Bu molekil, Bet v 1'e ézga T
hicresi epitoplarini iceren dogal Bet v 1 alerjeni igerir.

WO 2004/004761 sayili belge, bir immunojene kaynasmis ve badisikhi§i artirma
igin Kullanilabilecek viris benzeri partiklller ile ilgilidir.

WO 2004/003143 sayili belgede, asilama igin immunojen olarak bir virus benzeri

partikul ve bir alerjenik molekul iceren fuzyon proteinlerinin kullanimi tarif edilir.
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WO 2007/140505 sayili belge ve Edimayr v.d. tarafindan hazirlanan makalede (J.
Immunol. 182 (10) (2009) 6298-6306), alerjene dzgi 1gG antikorlarini indiiklemek
icin alerjenden turetiimis peptitlere kaynasmis ¢esitli tasiyici molekuller igeren
fuzyon proteinlerinin kullanimi tarif edilmistir, ancak bu vyapilar, IL-10 veya Thl
badisikhiginin induke edilmesi gibi alerjik hastalar i¢in avantajli olarak kabul
edilebilecek immunomodulator bir etki gostermez. Edimayr ve digerlerine ait $ekil
4, KLH ile kaynasmis peptitlerin, Th2 sitokin IL-5'i indikledigini ve VP1 flzyon
proteinlerinin, IL-10 veya IFN-gamayi induklemedigini gosterir.

Niespodziana v.d. tarafindan hazirlanan makalede(J. Allergy Clin. Immunol. 127
(6) (2011) 1562-1570), alerjene 6zgl 1gG antikorlarini indUklemek igin her birinde
Hepatit B'den turetilmis PreS ve ana kedi alerjeni Fel d 1'den turetilmis iki peptiy
igeren fuzyon proteinlerinin kullanimi tarif edilmistir. Ancak, insanlann asilanmasi
icin uygun higbir rejim tarif edilmemis ve peptitler, alerjene 6zgl T hicresi

epitoplar icermektedir.

BULUSUN TANIMI

Bu bulusun bir amaci, yukarida belirtilen dezavantajlarin Ustesinden gelen ve
azaltlmig yan etkileri olan bir alerjen asilamasi saglayan ilag ve tasiyicilar
saglamaktir.

Bu nedenle mevcut bulug, en azindan bir vahsi tip alerjene kargi IgG tepkileri
uretebilen bir polipeptit ile ilgilidir, burada, bu sekilde Uretilen 1gG, IgE'nin séz
konusu vahsi tip alerjene baglanmasini bloke edebilir ve IL-10 ve IFN-gama
uretimini indukleyebilir; séz konusu polipeptit, taslyici protein Hepatit B PreS
proteininin (SEK. ID No. 21) N- ve C-terminaline kaynasmig, en az bir vahsi tip
alerjenin 20 ila 50 ardisik amino asit tortusundan olugan en azindan 4 ve en fazla
6 hipoalerjenik peptit fragmani icerir; burada, s6z konusu fragman,
hepadnaviridae familyasina ait bir virlsiin ylzey polipeptitidir veya s6z konusu
ylzey polipeptirinin en az bir fragmanidir; burada en az dort peptit fragmani, vahsi
tip alerjen ile kargilastirildiginda IgE badlayici 6zellik gostermez ya da bu ozellik
azalhlmistir, , B hicresi baglayici peptitlerdir ve T hicresi reaktivitesi
gostermezler, burada Hepatit B PreS proteini, N terminaline kaynasmis en az bir
vahsi tip alerjenden turetilmis en az iki peptit fragmani ve C-terminaline kaynamis

en az bir vahsi tip alerjenden turetilmis en az iki peptit fragmani igerir.
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Bir molekile karsi, dzellikle mevcut bulugsa gore bir alerjenik veya hipoalerjenik
molekule karsi gelistiriimis bir bagisiklik tepkisini tetiklemek i¢in, en azindan bir
vahsi tip alerjenden turetilmis en az dort peptit fragmani, bir Hepatit B PreS
polipeptitine  kaynastirihr  (genetik muahendisligi  ile). Sasirtict  olarak,
hepadnaviridae familyasindan bir virusunun bir ylzey polipeptiti olan KLH
{(Keyhole limpet hemosiyanin) gibi geleneksel ve duzenli olarak kullanilan tasiyici
proteinlerin aksine, bir Hepatit B PreS polipeptitinin, bir bunlara bagl olan
peptitlere yonelik antikorlarin gelismis bir olugsumuna yol actigi ortaya cikt.

Hepatit B PreS polipeptitine kaynasmis dlzgun segilmis lUgten fazla alerjen tlrevi
peptit fragmaniyla immunizasyonla induklenen alerjene 6zgu IgG antikorlarinin,
alerjenin IgE epitoplarina daha iyi odaklanirken vahsi tip alerjen ile
immunizasyonun, IgE reaktif olmayanlar da dahil olmak uzere alerjenin tum
parcalarina yonelik olan 1gG'ye yol actigi ortaya ¢iktl. IgG titreleri i¢in normalize
edilmig bir deneyde bu, vahsi tip alerjen ile indiUklenene kiyasla PreS/peptit
indukeli IgG'nin daha iyi bir bloke etme kapasitesine yol agar {Sekil 12).

Ayni zamanda, c¢ok sasirtict bir sekilde, insan periferik mononikleer kan
hicrelerinin kultirlerinde, Hepatit B PreS polipeptitine alerjen tlrevli peptit
fragmanlarinin fazyon proteinlerinin sitokinler IL-10 ve IFN gamma'yl gucld bir
sekilde induke ettigi ortaya c¢ikmis ve bunun da basanli  bir alerji
immunoterapisinin pozitif gostergeleri oldugu belirtiimigtir. Buna karsilik, IL-10 ve
IFN-gama indiksiyonu, vahsi tip alerjen, tek basina alerjen tirevli peptit
fragmanlari veya tek basina PreS ile anlamli sekilde daha daglkti (Sekil 10).
Burada kullanilan sekliyle "N- ve C-terminaline kaynasmig" ifadesi, bir Hepatit B
PreS proteininin N-terminaline en az iki peptitin kaynasmis oldugu ve bir Hepatit B
PreS proteininin C-terminaline en az iki peptitin kaynasmis oldugu anlamina gelir.
Ornek vermek gerekirse, en temel yap! icinde, bir Hepatit B PreS proteini, N-
terminalinde iki peptit ve C-terminalinde iki peptit icerebilir.

Bu bulusun polipeptiti, en az dort ve en fazla alti peptit fragmani, bir alerjenden
turetilen B hiicresi baglayici peptitleri icerir, burada en tercih edilen dort peptit
icermesidir.

Mevcut bulugsa gore tasiyici protein, asagidaki amino asit dizisine sahip (SEK. |D
No. 21) Hepatit B PreS polipeptitidir:
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GGWS SKPRKGMGTNI. SVPNPLGFFPDHOLDPAFGANSNNPDWDFNP]
KDHWPAANQVGVGAFGPGLTPPHGGILGWSPQAQGILTTVSTIPPPASTNRQ S
GRQPTPI SPPLRD SHPQAMQWNSTAFHQAL QDPRVRGLYFPAGGS § SGTVN
PAPNIASHIS S [SARTGDPVIN

Bu tarifnamede kullanildi§i haliyle "hipoalerjenik" terimi, alerjik potansiyeli (yani,
teknikte bilinen IgE baglanma tahlilleri ile belirlenen IgE reaktivitesi) azaltiimis
olan ya da hi¢ olmayan molekllleri ifade etmektedir. Bu molekillerin bir bireyde
alerjik reaksiyonlan tetikleme kapasitesi, bu moleklllerin tlretildidi vahsi tip
proteine kiyasla daha azdir.

Bir Hepatit B PreS proteininin N- ve C-terminaline kaynasmis en az dort ve en
fazla alti peptit fragmani, 20 ila 50 ardisik amino asit ile en az bir yabani tip
alerjenden olusur ve peptit fragmanlarinin turetildigi dogal tipte alerjene kiyasla
disUk IgE reaktivitesi sergiler. Bu peptit fragmanlari tercihen, T hicresi aracili yan
etkilere neden olabilecek alerjene 0zgu T hicresi epitoplarini digslamak igin
tasarlanmistir. T hdcresi epitoplart ve dusuk T hucresi tepkisi sergileyen
molekuller, teknikte uzman kisilerce bilinen yontemlerle belirlenebilir ve
tanimlanabilir (6rn., Bercovici N. v.d. Clin Diagn Lab Immunol. (2000) 7:859-864).
En az bir vahsi tip alerjenin 20 ila 50 ardisik amino asitinden olusan en az doért ve
en fazla alti peptit fragmani bir ve ayni alerjenden tiretilebilir. Ayni alerjenden iki
veya daha fazla fragmanin turetiimesi halinde, bu iki veya daha fazla fragman,
vahsi tip alerjene bitisik olarak yerlestirimez vef/veya mevcut bulusa ait
polipeptitte, vahsi tipte alerjendeki siraya uymayan bir siraya sahiptir.

Burada kullanildigi sekliyle "peptit fragman" terimi, vahsi tip bir alerjenin birincil
yapisindan turetilen ve bu vahsgi tip alerjenin 20 ila 50 ardisik amino asitinden
olugsan bulusa ait bir hipoalerjenik polipeptit veya flzyon proteininin bir
parcasi/fragmani anlamina gelir.

Bu tarifnamede kullanildidi haliyle, "bir alerjenden tiretilmis" ve "en az bir vahsi tip
alerjenden turetilmis" ifadeleri, bu bulusun amaglari dogrultusundaki peptit
fragmanlarinin, dogrudan fragmantasyon veya kesme yoluyla bir alerjenden elde
edildigi anlamina gelmektedir. Bu peptit fragmanlarinin amino asit sekansi, peptit
fragmanlarinin tiretildigi vahsi tip alerjenin amino sekansi uzantisina en az %80
dzdes, daha tercihen en az %90 6zdes, en ¢ok tercihen en az %95 6zdes ve

ozellikle %100 o6zdestir. Ancak, vahsi tip alerjen fragmanlarina %100 ozdes
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olmayan peptitler, bir antikor veya antikorlara, tercihen sbéz konusu vahsi tip
alerjen fragmanlarina yénelik olan 1gG antikorlarina en az %60, tercihen en az
%70, daha tercihen en az %80, en cok tercihen en az %90 kuvvelle
haglanabilmelidir. "En az bir vahsi tip alerjen” ifadesi, mevcut bulusun
polipeptitinin, birden fazla, tercihen iki, daha fazla tercihen u¢ farkli vahsi tip
alerjenin (yani kaynaklar) B hucresi baglayici peptitlerini icerebilecegi anlamina
gelir (6rn., Bet v 1'den tiretilmis bir peptit, Amb a 1'den tlretilmis ve Phl p 1'den
tiretilmis veya biri Bet v 1 ve biri Amb a 1'den turetilmis iki peptit).

Bir birinci amino asit sekansinin bir ikinci amino aside 6zdeslik derecesi, bazi
algoritmalar kullanilarak her iki amino asit sekansi arasindaki dogrudan bir
karsilastirma ile belirlenebilir. Bu tar algoritmalar, 6rnedin, cesitli bilgisayar
programlarinda mevcuttur (6rn., "BLAST 2 SEQUENCES (blastp)") (Tatusova v.d.
(1999) FEMS Microbiol. Lett. 174:247-25; Corpet F, Nucl. Acids Res. (1988)
16:10881-10890).

Bu bulusun polipeptitleri, rekombinant yontemler veya kimyasal sentez ile elde
edilebilir. Alternatif olarak, tabii ki, vahsi tip alerjenin enzimatik veya kimyasal
bolinmesi ya da ilgilenilen molekUli barindiran bir polipeptit/protein ile de
molekdullerin elde edilmesi mumkundur.

Sasirtici  bir sekilde, gelistiriimis oOzelliklere sahip peptit tasiyici  fazyon
proteinlerinin, insan hepatit B virlsiinden ylzey proteinleri kullanilarak elde
edilebildigi bulunmustur. Dért ila alti hipoalerjenik peptit fragmani, bir Hepatit B
PreS proteininin C-terminaline ve N-terminaline kaynasabilir. Bu nedenle mevcut
bulusg, insan hepatit B virustinin ylzey antijenlerinden turetilmig bir tagiyici protein
iceren en az 4 ila en fazla 6 hipoalerjenik peptit fragmanindan olugsan fuzyon
proteinleri ile ilgilidir. Bu fuzyon proteinleri, tagiyici olarak PreS proteinini kullanir.
Bu bulusun en cok tercih edilen bir uygulamasi, preS tasiyici proteine 4
hipoalerjenik peptit fragmaninin kaynastigi flzyon proteinleridir. (Hipoalerjenik)
Peptit fragmanlari, ayni veya farkli olabilir ve bir veya birkac alerjenik proteinden
turetilebilir ve flizyon proteini igcindeki peptitlerin konumu, tasiyici proteinin C-
terminali ve N-terminalidir. Her C-terminaline ve N-terminaline bir ila (¢
{hipoalerjenik) peptit fragmani, (hipoalerjenik) peptit fragmanlarinin toplami,
ornedin, u¢ veya dort ila alti olacak sekilde kaynastirlabilir. "Kaynasmig" veya

“fuzyon proteini" terimleri, bulusun tercih edilen bir uygulamasina, yani alerjik
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olmayan tasiyici proteinin ve tasiyicinin C- ve N-terminalindeki (hipoalerjenik)
peptit fragmanlarnnin, tekil rekombinant polipeptit zinciri olarak eksprese edilip
hazirlanmasina atifta bulunur.

Mevcut bulusun en ¢ok tercih edilen bir uygulamasi, bir veya iki, tercihen iki peptit
fragmaninin her birinin tasiyicinin C-terminaline ve N-terminaline kaynasik olacak
sekilde belirli bir alerjenden turetilen (hipoalerjenik) peptit fragmanlarini tasiyan
hepatit B viriisli preS proteininin filizyon proteinleridir. Ornek verirsek, mevcut
bulusun tercih edilen polipeptitleri, asagidaki jenerik yapilar ile temsil edilen genel
molekller yapiya sahip olabilir:

Yap! 1 Tercih edilen uygulamalarin genel yapi prensibi

Peptit A |Peptit B |PreS |Peptit C |Peptit D

A, B, C ve D peptitlerinin ayni veya farkl olabilecedi ve her tekil flizyon proteini
icin ayni alerjenden turetilebilecegi ya da farkli alerjenlerden turetilebilecegi
anlasiimaktadir.

Hepadnaviridae familyasinin bir virisiinln ylizey polipeptitinin N- ve C-terminaline
veya sOz konusu ylzey polipeptitinin en az bir fragmanina, tercihen preS
proteinine veya bunun bir fragmanina kaynasacak (hipoalerjenik) peptitler
tercihen, ana hus polen alerjenlerinden, 6zellikle Bet v 1 ve Bet v 4ten, ana
cayirotu polen alerjenlerinden, ozellikle Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5, Phl p 6 ve Phl p
7'den, ana ev tozu akari alerjenlerinden, &zellikle Der p 1, Der p 2, Der p 5, Der p
7, Der p 21 ve Der p 23'den, ana kedi alerjeni Fel d 1'den, ana kaynarotu alerjeni
Amb a 1'den, ana Japon sedir alerjenleri Cry j 1 ve Cry j2'den, ana ar
alerjenlerinden, ana esekarisi alerjenlerinden, profilinlerden, ézellikle Phl p 7, Phl
p 12'den olugan gruptan secilir.

Mevcut bulusa goére kullanilacak diger uygun alerjenler, s6z konusu tablo ile

sinirlandiriimaksizin asagidaki tablo 2'den elde edilebilir.

Tablo 2 Hipoalerjenik peptitlerin kaynaklari

Tar Adi
Alerjen Biochem.ID MW cDNA  Referans Ace.



Ambrosia
artemisiifolia Arsiz

Zaylan

Ambrosia trifida

Artemisia vulgaris

misk otu

Helianthus annuus
aycicegi

Adi

Amb a

Amb a

Amb a

Amb a

Amb a

Amb a

Amb t

Art v 1
Artv 2
Artv 3

Artv 4

Hel a 1
Hela 2

ya da
Kullaniimayan

ad

antijen E 8
antijen K 38
Ra3 11
Ra5 5
Ra6 10
Ra7 12
Ra5G 4.4

27-29
35
Lipit transfer 12
proteini
profilin 14

34
profilin 15.7

(C)ya No.

da

protein

(P)

C 8.20

C 8.21

C 22

C 11.23

C 24.25

P 26

C 9, 10,27

C 28

P 28A

P 53

C 29
29A

C Y15210



Mercurialis annua

Me ra
1
Caryophyllales
Chenopodium
kazayagi,
Che a
’
Ok Basi| Sarmasigi
Che a
2
Che a
3
Salsola kali Salsola
Tor Adi
Alerjen
Adi
Rosales
Humulus japonicus
Humulus japonicus
Parieteria judaica
Parj1
Par j 2
Par 3

profilin

profilin

Polcalcin

Biochem.|D
ya da
Kullaniimayan
adi

Sal k 1

Hum j 4w

lipit transfer

proteini 1

lipit transfer

fer proteini 2

profilin

14-15

17

14

10

MW

43

15

Y13271
29B,AY049012
AY082337
AY082338
cDNA (C) Referans
ya da Ace. No.
protein
(P)
P 29C
C AY335187
C izoalerjen
listesine
bakiniz
C izoalerjen
listesine
bakiniz
C izoalerjen



Parietaria
officinalis

B. Grasses Poales
Cynodon dactylon
Kopek Disi Ayrgi

Dactylis glomerata

Domuz Ayrnigi

Paro 1

Cynd

Cynd

Cynd
12
Cynd
15
Cynd
22w
Cynd
23

Cynd

24

Dac g

Dac g

Dacg

lipit transfer

fer proteini

profilin

Enoclaz

Cynd 14

Patogenez ile

ilgili
S.

AgDg1

32

veri

21

11

bekleniyor

C

listesine

bakiniz

29D

30,
883343
31,
X91256
31a,
Y08390
AF517686

AF517685

bekleniyor

32

33,
S45354
33A,
U25343



Festuca pratensis

gayir yumagi

Holcus lanatus

TUyld Balotu

Lolium perenne st

otu

Phalaris aquatica

Kus Yemi

Tur Adi

Phleum pretense

Cayir Kelp Kuyrugu

Dacg

Fesp

4w

Hol 11

Lolp 1

Lol p 2

Lolp 3
Lolp 5

Lol p
11

Alerjen
Adi

Pha a 1
Phlp 1

Phl p 2

grup |
grup Il

grup Il

Lol p IX, Lol p

b
Hom: tripsin

inhibitoru

31

60

27
11

11
31/35

16

Biochem.ID ya MW

da

Kullaniimayan

adi

27

cDNA
(C)ya
da
protein
(P)

C

C

34

227084

35, 36
37, 37A,
X73363
38
34.39

39A

Referans
Ace. No.

40,580654
X78813

X75925,41



Poa pratensis Cayir
Salkim Otu

Sorghum halepense
Kanyas

C. Trees
Arecales Phoenix

dactylifera hurma

Fagales
Alnus glutinosa
Kizilaga¢

Betula verrucosa

hus agaci

Phl p 4
Phlp 5
Phl p 6
Phl p
11

Phl p
12

Phl p
13

Poap 1
Poaps

Sorh1

Phod 2

Bet v 1

Bet v 2
Betv 3
Bet v 4

Ag25

Tripsin inhibitéra
hom.

profilin

Poligalakturonaz

grup |

profilin

profilin

32

55-60

33

31/34

14.3

17

17

15

O 0O O T

O

41A
42
Z27082,43
AF521563,
43A
X77583,
44
AJ238848

46
34.47

48

Asturias

p.C.

550892

izoalerjen
listesine
bakiniz
M65179
X79267
X87153,
S$54819



Carpinus betulus

Girgen

Castanea sativa

kestane

Corylus avellana

findik agaci

Tar Adi

Betv 6

Betv7

Carb 1

Cass 1
Cassb
Cass8

Cora 1

Cora?
Cora8

Cora?9
Cora
10

Alerjen
Adi

izoflavon
reduktaz
siklofilin

gitinaz

lipit transfer

proteini

profilin

lipit transfer

proteini

118 globulin

benzeri

Protein

lumen baglayici

prot.

Biochem.ID

yada

Kullaniimayan

33.5

18

17

22

9.7

17

14

40/?
70

MW

cDNA

(C)ya
da

izoalerjen
listesine
bakiniz
P81531

izoalerjen
listesine

bakiniz

52

53

izoalerjen

listesine

bakiniz

Beyer p.c.
AJ295617

Referans
Ace. No.



Quercus alba Beyaz

mese

Lamiales

Oleaceae
Fraxinus excelsior Adi
disbudak
Ligustrum vulgare
kurtbagri

Olea europea zeytin

Cor a
11

Que a1

Frae 1
Lig v 1
Olee1
Olee 2
Olee 3
Oleed
Oleeb
Olee B

Olee7

Olee 8

Olee9

Ole e
10

adi

7S visilin

benzeri prot.

Profilin

Superoksit

dismutaz

Ca2 +-
baglayici
protein
beta-1,3-
glukanaz
glikosil
hidrolaz

hom.

48

17

20

20

16

15-18

9.2

32

16

10

11

protein

(P)
C

AF441864

54

58A,
AF526295
S58A

09.60
60A
60B
P80741
P80740

60C,
U86342
60D,
P81430
60E,
AF078679

AF249675

60F,
AY082335



Syringa vulgaris leylak
Plantaginaceae

Plantago lanceolata

Dar yaprakh sinirli ot

Pinales
Cryptomeria japonica

sugi

Cupressus arisonica

cypress

Cupressus
sempervirens
common cypress

Juniperus ashei Ashe

juniper

Juniperus oxycedrus
Katran Ardici

Syrv1

Pla 11

Cryj1

Cryj2

Cupai

Cups1

Cups

3w

Junai

Juna?

Juna3

Juno4

hom:

20

18

41-45

43

43

34

43

30

29

C

58A

P842242

55.56

57,
D29772

A1243570

izoalerjen
listesine
bakiniz
ref

bekleniyor

P81284
STA,
AJ404653
57B,
P81295

57C,



Juniperus sabinoides

Tur Adi
Alerjen
Adi
Jun s 1
Juniperus virginiana
eastern Mazi
Jun v 1
Platanaceae Platanus
acerifolia Londra ¢inari
Pla a1
Plaa2
Plaa3
Glycyphagus
domesticus depo akari
Glyd2

D. Mites

kalmodulin

Biochem.ID

ya da

Kullaniimay

an adi

lipit transfer

proteini

Eklem

bacakl yag

asitdi

MW

50

43

18

43
10

cDNA
(C)ya
da
protein
(P)

P

AF031471

Referans
Ace. No.

P81825,
o8B

P82817
P82967

Iris p.c.

72B,
izoalerjen
listesine

bakiniz



Acarus sirc akari

Blomia tropicalis akar

Dermatophagoidesfari

nae American ev tozu

akari

Acas

13

Blo t 1

Blot3

Blot4

Blot 5
Blot6

Blot 10

Blot 11

Blot 12

Blot 13

Blot 19

Der f 1

Derf 2

Baglayici 14*

prot.

Sistein 39
proteazi

tripsin 24*

alfa amilaz 56

kimotripsin 25

tropomiyosi 33
n

paramiyosin 110

Btlla

Bt6, yag

asidi bagi

prot.

anti-miktobik

pep.

hom. 7.2

sistein 25

proteazi

14

AJO06774

AF277840

Cheong

p.c.
Cheong

p.C.
Us9102

Cheong

p.c.
61

AF525465,
61A
uz27479

Us8106

Cheong
p.c.

69

70, 70A,
izoalerjen
listesine

bakiniz



Derf3

Derf7
Der f 10
Der f 11
Derf 14
Derf 15
Der f 16
Derf 17
Der f
18w
Dermatophagoides
microceras ev tozu
akar
Derm1
Tur Adi
Alerjen
Adi
Dermatophagoides
pteronyssnus

Avrupa ev tozu akari

Derp 1

tripsin

tropomiyosi
n
paramiyosin
mag3,
apolipoforin
98Kk ¢itinaz
Gelsolin/villi
n

Ca baglayci
EF proteini
60k ¢itinaz

Sistein

proteazi

Biochem.ID ya
da
Kullanilmayan
adi

antijen P1,

sistein proteazi

30
24-31

98

98
53

53

60

25

MW

25

C 63

C SW:Q2645
6,71

C 72

C 72A

C D17686

C AF178772

C 71A

C 71A

C Weber p.c.

P 68

cDNA  Referans
(C)ya Ace. No.
da

protein
(P)
62,
C izoalerjen



20

listesine
bakiniz
62A-C,
Derp 2 14 C izoalerjen
listesine
bakiniz
Derp 3 Tripsin 28/30 C 63
Derp4 Amilaz 60 P 64
Derp5 14 C 65
Derp 6 kimotripsin 25 P 66
Derp7 22128 C 67
glutatyon
Derp 8 transferaz C 67A
kollajenolitik
Derp 9 serin pro.. P 67B
Der p tropomiyosin 36 C Y14906
10
apolipoforin
Der p benzeri C Epton p.c.
14 prot.
izoalerjen
Euroglyphus maynei Eurm C listesine
mite 2 bakiniz
Eurm  apolipoforin 177 C AF149827
14
Cavia porcellus
kobay faresi
Cavp 1 lipocalin 20 P SW:P83507,
homologue 80

Lepidoglyphus
destructor depo akar
73,74, T4A,



Tyrophagus
putrescentiae depo
akari

E. Hayvanlar
Bos domesticus evcil

sIgir

{gidalara da bakiniz)

21

Lepd2 Lepdi 15

Lepd 5

Lepd 7

Lepd tropomiyosin
10

Lepd

13

Tyrp 2

Bosd 2 Ag3, lipokalin 20

Ca-baglayici
Bosd3 8100 hom. 11
Bosd4 Alpha-sltyuvar 14.2
Bosd 5 beta-sutyuvar 18.3
Bosd 6 serum albumin 67

Bosd 7 Immiinoglobulin 160

O O 0O 0

izoalerjen
listesine
bakinz
75,
AJ250278
75,
AJ271058
75A,
AJ25096
75,
AJ250279

79B,
Y12680

76,
izoalerjen
listesine

bakiniz

L39834

M18780
X14712
M73993
77



Tar Adi

Canis familiaris

{Canis domesticus)

dog

Equus caballus

evcail at

Felis domesticus

kedi (salya)

Alerjen
Adi

Bosd8

Canf1
Canf?2
Canf3
Canf4

Equc1

Equc?2

Equc3

Equc4

Equec s

Feld 1

Feld 2

Feld 3

Feld 4
Fel d

22

Biochem.ID ya da
Kullaniimayan adi

Kaseinler

Albumin

lipokalin
lipokalin

Ag3 - albumin

AgX

cat-1

Albumin

sistatin

lipokalin

immunoglobulin A

MW

20-30

25

27

18

25

18.5

67

17

17

38

11

22
400

cDNA
(C)ya
da

protein

(P)

T OO0 0

Referans
Ace. No.

24

78.79
78.79
S72946
AS9431

U70823
79A, 79B
79C,
X74045
79D
Goubran

Botros p.c.

15

79E,
X84842
79F,
AF238996
AY497902
Adedoyin



23

5w p.c.

Feld immunoglobulin M 800- Adedoyin
ow 1000 p.c.
Fel d immunoglobulin G 150 Adedoyin
Tw p.c.
Cavp2 17 P SW:P83508
Mus musculus fare
(Urin)
Mus MUP 19 C 81, 81A
m1
Rattus norvegius
sigan (Urin)
Ratn 1 17 C 82, 83
F. Fungi (kufler)
1. Ascomycota
1.1 Dothideales
Alternaria alternata
Alta 1 28 C Us2633
Alta 2 25 C 83A,
U62442
Alta3 IsI sok prot. 70 C ug7807,
prot. us7808
Alta4 disulfideisomerase 57 C X84217
Alta6 cid ribozomal prot. 11 C X78222,
a P2 U87806
Alta7  YCP4 protein 22 C X78225
aldehit
Alta 10 dehidrojenaz 53 C X78227,
P42041

Alta 11 enolaz 45 C Us2437



Tar Adi

Cladosporium

herbarum

1.2 Eurotiales

Aspergillus flavus

Aspergillus fumigatus

Alerjen
Adi

Alta 12

Clah1

Clah2

Clah3

Clah4

Clahb
Claht

Clah 12

Asp fl
13

Asp f1

24

Biochem.ID MW
ya da

Kullaniimayan

adi

asit ribozomal

prot.

P1 11
13
23

aldenhit

dehidrojenaz 53

asit ribozomal

prot.

P2 11
YCP4 proteini 22
enolaz 46

asit ribozomal

prot.

P1 11
Alkalin serin
proteaz 34

18

cDNA
(C)ya
da

protein

(P)

O

Referans
Ace. No.

X84216

83B, 83C

83B, 83C

X78228

X78223
X78224
X78226

X85180

84

M83781,
S39330



Aspergillus niger

Aspf2
Aspf3

Aspf4
Aspf5

Aspf6

Asp f7
Aspf8

Aspf9

Aspf10

Asp f 11

Aspf12

Aspf13

Asp f15
Asp f 16
Asp f17

Aspf18
Asp f
22w
Asp f 23

25

peroxisomal

protein

metaloproteaz

Mn
superoksit

dismut.

ribozomal
prot. P2

aspartik
proteaz

peptitil-prolil

izomeraz
151 sok prot.
P90

90

Alkalin serin

proteaz

boslukslu
serin
proteaz

Enolaz

L3 ribozomal

protein

37
19

30
40

26.5

12
11

34

34

24

34

16
43

34
46

44

@)

U56938
U20722

AJO01732
230424

U53561

AJ223315
AJ224333

AJ223327

X85092

84A

85

84B

AJ002026

g3643813
AJ224865

84C

AF284645

85A,
AF464911



Tar Adi

Asperqillus oryzae

Penicillium

brevicompactum

Penicillium
chrysogenum (6nce:

P. notatum)

Aspn
14

Aspn
18

Alerjen
Adi

Aspn
25
Aspn?

Asp 0
13
Asp 0
21

Pen b
13

Pen ch
13

26

beta- 105

ksilosidaz

bosluklu serin

proteaz 34

Biochem.IDya MW

da

Kullanilmayan

adi

3-fitaz-B 66-100
85

alkalin serin

proteaz 34

TAKA-amilaz A 53

alkalin serin
proteaz 33
alkalin serin
proteaz 34

cDNA
(C)ya
da
protein
(P)

C

AF108944

84B

Referans
Ace. No.

85B,
P34754
284377

X17561

D00434,
M33218

86A

87



Penicillium citrinum

Penicillium oxalicum

1.3 Hypocreales

Fusarium culmorum

Pen ch
18

Pen ch
20

Penc3

Pen ¢
13
Pen ¢
19
Pen ¢
22w

Pen c
24

Pen o
18

Fus c 1

Fusc 2

27

bogluklu serin

proteinaz

N-asetil

glukosaminidaz

Peroksisomal
mem. prot.
alkalin serin

proteaz

Is1 sok prot.
P70

enolaz

uzatma faktoru
1 beta

bosluklu serin

proteinaz

ribozomal prot.
P2
Tioredoksin

benzeri prot.

32

46

34

11*

13*

87

87A

86B

86A

Us4207

AF254643

AY363911

87B

AY077706

AYO077707



1.4 Onygenales
Trichophyton rubrum

Trichophyton
tonsurans
Trit1

Trit4

1.5

Saccharomycetales

Tor Adi

Candida albicans

Candida boidinii

2. Basidiomycotina
2.1 Himenomiset

Psilocybe cubensis

Trir2
Trir4

Trit1

Trit4

Alerjen
Adi

Cand a

Cand a

Candb

Psic 1

28

serin proteinaz

Serin proteaz

Biochem.ID
ya da
Kullanilimayan
ad

peroxisomal

protein

30
83

MW

40

29

20

cDNA

(C) ya
da

protein

(P)

C

88
88

88A
88

Referans Ace.
No.

89

AY136739

J04984,
J04985



Coprinus comatus
posteki mantar

22
Urediniomycetes
Phodotorula

mucilaginosa

2.3
Ustilaginomycetes
Malassezia furfur

29

Psic2 siklofilin 16

Copc1 Leucine 11 C
zipper protein

Copc?2

Copc3

Copcb

Copc7

Rhom enolaz 47 C

bosluklu serin

Rhom  proteinaz 31 C

Malaf2 MF1, 21 C
peroksisomal
membran
proteini

Malaf3 MF2, 20 C
peroksisomal
membran
proteini

Mala f4 Mitokondrial

malat

89A

AJ132235

AJ242791

AJ242792

AJ242793
AJ242794

89B

AY547285

ABO 11804,
90

ABO11805,90



Malassezia

sympodialis

3. Deteromykotina
3.1 Tuberculariales

Mala s

Mala s

Mala s

Mala s

Mala s

Mala s

Mala s
10

Mala s
11

30

dehidrojenaz

1s1 sok prot.
70
Mn superoksit

dismut.

35

18*

17"

19*

37*

86

23

AF084828,

90A

X96486, 91

AJO11955

AJO011956

AJO11957 91A

AJO11958,91A

AJO11959.91A

AJ428052

AJ548421



Tir Adi

Alerjen
Adi
Epicoccum
purpurascens
(6nce: E. nigrum)
Epip1
G. Bocekler
Aedes aegyptii
sivrisinek
Aed a1
Aeda 2
Apis mellifera bal arisi
Apim1
Apim 2
Apim 4
Apim 6
Apim7
Bombus
pennsylvanicus
bombus arisi
Bomp 1
Bomp 4

Blattella germanica

German hamam

31

Biochem.ID
ya da
Kullaniimayan
adi

serin

proteinaz

apyrase

fosfolipaz A2
hiyalironidaz

melittin

CUM serin

proteinaz

Fosfolipaz

Proteaz

MW

30

68
37

cDNA  Referans
(C)ya Ace. No.
da

protein

(P)

P SW:P83340,
91B

C L12389

C M33157

C 92

C 93

C 94

P Kettner p.c.

C AY127579

P 95

P 95



hdcegdi

Periplaneta
americana
Amerikan hamam

hdcedi

Chironomus kiiensis
midge
Chironomus thummi

thummi midge

Blag1
Blag 2

Blag 4

Blag5
Blag6

Pera1
Pera 3
Pera7/
Chik 10

Chit1-9
Chi t
1.01
Chi t
1.02
Chit
2.0101
Chi t
2.0102
Chit3
Chit4
Chitb
Chi t
6.01

32

Bd90k
aspaktik
proteaz
kalisin
glutatyon
transferaz 22

troponin C

Cr-PlII
Cr-PI
tropomiyosin

tropomiyasin

hemoglobin

bilegen Il

bilesen IV

bilesen |

bilegen |A

bilesen ll-beta

bilesen 1A

bilesen VI
bilesen VIIA

36

21

27

72-78
37
32,5%

16

16

16

16

16

16
16

O O OO0

0O OO0

96

97

98
98

98A
Y14854
AJ012184

99

P02229

P02230

P02221

P02221

P02222

P02231

P02224
P02226



33

Chi t bilesen IX 16 C P02223

6.02

Chit7 bilesen VIIB 16 C P02225
Chit8 bilesen VIII 16 C P02227
Chit9 bilesen X 16 C P02228

Tar Adi
Alerjen Biochem.ID MW cDNA Referans
Adi ya da (C)ya Ace.No.
Kullaniimayan da
adi protein
(P)
Ctenocephalides felis
felis
kedi piresi
Ctef 1
Cfe f2 M1b 27 C AF231352
Cte f3 25 C
Thaumetopoea
pityocampa Cam
kesebocedi
Thap1 15 P PIR:A59396,
93A
Lepisma saccharina
gumuscun
Leps1 tropomiyosin 36 C AJ309202
Dolichovespula maculate
Dolm1 fosfolipaz A1 35 C 100

Dolm 2 hiyalironidaz 44 C 101



Dolm 5
Dolichovespula arenaria sari
ceket arisi

Dola 5
Polistes annularies Pola 1
esek arisi

Pola 2

Pola 5
Polistes dominulus
Mediterranean paper
wasp
Pol d 1 Hoffman p.c.

Pold 4

Pold 5
Polistes exclamans Pole 1
esek arisi

Pole 5
Polistes fuscatus esek Polf5
arisi
Polistes gallicus esek Polg5b
arsi
Polistes metricus Polm 5
esek anisi
Vespa crabo sarica

Vespc 1

Vespcb
Asya dev esek aris|

Vesp m

1

Vesp m

5

Vespula flavopilosa

34

antijen 5

antijen 5

fosfolipaz A1

hiyalironidaz

antijen 5

serin

proteinaz

fosfolipaz A1

antijen 5

antijen 5

antijen 5

antien 5

fosfolipaz

antijen 5

44

32-34

23
23

24

23

34
23

C

102, 103

104

105

105
104

Hoffman p.c.

P81656
107

104
106

P83377

106

107

106

Hoffman p.c.

P81657



Sari ceket

Vespula germanica

Sari ceket

Vespula maculifrons

Sari ceket

Tar Adi

Vespula
pennsylvanica

sarl ceket

Vespula squamosa

sarn ceket

Vespula vidua esek

arisi

Vespula vulgaris

sar ceket

Myrmecia pilosula

Avusturya ziplayan

karinca

Vesfh

Vesgb

Vesm 1

Vesm 2

Alerjen
Adi

Vesmb5

Vespb

Vess b
Vesvib

Ves v 1
Vesv?2
Vesv 5

35

antijen 5

antijen 5

fosfolipaz A1

hiyalironidaz

Biochem.ID ya
da
Kullanilmayan
ad

antijen 5

antijen 5

antijen 5
antijen 5

fosfolipaz A1
hiyallironidaz

antijen 5

23

23

33.5
44

MW

23

23

23
23

35
44
23

cDNA
(C)ya
da
protein
(P)

C

T

106

106

108
109

Referans
Ace. No.

104

106

106
106

105A
105A
104



Solenopsis geminate
tropikal ates

karincasi

Solenopsis invicta

ates karincasi

Solenopsis
saevissima
Brezilya ates

karincasi

Triatoma protracta
California déplclk

hocedi

H. Gidalar
Gadus callarias

morina balig

Salmo salar Atlantik

somonu

Bos domesticus evcil

Myr p 1
Myrp 2

Solg2

Solg4

Soli2

Soli3
Soli4

Sols?2

Triap 1

Gadc 1

Sals 1

36

13
24
13
Prokalin 20
allerjen M 12
parvalbumin 12

X70256
581785

Hoffman

p.cC.
Hoffman

p.c.
110, 111

110
110

Hoffman

p.C.

AF179004,
111A.

112, 113

X97824



siIgir

{sut)
Ayrica hayvanlara
bakiniz

Cyprinus carpio pullu

saZzan

Tor Adi

Gallus domesticus
tavuk

Metapenaeus ensis
karides
Penaeus aztecus

karides

Bosd 4
Bosd 5

Bosd®6

Bosd7

Bos d 8

Alerjen
Adi

Cypc1

Gald1
Gald 2
Gald3

Gald 4
Gald 5

Met e 1

Pen a1

37

Alpha-sityuvar
Beta-sutyuvar

serum albumin

Immunoglobulin

Kaseinler

Biochem.ID ya
da
Kullaniimayan
adi

parvalbumin

Ovomucoid
Ovalbumin
Ag22,
konalbumin
lisozim

serum albumin

tropomiyosin

tropomiyosin

160

20-30

MW

12

28
44
78

14

36

cDNA

(C)ya
da

protein

(P)

C

o

M18780
X14712

M73993

77

77

Referans
Ace. No.

129

114, 115
114, 115
114, 115

114,115
€60688

u08008

116



Penaeus indicus ©
Penaeus monodon

dev kaplan karidesi

Todarodes pacificus

muUrekkep balig

Helix aspersa

kahverengi bahge

salyangozu

Haliotis midea

istiridye

Rana esculenta

yenebilir kaplumbaga

Brassica juncea sark

hardal

Brassica napus kolza

tohumu

Brassica rapa turp

Hordeum vulgare

arpa

Pen |1

Pen m 1

Penm 2

Tod p 1

Hel as 1

Halm 1

Ran e 1

Rane 2

Bra j1

Bran 1

Brar 2
Hor v 15

Hor v 16

38

tropomiyosin

tropomiyosin

arginin kinazi

tropomiyosin

tropomiyosin

parvalbumin
alfa
parvalbumin

beta

2S albumin

23S albumin

hom:prohevein
BMAI-1

alfa-amilaz

34

38

40

38

36

49

11,9%

1,7*

14

15

25
15

C

C

116A

AF479772,
117
117A

Y14855,

1178

117C

AJ315959

AJ414730

118

118A,
P80208
P81729
119



SW: P80198

Secale cereal ¢im

Triticum aestivum

bugday

Zea mays maise,

misir

Oryza sativa piring

Apium graveolens

kereviz

Tur Adi

Daucus carota havug

Horv 17
Hor v 21

Secc 20

Tria18

Tria 19

14Zea m
14
Orys1

Apig1

Apig4
Apig5

Alerjen
Adi

Dauc 1

39

beta-amilaz

gamma-3 34

hordein

secalin

agglutinin

omega-5 65

gliadin

Lipit transfer 9

prot.
hom: Bet v 1 16*
profilin

55/58
Biochem.ID MW
ya da

Kullaniimayan
adi

hom: Bet v 1 16

cDNA

(C)ya
da

protein

(P)

C

119A,

see isoall.

Liste

PIR:A59156

P19656

119B,
U31771
248967

AF129423
P81943

Referans
Ace. No.

117D,
izoalerjen
listesine

bakiniz



Corylus avellana
findik

Malus domestica

elma

Pyrus communis

armut

Persea americane
avokado
Prunus armeniaca

kayisi

Dauc4d

Cora
1,04
Cora?2
Coras8
Mal d 1

Mald 2

Mal d 3

Maid 4

Pyrc1

Pyrc4

Pyrc5

Pers a 1

Pruar1

Pruar 3

40

Profilin

hom: Bet v 1

profilin
lipit transfer

proteini

hom: Bet v 1

hom:
taumatin
lipit transfer

proteini
profilin

hom: Bet v 1
profilin

hom:

izoflavon

reduktansi

endochitinase

hom: Bet v 1
lipit transfer

proteini

17

14
9

14,4*

18

14

33.5

9

AF456482

izoalerjen
listesine
bakiniz
AF327622
AF329829

izoalerjen
listesine
bakiniz
AJ243427

Pastorello

p.c.
izoalerjen

listesine
bakiniz
AF05730
AF129424

AF071477

278202

U93165



Sinapis alba sari
hardal

Prunus avium kiraz

agaci

Prunus domestica

Avrupa erigi

Prunus persica seftali

Asparagus officinalis

Kuskonmaz

Crocus sativus
sarigigdem

Lactuca sativa marul

Vitis vinifera Uzim

Musa x paradisiaca

muz

Sina1

Pru av 1

Pru av 2

Pruav 3

Pruav 4

Prud3

Prup3

Prup4

Aspao 1

Cros 1

Lacs 1

Vit v 1

Mus xp 1

41

28 albumin

hom: Bet v 1
hom:
taumatin
lipit transfer
proteini

profilin

lipit transfer
proteini
lipit transfer
proteini

profilin

lipit transfer
proteini

lipit transfer
proteini
lipit transfer
proteini

profilin

14 C
C
C
10 C
15 C
9 P
10 P
14 C
9 P
21
9
9 P
15 C

120

U66076

U32440

AF221501

AF129425

119C
P81402
[zoalerjen
listesine
bakiniz

119D

Varasteh A-
Rp.c.

Vieths p.c.

P80274

AF377948



Ananas comosus

dananas

Tar Adi

Citrus limon limon

Citrus sinensis tatli

portakal

Litchi chinensis ¢in
agaci meyvesi
Juglans regia Ingiliz

cevizi

Glycine max soya

fasllyesi

42

Alerjen Biochem.ID ya
Adi da Kullanilmayan
adi

Anac1  profilin

Anac?2 bromelayin

Cit13 lipit transfer
proteini

Cits 1 Germin benzeri
protein

Cits 2 profilin
Cits 3 lipit transfer

proteini
Litc 1 profilin

Jugr1 2S albumin
Glym1 HPS

Glym 2

Glym3  profilin

MW

15
22.,8*

23

14

15

14

cDNA
(C) ya
da
protein
(P)

C

C

Referans
Ace. No.

AF377949
119E-G,
D14059
Torrejon p.c.

Torrejon p.c.

Torrejon p.c.

Torrejon p.c.

AY049013

U66866
120A

A57106
[zoalerjen
listesine

bakiniz



Vigna radiate mag

fasulyesi

Arachis hypogaea
fistik

Lens culinaris

mercimek

Pisum savitum

bhezelye
Actinidia chinensis

kivi

Capsicum annuum

dolma biber

Glym 4

Vig r 1
Arah 1

Arah 2
Arah 3
Arah 4
Arah 5
Arah 6
Arah7
Arah 8

Lenc1

Lenc 2

Pis s 1

Pis s 2
Actc 1

Actc 2

Capa
Tw

Capa?2

43

(SAM22) PR-10
prot.

PR-10 proteini

visilin

conglutin
glisinin

glisinin

orofilin

hom: conglutin
hom: conglutin
PR-10 proteini

visilin

Tohum
biyotinlenmig
prot.

visilin

konvisilin

sistein proteazi

taumatin benzeri

protein

asmotin benzeri
protein

profilin

17

15
63.5

17
60
37
15
15
15
17

47

66

44

63
30

14

O O O o0 OO0

X60043,
120B

AY792956
L34402

L77197
AF093541
AF086821
AF059616
AF092846
AD091737
AY328088
izoalerjen
listesine
bakiniz
120C

izoalerjen
listesine
bakiniz
Bekleniyor
P00785

SW:P81370,

121

AJ297410

AJ417552



Lycopersicon
esculentum

domates

Solanum tuberosum

patates

Tar Adi

Bertholletia excels

Brezilya findigi

Lyce 1

Lyce?2

Lyce 3

Solat1

Solat?

Solat3

Alerjen
Adi

Solat4

Bere 1

Bere 2

44

profilin

b-

fruktofuranosidaz

lipit transfer prot.
patatin

katepsin D
inhibitora sistein
proteazi
inhibitdr

Biochem.|D
ya da
Kullanilmayan
adi

aspartik
proteaz
inhibitor

2S albumin

118 globulin
tohumu
depolama

proteini

14

50

(o)}

43

21

21

MW

16+4

29

cDNA

(C) ya
da

protein

(P)

P

AJ417553

izoalerjen
listesine
bakiniz
U81996
P15476

P16348

P20347

Referans
Ace. No.

P30941

P04403,
M17146

AY221641



Juglans nigra siyah

ceviz

Anacardium
occidentale

Kasu

Ricinus communis Hint

fasulyesi

Sesamum indicum

susam

Cucumis melo kavun

Jugn1
Jugn?2

Jugr?2
Jugr3

Anao 1

Anao 2

Anao 3

Ricc 1
Sesii

Sesi?2

Sesi 3

Sesi4

Sesib

Cuem1

45

25 albumin
visilin benzeri

prot.

visilin
lipit transfer

proteini

visilin benzeri

protein

Legumin
benzeri
protein

25 albumin

23 albumin

25 albumin

2S albumin
7S visilin
benzeri
globulin
oleosin

oleosin

serin

proteinaz

19*
56"

44

50

o5

14

45

17
15

66

AY102930
AY102931

AF066055

Pastorello

izoalerjen
listesine
bakiniz
AF453947

AY081853

P0O1089
121A,
AF240005
AF091841
AF240006

AAG23840
AAD42942

D32206



I. Diger

Anisakis simplex

nematode

Argas reflexus

guvercin kenesi

Ascaris suum solucan

Carica papaya papaya

Dendronephthya

nipponica yumusak

mercan

Hevea brasiliensis

kaucuk
(lateks

Tar Adi

46

Cucm2  profilin 14

Patogenez-rel

p.
Cucm3 PRA1 16*
Ani s 1 24
Anis 2 paramiyosin 97
Anis 3 tropomiyosin 41
Anis 4 9
Argr1 17
Asc s 1 10
Carp 3w Papain 23,4*
Denn 1 53
Alerjen Biochem.ID MW
Adi ya da

Kullaniimayan

-

AY271295

P83834

121B,
A59069
AF173004
121C,
Y19221
P83885

AJB97694
122

122A,
M15203

122B

cDNA  Referans

(C)ya
da

Ace. No.



Hevb 1

Hevb 2
Hevb 3
Hev b 4

Hevb 5
Hev b
6,01
Hev b
6,02
Hevb
6,03

Hev b

7,01

Hev b
7,02

Hevb 8

Hevb 9

Hev b 10

Hev b 11

47

adi

Uzatma
faktori

1,3-glukanaz

mikroheliks
kompleksi

bileseni

hevein
oncusy

hevein

C-terminali
fragmani

hom: B-
serumdan
patatin
hom: C-
serumdan

patatin
profilin
enolaz

Mn slperoksit

dismut.

Sinif 1 gitinaz

58
34/36
24
100-

115

16
20

14

42

44

14

51

26

protein

(P)
P

C

o

123, 124

125
126, 127
128

U42640
M36986,
p02877
M36986,
p02877
M36986,
p02877

U80598

AJ223038

izoalerjen
listesine
bakiniz
AJ132580
izoalerjen
listesine
bakiniz
[zoalerjen
listesine

bakiniz



48

Hevb 12 Lipit transfer 9.3 C AY057860

proteini
Hevb 13 Esteraz 42 P P83269
Homo sapiens insan
otoalerjenleri
Hom s 1 73* C Y14314
Hom s 2 10,3* C X8090%
Hom s 3 20,1 C X89985
Hom s 4 36* C Y17711
Hom s 5 426 C P02538
Triplochiton
scleroxylon pasaagaci Trips 1 Sinif 1 gitinaz  38.5 P Kespohl
p.C.
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Mevcut bulusa gore, en az bir vahsi tip alerjenden turetilmis en az dort ve en fazla
alti peptit, B hlcresi baglayici peptitlerdir.

Bulusa gore alerji asilamasi igin kullanilacak "B hucresi baglama peptitleri” terimi,
alerjenlerin IgE baglanma bodlgelerinden turetilir veya bunlara yakindir, ancak
kendi baslarina vahsi tip alerjene kiyasla IgE reaktivitesi gostermez ya da
gosterdikleri IgE reaktivitesi minimum dlzeydedir (Focke M v.d. Clinical &
Experimental Allergy 40(2010):385-397).

Uretim ve secilmelerine iliskin gereksinimler, alerjenin birincil sekansi ve IgE
baglanma bdlgeleri hakkindaki bilgidir. immiinizasyonun ardindan, uygun bir
immunojenik tasiyiciya kaynasmis B hucresi baglayici peptitler, IgE'nin alerjene
baglanmasini bloke edebilen alerjene 6zgu IgG uUretimini indUkleyebilir. FlUzyon
proteini ile indiklenen 1gG'nin alerjeni taniyip tanimayacagi, 6rnegin, IgG'nin tam
alerjenle reaktivite acisindan test edilmesiyle belirlenebilir. Uygun yontemler
arasinda ELISA, nokta-leke veya Westernblot tahlilleri bulunur. Hastalarin
alerjene IgE badglarini bloke eden IgG'yi indukleyen peptitler tercih edilir.

Mevcut bulus, uygun B hucresi badlayici peptitlerin, dzellikle doért veya daha
fazlasinin mevcut bulusa gdére uygun bir tasiyiciya kaynasmasi durumunda
kullanilimasinin, tam bir alerjenle bile immunizasyon yoluyla induklenenlere
kiyasla IgE epitoplarina daha iyi odaklanmis IgG tepkilerinin indiklenmesini
sagladigini gdsterir. Ayrica bulus, uygun peptitlerin kombinasyonunun ve bunlarnn
uygun bir tagiyici sayisinin, alerjene 6zgu bagisiklik tepkisini, uygun bir anti alerjik
immun tepkisine dogru yoénlendirebilecedini gostermektedir (IgE tepkilerinin ile
tolerojenik (IL-10) ve Thl (interferon gama) sitokin tepkilerinin degil, tercinen

alerjene 6zgu IgG'nin induklenmesi ile karakterize edilir).
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Ustelik, alerjene ézgii T hiicresi epitoplari bulunmamasina ragmen sasirtici bir
sekilde, immunojenik bir tasiyiciya kaynasmis 4 veya daha fazla B hdcresi
haglama peptiti i¢eren bulusa gore olan polipeptitlerin, alerjene 6zgu T hucresi
reaksiyonlanini azaltabildigi ortaya ¢ikmistir. Bu, mevcut bulusun hipoalerjenik
polipeptitleriyle terapoétik asilama ile induklenen alerjene 6zgu 1gG'nin varh@imnin,
asilanmis insan alerjik bireylerinde periferik mononukleer kan hucrelerinde IgE ile
kolaylastinlmis antijen sunumunun neden oldugu alerjene &zgu T-hicre
aktivasyonunu azalttigr gercegiyle gosterilmistir. (Sekil 16).

S0z konusu en az dort ve en fazla alti peptit, vahsi tip alerjene kiyasla hi¢ IgE
haglama kapasitesi sergilemez ya da ¢ok dlsuk bir kapasite gosterir ve séz
konusu en az dort ve en fazla alti B-hlucresi baglama peptiti, hi¢ ya da blyuk
oranda hi¢ T hucresi reaktivitesi gostermez.

Alerjene 06zgl T hucresi epitoplarinin olmasi, istenmeyen T hucresi aracili yan
etkilere yol agabilir. Bu nedenle, mevcut bulusun polipeptitlerini elde etmek igin hig
veya buyuk ol¢lde hi¢ T hiucresi reaktivitesi sergilemeyen peptitler kullanilir.
Burada kullanilan sekliyle "dusuk IgE baglama kapasitesinin sergilenmesi”,
mevcut bulusa gore molekullerin énemli o6lgude dusuk IgE baglama kapasitesi
veya aktivitesi gosterdigi (vahsi tipte alerjene kiyasla en az %50 daha az, tercihen
en az %70 daha az, daha ¢ok tercihen en az %80 daha az, daha da tercihen en
az %90 daha az, en ¢ok tercihen en az %95 daha az baglanma kapasitesi) veya
hatta hi¢ IgE baglamasi olmaz.

Peptitler ve Proteinler gibi moleklllerin IgE baglama aktivitesi/kapasitesi, ornegin,
daha o6nce vahsi tip alerjene maruz kalmig olan bir denekten (yani bir alerjik
denek) elde edilen serumlar kullanilarak érnedin immunosorbent deneyi (ELISA)
ile belirlenebilir. Kisaca, test edilecek bir peptit bir mikrotitre plakasinin oyuklari
uzerine kaplanir. Kuyularin yikanmasi ve bloke edilmesinden sonra, test edilen
peptite veya turetildigi proteine maruz birakilmis bir alerjik denegin plazmasindan
olusan bir antikor solUsyonu, kuyularda inkibe edilir. Etiketlenmis bir ikincil
antikor, kuyulara eklenir ve inklbe edilir. Daha sonra IgE baglanma miktari olgular
ve saflagtinlmis bir vahsi tip alerjen tarafindan baglanan IgE miktariyla
karsilastinhir.

Alternatif olarak, bir peptitin baglanma aktivitesi Westernblot analizi ile de

belirlenebilir. Ornegin, test edilecek bir peptitin testi, SDS-PAGE kullanilarak bir
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poliakrilamid jel Uzerinde gergeklestirilir. Peptit daha sonra nitrosellloza aktarilir
ve daha sonra alerjik bir denekten serum ile inklbe edilir. Etiketli sekonder
antikorla inkubasyondan sonra, bagh IgE miktan belirlenir ve dlgulur.

Bir peptitin IgE baglama aktivitesini belirlemek igin kullanilabilecek baska bir tahlil,
bir rekabet ELISA tahlilidir. Kisaca, bir IgE antikoru havuzu, dogrudan ELISA ile
vahsi tip alerjen ile IgE reaktif oldugu gdsterilen alerjik deneklerden alinan
plazmay! birlestirerek olusturulur. Bu havuz, test edilen peptitle vahsi tip alerjene
IgE baglanmasini karsilastirma amagl ELISA rekabet tahlillerinde kullanilir. Vahsi
tip alerjen ve test edilen peptite IgE baglanmasi belirlenir ve Sl¢ullr.

"T hicresi epitopu” ifadesi, bir T-hcresinin bir antijene 6zgu bir baglanma yerine
sahip oldugu ve s6z konusu baglanma yerine baglanma sonucu T hdcresinin
aktive edildigi bir protein, peptit veya polipeptit (6rn., alerjen) veya bunun bir
fragmani anlamina gelir. Bu tarifnamede kullanildi§i haliyle, "dlslk T hlcresi
reaktivitesi sergilemek" terimi, teknikte bilinen standart tahlillerde esmolar
miktarlar kullanilarak hipoalerjenik molekilin taretildigi vahsi tip alerjen tarafindan
indiklenen stimiUlasyona kiyasla, dnemli dlglide azalmis bir T hucresi reaktivitesi
sergileyen molekllleri ifade etmektedir (disik T hicresi reaktivitesi, esmolar
miktardaki vahsi tip alerjene kiyasla, hipoalerjenik molekillerin en az %30,
tercihen en az %50, daha tercihen en az %70, en cok tercihen en az %90, daha
az uyariimasi anlamina gelir). Bu bulusun belirli bir tercih edilen uygulamasinda,
molekdiller T hicre epitoplarindan "yoksun" olabilir ve bu nedenle molekdl, tedavi
edilecek olan bireylerde (yani, epitop sunan bir degerlik platformu molekil( alacak
olan) dusuk T hiicresi reaktivitesi gosterir. Ornegin, alerjenden tlretilmis bir
molekulun, bir bireye veya bir gruba gore bir T-hucresi epitopu/epitoplan
icermemesi ancak baska bireye/bireylere gore R hucresi epitopu/epitoplari
icermesi muhtemeldir. Bir T hucresi epitopunun varligini saptama yontemleri
teknikte bilinmekle birlikte T hlcresi proliferasyonunu (6rnegin, timidin birlesmesi
gibi) tespit eden analizleri igerir. Arkaplan Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde timidin dahil edilmesini indikleyemeyen immunojenlerin (yani, standart
istatistiksel yontemler kullanilarak 0.05ten az p) genellikle, T hlcreli epitoplar
icermedigi kabul edilir, ancak, timidin birlesmesinin niceliksel miktarinin, test
edilen immunojene bagli olarak degisebilecegi takdir edilecektir (bkz. 6rn., Zhen L.
v.d. (Infect Immun. (2003) 71:3920-3926)).
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Genel olarak, yaklasik 2-3'Un altindaki, daha tercihen yaklasik 1'in altindaki bir
stimilasyon indeksi, T hicresi reaktivitesinin ve epitoplarin olmadigini gosterir. T
hucresi epitoplarinin olmasi, standart yontemlerine gore T hucresinde turetilen
lenfokinlerin salgilanmasinin dlglimesiyle de belirlenebilir. Stimllasyon endeksi
(SI), stimule edilmis hucrelerin proliferasyon hizinin (Timidin alhimi), sadece
ortamdaki stimule edilmemis hucrelerin proliferasyon hizina bdlinmesi ile
hesaplanabilir. SI=1, stimilasyonun olmadigi anlamina gelirken SI>1, hicrelerin
stimUlasyonunu gosterir. Varsa, T hiocresi epitoplarinin yeri ve igerigi deneysel
olarak belirlenebilir.

Sitokin salgilanmasi, T hucrelerinin stimilasyonuna ek olarak belirlenebilir.
Ornegin, diizenleyici T hiicrelerinin artan etkinligi icin biyobelirtegler olarak IFN-
gama ve IL-10, basanh bir alerji immunoterapisine eslik eden sitokinler olarak
kabul edilmigtir.

Mevcut bulusun peptit parcalan, tercihen Phlp 1 amino asitleri 151 ila 177, 87
i117, 1 ila 30, 43 ila 70 ya da 212 ila 241, Phl p 2 amino asitleri 1 ila 33, 8 ila 39,
34 ila 65 or 66 ila 96, Phl p 5 amino asitleri 93 ila 128, 98 ila 128, 26 ila 53, 26 ila
58, 132 ila 162, 217 ila 246, 252 ila 283 veya 176 ila 212, Phl p 6 amino asitleri 23
ila 54, 56 ila 90, 73 ila 114 ya da 95 ila 127, Fel d 1 zincir 1 amino asitleri 1 ila 34
veya 35 ila 70, Fel d 1 zincir 2 amino asitleri 1 ila 34, 35 ila 63 ya da 64 ila 92, Bet
v 1 amino asitleri 30 ila 59, 50 ila 79, 75 ila 104, 30 ila 74 veya 60 ila 104, Der p 1
amino asileri 1 ila 30, 52 ila 84 ya da 188 ila 222, Der p 2 amino asitleri 1 ila 33,
21ila 51, 42 ila 73, 62 ila 103 veya 98 ila 129, Der p 7 amino asitleri 1 ila 30, 20
ila 50, 50 ila 80, 90 ila 125,125 ila 155 ya da 165 ila 198, Der p 10 amino asitleri
1-35, 36-70,71-110, 111-145, 140-170, 175-205, 210-250 veya 250-284, Der p 21
amino asitleri 1 ila 35, 35 ila 72, 70 ila 100 ya da 90 ila 122, Der p 23 amino
asitleri 1 ila 32, 15 ila 48 veya 32 ila 70, 32 ila 60, 52 ila 84, 32 ila 70 (Cys->Ser),
Alt a 1 amino asitleri 19 ila 58, 59 ila 95, 91 ila 120 veya 121 ila 157, Par j 2 amino
asitleri 31 ila 60, 45 ila 80, 60 ila 96 veya 97 ila 133, Ole e 1 amino asitleri 1 ila 40,
36 ila 66, 63 ila 99, 86 ila 120 veya 107 ila 145, Fel d 2 amino asitleri 25 ila 58, 99
ila 133, 154 ila 183, 277 ila 307, 334 ila 363, 373 ila 402, 544 ila 573, 579 ila 608,
58 ila 99, 125 ila 165, 183 ila 224, 224 ila 261, 252 ila 289, 303 ila 340, 416 ila
457, 460 ila 500 ya da 501 ila 542, Can f 2 amino asitleri 19 ila 58, 52 ila 91, 82 ila
119, 106 ila 144 veya 139 ila 180, Can f 1 amino asitleri 19 ila 56, 51 ila 90, 78 ila
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60

118,106 ila 145 veya 135-174, Art v1 amino asitleri 27 ila 70, 70 ila 100 veya 92
ila 132, Amb a 1 amino asitleri 31 ila 70, 80 ila 120, 125 ila 155, 160 ila 200, 225
ila 263, 264 ila 300 305 ila 350 veya 356 ila 396, Alt a 6 amino asitleri 1 ila 34, 35
ila 74, 74 ila 115, 125 ila 165, 174 ila 213, 241 ila 280, 294 ila 333, 361 ila 400
veya 401 ila 438, Alt a 2 amino asitleri 1 ila 40,41 ila 80, 81 ila 120,121 ila 160 ya
da bunlarin fragman ya da sekans varyantlarini icerir veya bunlardan olusur.

Yukarida tanimlanan alerjen tirevli molekillerin spesifik amino asit sekanslari
{(mevecut bulusun polipeptitinde kullanilan bir N -vefveya C-terminal sistein
tortusuna (C) sahip olan asagidaki tablodaki peptitler, bahsedilen sistein

tortusundan yoksun olabilir)

Peptit Konum  Sekans Dizi ID
No.
PepAltat1 19-58 APLESRQDTASCPVTTEGDY VWKISEFYGRKPEGTY YN 23
SL
Pep Alta1.2 59-95 GFNIKATNGGTLDF TCSAQADKLEDHKWYSCGENSFM 24
Pep Alla 1.3 91-120 ENSFMDFSFDSDRSGLLLKQKVSDDITYVA 25
Pep Alta 1.4 121-157 TATLPNYCRAGGNGPKDFVCQGVADAY I TLVTLPKSS 26
Pep Alta 2.1 1-40 MHSSNNFFKDNIFRSLSKEDPDYSRNIEGQVIRLHWDW 27
AQ
Pep Alla 2.2 41-80 LLMLSAKRMKVAFKLDIEKDQRVWDRCTANDDLKGRN 28
GFKR
PepAlta 2.3 81-120 CLQFTLYRPRDLLSLLNEAFFSAFRENRETIINTDLEYAA 29
PepAlta2.4 121-160 KSISMARLEDLWKEYQKIFPSIQVITSAFRSIEPELTVYT 30
Pep Alta 2.5 161-190 CLKKIEASFELIEENGDPKITSEIQLLKAS 31
Pep Alla 6.1 1-34 MTITKIHARSVYDSRGNPTYEVDIVTETGLHRAL 1
PepAlla .2 35-74 VTETGLHRAIVPSGASTGSHEACELRDGDKSKWGGKGY 33
TK
Pep Alta 6.3 74-115 APALIKEKLDVKDOSAVDAFLNKLDGTTNKTNLGANAL 24

LGVS



Peptit

Pep Alt a 6.4

Pep Alt a 6.5

Pep Alt a 6.6

Pep Alt 2 8.7
Pep Alt a 6.8

Pep Alt a 6.9
Pep Amba 1.1

Pep Amba 1.2

Pep Amba 1.3
Pep Amba 1.4

Pep Amba 1.5

Pep Amba 1.6
Pep Amba 1.7

Pep Amba 1.8

Pep Artv 1.1

Pep Artv 1.2
Pep Artv 1.3

Canf1Pep1

Canf1Pep?2

Canf1Pep3

Canf1Pepd

Konum

125-165

174-213

241-280

294-333

351-400

401-438
31-70

80-120

125-155
160-200

225-263

264-300
305-350

356-396

27-70

70-100
92-132

19-56

51-90

78-118

106-145

61

(devam)
Sekans

EKGVPLY AHISDLAG T KKPY VLPVPE
ONVINGGSHAGHGRILA
CEAPTFSEAMRQGALVYOQK LK ALAKKTYGOSAGNVGD
ECHG

[KIAMDVASSEFYKADEKK YDLDFKNPPSDKSKWLTYE
al.
VSIEDPFALDDWEAWSYFFKTYDGOQIVGDDLTVTNPLEFI
K

AKDAFOGAOWOVYMVSHRSGLETEDY TIADIVVGLRSGOQIK
TG

APARSERLAKLNQILRIEEELGDNAVYAGNNFRTAVNL
EILPVNETRRLTTSGAYNIDGE WRGKADWALNRKALA
X

GGRDGDIY TV TSELPDDY ANPK EGTLRFGAANQNRPLW |
IFE;

IRLDKEMVVNSDKTIDGRGAKVEINAGFTL
NVIHNNMHDVKN NPGGLIKSNIXGPAAPRAGSDGDALS

15
GTTRETVSNSLFTOHOQEVLLFGAGDENIEDRGMIATVA

F

NTFTDNVDQRMPRCRHGFFQVVNNNYDKWGSYAIGGS
[LSQGNRICAPDERSKKNVLGRHGEAAALSMKWNWRT
NEDVLENGA

OVDPVLTPEOQSAGMIPAEPGESALSLTSSAGVLSCQPGA
kS
SKLCEKTSKTYSGRKCDNKKCDKKCTEWERAQHGACHK
RLEAGKES
SCFCYFDCSKSPPGATPAPPGAAPPPAAGGS
APPPAAGGRISPPADGGSPPPPADGGSPPVDOGGSPPPPST
H
QODTPALGKDTVAVSGRKWYTLKAMTADQEVPERKPDSVTP
M
DSVTPMILKAQRGOGNLEAKITMLTNGOQUONITVVILHKT
SL
CONITVVLHKTSEPORY TAYEGORVVEIQPSPYRDHY L
YO
QPSPVRDHYILYCEGELHGROIRMAKLLGRDPEQSQLA
LE

Dizi ID
No.

35

36

37

38
39

40
41

42

43
44

45

47

48

49

50
51

52

53

<
S



Peptit

Cant1Pep5s

Cant?2Pep1
Cant2Pep?2

Canit2Pep3
Canf2Pepd

Canf2Pep5

Feld 2 Pep 1
Feld 2 Pep 2
Feld 2 Pep 3
Feld 2 Pep 4
Feld2Peph
Feld 2 Pep 6
Feld2Pep7
Feld 2 Pep 8
Feld2 Pep 9

Feld 2 Pep 10

Konum

135-174

19-58

52-91

82-119
106-144

139-180

25-58
99-133

154-183
277-307
334-363
373-402
544-573
579-608

58-99

125-165

62

(devam)
Sekans

RDPLOSOEALLENDFREFSRAKGLNQUILELAQSETCSPG

0
QLGNHLEEPQOGGLEELSGRWHSVALASNKSDLIKPWGHF
RV
PWOHFRVFIHSMSAKDONLHGILIPODGOULEKYSLT AF
K

CEKVSLTAFKTATSNKFDLEYWGHNDLYLAEVDPKSYL
NDLYLAEVDPKSYLILY MINQYNDITSLVAHLMVRDLS

R
VRDLSROQOQDFLPAFLESVCENIGLHKDOQIVVLSNDNRCQ
GSRD
EAHQSEIAHRFNDLGEEHFRGLVLVAFSQYLQQC
CTVASLRDKYGEMADCCEKKEPERNECFLOHKDDN
NEQRFLGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYAE
CADDRADLAKYICENGDSISTKLKECCGKPY
VEDKEVCKNYQEAKDVFLGTFLYEYSRRHP
LAKEYEATLEKCCATDDPPACYAHVFDEFK
EKQIKKQSALVELLKHKPKATEEQLKTVMG
VDKCCAAEDKEACFAEEGPKLVAAAQAALA

CPFEDHVKLVNEVTEFAKGCVADQSAANCERSLHLEL LG
DKLU
CFLOQHKDDNPGFGOIVTPEADAMCTAFHENEQRFILGK
YLYL

Dizi
ID
No.

56

57
58

59
60

61

62
63
64
65
66
67
68
69
70

71



Feld 2 Pep 11

Feld 2 Pep 12
Feld 2 Pep 13
Feld 2 Pep 14
Feld 2 Pep 15

Feld 2 Pep 16

Feld 2 Pep 17

Pep Qle e 1.1
PepOlee 12
Pep Ole e 1.3
PepOlee 14
PepQlee15

Pep Parj2.1
Pep Parj2.2
PepParj23
PepParj2.4

183-224

224-261
252-289
303-340
416-457

460-500

501-542

1-40
36-66
63-99

86-120
107-145

31-80

45-80

60-96
97-133

63

EEYROGVFTECCEAADKAACLTPKVYDALREKVEASSAKE
RLKC
CASLQKFGERAFKAWSVARLSQKFPKAEFAEISKLVTD
FAEISKLVTDLAKIHKECCHGDLLECADDRADLAKYIC
CGKPVLEKSHCISEVERDELPADLPPLAVDFVEDKEVC
CELFEKLGEYGFONALLVRYTKRKVPQVSTPTLVEVSRSL
GKY

CTHPEATRLSCAEDYT SVVINRLCVIHEKTPVSERVTK
¢

CTESLVNRRPCFSALOVDETY VPKEFSAETFTIHADLLT
LPE
ECIPQPPVSQFHIQGQVYCDTCRAGFITELSEFIPGASLR
GASLRLQCKDKENGDVTFTEVGYTRAEGLYS
GLYSMLVERDHKNEFCEITLISSGRKDCNEIPTEGWA
GRKDCNEIPTEGWAKPSLKFKLNTYNGTTRTVNPL
LNTYNGTTRTVNPLGFFKKEALPKCAQVYNKLGMY P
NM
GEEACGKVVQDIMPCLHFVKGEEKEPSKEC
CLHFVKGEEKEPSKECCSGTKKLSEEVKTTEQKREA

CCSGTKKLSEEVKTTEQKREACKCIVRATKGISGIKN
ELVAEVPKKCDIKTTLPPITADFDCSKIQSTIFRGYY

72

73
74
75
78

77

78

79
80
81
82
B3

84
85
86
87



Peptit

Derp 1 Pept
Derp1Pep2
Cerp1Pep3
Derp1Pepd
Derp1Peph
Derp1Pepé
Derp1Pep?
Derp1Pep8
Derp1Pep1.2

Derp1Pep22

Derp1Pep?
Derp2Pept
Derp2Pep2
Derp2Pepl
Derp2Pepd

Derp2Pep5
Derp5Pep1
Derp5Pep2
Derp5Pepl
Derp5Pepd
Derp7 Pep 1
Derp 7 Pep 2
Derp 7 Pep3
Derp 7 Pep 4
Derp7Pepb
Derp7Pepb
Derp 10Pep1
Derp 10Pep2
Derp10Pep3

Konum

1-30
52-84
85-115
99-135
145-175
155-187
175-208
188-222
1-41

42-82

27-57
1-33
21-51
42-73
62-103

98-129
1-35
25-60
65-95
78-114
1-30
20-50
50-80
90-125
125-135
165-198
1-35
36-70
71-110

64

(devam)

Sekans

TNACSINGNAPAEIDLRQMRTVTPIRMQGG
NQSLDLAEQELVDCASGHGCHGDTIPRGIEYIQ
HNGVVQESYYRYVAREQSCRRPNAQRFGISN
REQSCRRPNAQRFGISNYCQIYPPNVNKIREALACGTH
KDLDAFRHYDGRTIHQRDNGYQPNYHAVNIV
GRTIHQRDNGYUPNYHAVNIVGY SNAQGYDYWI
VGYSNAQGVDYWIVRNSWDTNWGDNGYGYFAAN|
VRNSWDTNWGDNGYGYFAANIDLMMIEEYPYVVIL

TNACSINGNAPALIDLROMRTVTPIRMOCGUGSUWALRS
GVA

ATESAYT AYRNQSIDLALQEILVDCASQHGCHGDTIPRG

IEYIQ
MQGGCGSCWAFSGVAATESAYLAYRNQSLD
DQVDVKDCANHEIKKVLVPGCHGSEPCIHRGK
CHGSEPCIHRGKPFQLEAVFEANQNSKTAK
EANQNSKTAKIEIKASIEGLEVDVPGIDPNAC
EVDVPOIDPNACHYMKCPLVKGOOYDIKY TWIVPKIAP
KSEN
APKSENVVWWTVKVMGDNGVLACAIATHAKIRD
MEDKKHDYQNEFDFLLMERIHEQIKKGELALFYLQ
KKGELALFYLQEQINHFEEKPTKEMKDKIVAEMDTI
DGVRGVLDRLMQRKDLDIFEQYNLEMAKKSG
DLDIFEQYNLEMAKKSGDILERDLKKEEARVKKIEY
DPIHYDKITEEINKAVDEAVAAIEKSETFD
VAAIEKSETFOPMKVPDHSDKFERHIGIIDL
LKGELDMRNIQVRGLKQMKRVGDANVKSEDG
VHDDVVSMEYDLAYKLGDLHPNTHVISDIQDFVVEL
LSLEVSEEGNMTLTSFEVRQFANVVNHIGGL
LSDVLTAIFQDTVRAEMTKVILAPAFKKELERNNQ
MEAIKKKMQAMKLE KDNAIDRAEIAEQKARDANLR
AEKSEEEVRALOKKIGQIENELDQVQEQLSAANTK

LEEKEKALOTALGDVAALNRRIOQLIEEDLERSEERLKIA
T

Dizi
No.

a8
89
a0
91
92
93
94
95
143

144

145
96
97
98
99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
1M1
112
113

ID



Derp10Pep4
Derp10Peps
Derp10Pept
Derp10Pep7

Derp10Pep8
Derp21Pep1
Derp21Pep?
Derp21Pep3
Derp21Pep4d
Derp23 Pep1
Derp23Pep?

Peptit

Derp23Pepd

Derp23Pepd
Cerp23 Pepd
Derp 23 Pep 6

Betv 1Pep1
Betv1Pep?2
Betv 1 Pep3
Betv 1 Pep A

Betv 1 Pep B

Feld 1 chain1
Pep 1
Feld 1 chain 1
Pep 2
Feld 1chain?2
Pep 1
Feld 1chan2
Pep 2
Feld 1chain?2
Pep 3

111-145
140-170
175-205
210-250

250-284
1-35
38-72
70-1G0
90-122
1-32
15-48

Konum

32-70

32-60
42-70

32-70% (Cys -

>Ser)
30-58
50-79
75-104
30-74

60-104

1-34

35-70

1-34

35-63

64-92

65

AKLEEASQSADESERMRKMLEHRSITDEERMEGLE
RMEGLENGLKEARMMAEDADRKYDEVARKLA
OLERAEERAETGESKIVELEEELRVVGNNLK

SCEKAQQREEATNEQOIRIMTTKLKEACARALFAERSVQ

KLQ
OKEVDRLEDELVHEKEKYKSISDELDOQTFAELTGY
MFIVGDKKEDEWRMAFDRLMMEELETKIDQVEKGL
LHLSEQYKELEKTKSKELKEQILRELTIGENFMKGAL
GALKFFEMEAKRTDLNMFERYNYEFALESIK
YNYEFALESIKLLIKKLDE LAKKVKAVNPDEYY
MANDNDDDOPTTTVHPTTTEQPDOKFECPSRFG
PTTTEQPDDKFECPSRFGYFADPKDPHKFYICSN

(devam)

Sekans

GYFADPKDPHKEYTCSNWEAVHKDCPGNTRWNEDET:
Icr

GYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNT
KFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEETCT
GYFADPKDPHKFYISSNWEAVHKDSPGNTRWNEDEETST

LFPKVAPQAISSVENIEGNGGPGTIKKISF
GPGTIKKISFPEGFPFKYVKDRVDBEVDHTN
VDHTNFKYNYSVIEGGPIGDTLEKISNEIK

LFPRVAPQAISSVENEGNGGPGTIKKISFPEGIPFKY VK

DRVDE

PLGFPEFKYVKDRVDEVDHTNFRKYNYSVIEGGPIGDTLEK

ISNEITKI
EICPAVKRDVDLFLTGTPDEYVEQVAQYKALPYVC

LENARILKNCVDAKMTEEDKENALSLLDKIYTSPLC

VKMAITCPIFYDVFFAVANGNELLLDLSLTKVNAC

TEPERTAMKKIQDCYVENGLISRVLDGLVC

CMTTISSSKDCMGEAVAONTVEDLKLNTLGR

14
115
1186
17

118
119
120
121
122
123
124

Dizi
No.

125

146
147
148
126
127

128
143

144

129
130
131
132

133



66

Phip 5 Pep 98-128 CGAASNKAFAE GLSGEPKGAAESSSKAALTSK 134
Phlp 5 Pep 2 26-58 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAAPAGKC 135
Phip5Pep3 132-162 AYKLAYKTAEGATPEAKYDAYVATLSEALRIC 136
PhipSPep4a 217-246 CEAAFNDAIKASTGGAYESYKFIPALEAAVK 137
Phlp5Pep 5 252-283 TVATAPEVKYTVFETALKKAITAMSEAQKAAKC 138
Phip 5 Pep6 176-212 CATEVKVIPAGELOVIEKVDAAFKVAATAANAAPAND 139
K

Phlp 5Pep 1a 93.128 CFVATFGAASNKAFAEGLSGEPKGAAESSSKAALTSK 141
Phip 5 Pep 2b 26-53 ADLGYGPATPAAPAAGYTPATPAAPAEAC 142
Phlp 5 Pep7 59-91 ATTEEQKLIEKINAGFKAALAAAAGVQPADKYR 27
Phlip 1 Pep 1 151-171 HVEKGSNPNYLALLYKYVNGDGDVVAVC 1
Phip 1 Pep 2 87-117 EPVVVHITDDNEEPIAPYHFDLSGHAFGAMAC 2
Phip 1 Pep3 1-30 IPKVPPGPNITATYGDKWLDAKSTWYGKPTGC 3
Phip 1 Pepd 43-70 GYKDVDKPPFSGMTGCGNTPIFKSGRGC 4
Phljp1 Pep5s 212.241 CVRYTTEGGTKTEAEDVIPEGWKADTSYESK 5
Phlp 2 Pep 1 1.33 VPKVTFTVEKGSNEKHLAVLYKYEGDTMAEVELC 6
Phlp 2 Pep 2 28-39 CVEKGSNEKHLAVLVKYEGDTMAEVELRERGSD 7
Phlp 2 Pep 3 34-65 REHGSDEWVAMTKGEGGVWTFDSEEPLAGPFNG 8
Phlp 2 Pep 4 66-96 CFRFLTEKGMKNVFDDVVPEKY TIGATYAPEE g
Phipc 6 Pep 1 23-54 GKATTEEQKLIEDVNASFRAAMATTANVPPAD 10
Ph1p 6 Pep 2 56-90 YKTFEAAFTVSSKRNLADAVSKAPQLYPKLDEVYN 1
Ph1p6 Pep 3 95.127 AADHAAPEDKY EAFVLHFSEALRIIAGTPEVHA 12
Ph1p 6 Pep 4 73114 DAVSKAPQLVPKLDEVYNAAYNAADHAAPEDKY 13

* Serinler ile degigtirilen sisteinler (koyu olarak isaretlenmistir)
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“Bunlarin fragmanlan” ve "bunlarin sekans varyasyonlar" ifadeleri, burada tarif
edilen alerjen tarevli molekillerden tlretilen ve sbz konusu alerjen tlrevli
molekullerle kargilagtinlabilir veya bunlarla ayni biyokimyasal ozellikler gosteren
{ornedin, IgE'nin bu moleklllerin tUretildigi alerjene baglanmasini dnleme
kapasitesi) peptitlere atifta bulunur. Mevcut bulusun amaclar dogrultusunda
fragmanlar, alerjen turevli molekulin ardisik 20 ila 50 amino asit tortusundan
olusur. "Sekans varyasyonu" terimi, parcalanma (yukariya bakiniz), amino asit
orantilari (6zellikle sistein veya metiyonin tortulari, serin, alanin veya diger dogal
veya dogal olmayan aminc asitler veya amino asit turevleri ile degistirilebilir},
silmeler veya eklemeler gibi peptitierin  modifikasyonlarini igerir. "Sekans
varyasyonu", yukaridaki tablonun sb6z konusu alerjen tlrevli molekillerine de
karsihk gelir; buradaki en az 1, tercihen en az 2, daha tercihen en az 3, daha da
tercihen en az 4 (5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20) amino asit tortusu, C- ve/veya N-
terminallerine eklenir.

Burada "klon 30 alerjen” olarak adlandirilan alerjenin, ev tozu akarn
Dermatophagoides pteronyssinus'tan tlretiimis bir alerjen oldugu ve asagidaki
sekanstan olustugu belirtilmistir: MANDNDDDPTTTVHPTTTEQPDDK-
FECPSRFGYFADPKDPHKFYICSNWEAVHKDCPGNTRWNEDEETCT
(SEQIDNo. 140; ayrica bkz. W02007/124524). Bu arada, klon 30 alerjenine
alerjen adi olarak Der p 23 tayin edilmigtir. Bu, Der p 23 ve klon 30 alerjeninin eg
anlamli oldugu anlamina gelir.

Mevcut bulusa gore, Hepatit B PreS proteini, N- terminaline kaynasmis en az bir
vahsi tip alerjenden tlretilmis en az iki B hlcresi baglayici peptit fragmani ve C
terminaline kaynasmis en az bir yabani tip alerjenden turetilmis en az iki B hucresi
baglayici peptit fragmani igerir.

S6z konusu en az u¢ B hucresi baglayici peptitin en az ikisi ayni olabilir.

Bu bulusun polipeptiti bir insanda veya hayvanda bir alerjinin tedavisinde veya
dnlenmesinde asl olarak kullanilabilir.

Polipeptit tercihen bir kisiye kg viicut agirhg basina 0,01 mikrogram ila 5 mg/kg
vUcut agirhd, tercihen kg vacut agirhgr basina 0,1 mikrogram ila kg vucut agirligi
basina 10 mikrogram miktarinda uygulanir.

Bu bulusun polipeptitleri, bir kisiye polipeptit basina en az 100 pg, tercihen en az

20 pg miktarinda uygulanabilir.  Uygulanacak maksimum polipeptit miktan
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degiskenlik gdsterebilir, ancak polipeptit basina tercihen 100 pg'nin altinda, daha
tercihen 50 pg'nin altinda, daha da tercihen 40 pg'nin altinda veya daha azdir.
Tek bir dozaj formu uretmek igin eksipiyanlarla birlestirilebilecek polipeptitlerin
miktari, tedavi edilen konaga ve belirli uygulama sekline bagl olarak degisecektir.
Asi dozu, bireyin hastaigin durumu, bireyin yasi, cinsiyeti ve kilosu ile antikorun,
bireyde istenen bir cevabi ortaya ¢ikarma kabiliyeti gibi faktorlere gore degisebilir.
Dozaj rejimi, optimum terapétik tepki saglamak icin ayarlanabilir. Omedin, birkac
bolunmis doz gunlok olarak uygulanabilir veya doz, terapdtik durumun
acikliklarinin gosterdigi sekilde orantili olarak azaltilabilir. Asi dozu, kosullara
badli olarak optimum onleyici doz tepkisi saglamak igin de degistirilebilir. Ornedin,
mevcut bulusun polipeptitleri ve asisi, bireye her zaman alerjene 6zgu IgG
induksiyon seviyesine bagll olarak birka¢ gun, bir veya iki hafta veya hatta bir
veya iki ay aralklarla uygulanabilir.

Polipeptit/asi, 2 ile 10 arasinda, tercihen 2 ile 7 arasinda, daha da tercihen 5 keze
kadar ve en fazla tercihen 3 keze kadar uygulanabilir. Ardisik asilamalar
arasindaki zaman aralidi 2 hafta ile 5 yil, tercihen 1 ay ile 3 yil arasinda, daha da
tercinen 2 ay ile 1,5 yil arasinda segilebilir. Mevcut bulusun peptitinin/asisinin
tekrarli uygulanmasi, terapotik bir agilamanin nihai etkisini maksimize edebilir.
SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 137, SEQ
ID No. 139, SEQ ID No. 142 ve SEQ ID No. 10'dan olugan gruptan segilen Ug¢
veya daha fazla B hicresi baglayici peptit, hepadnaviridae familyasina ait
virisunun bir ylizey polipeptiting, tercihen hepatit PreS polipeptitine veya bunlarin
fragmanlarina N- ve C-terminal olarak baglanabilir.

En az bir vahsi tip alerjenden turetilimis en az u¢ B hlcresi baglayici peptiti iceren
mevcut bulusun polipeptitleri, tercihen SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID
No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18 ve SEQ ID No. 19'dan olusan gruptan
secilir.

Mevcut bulusun bir bagka yonU, bu bulusa gére bir polipeptiti kodlayan bir nlkleik
asit molekuld ile ilgilidir.

Mevcut bulusun bir bagka ydnu, bu bulusa gdre bir nlkleik asit molekull i¢eren bir
vektor ile ilgilidir.

S0z konusu vektor tercihen bir ekspresyon vektorudur.



10

15

20

25

30

69

Bu bulusun nikleik asit molekuliinii banndiran vektor, klonlama amaciyla veya
ekspresyon vektorlerinin Uretimi igin kullanilabilir. S6z konusu vektdr bir plazmid,
kozmid, virus, bakteriyofaj veya genetik muhendislikte yaygin olarak kullarnilan
herhangi bir baska vektér olabilir ve bulusun nikleik asit molekuliine ek olarak,
transkripsiyon vefveya translasyonun baslatiimasi ve sonlandiriimasi igin
diuzenleyici sekanslar, arttiricilar, promotorler, sinyal sekanslari ve benzerleri gibi
ekspresyonun kontroll icin Okaryotik veya prokaryotik elementler icerebilir.

Vektor, bakteri, mantar, bocek, viral veya memeli bir vektor olabilir.

Mevcut bulusun vektord tercihen bakteri, maya, filamentli mantar, memeli
hucreler, bocek hicreleri, bitki hlcreleri veya baska herhangi bir prokaryotik veya
Okaryotik hlcre gibi c¢esitli konaklarda klonlama ve ekspresyon amaciyla
kullanilabilir. Bu nedenle, soz konusu vektdr, bu bulusa gdre bir hipoalerjenik
molekull veya flzyon proteinini kodlayan bir nukleik asidin yani sira spesifik
diizenleyici sekanslari da barindirir.

Mevcut bulusun baska bir yonu, bir nikleik asit molekuld veya mevcut bulusa gore
bir vektor iceren bir konak ile ilgilidir.

Nikleik asit moleklll ve bu bulusa gore vektor, uygun bir konaga sokulabilir. S6z
konusu molekul, konagin genomuna dahil edilebilir. Vektor, sitoplazmada
ekstrakromozomal olarak bulunabilir veya konagin kromozomuna dahil edilebilir.
Mevcut bulusun bir baska yonu, mevcut buluga gore en az bir polipeptit iceren bir
as| formiilasyonu ile ilgilidir. Ornegin, bu polipeptitten en az iki, (i¢ ve daha ¢ok
tercihen en az dort tane icerebilir.

Asl, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No.
18, SEQ ID No. 19, SEQ ID No. 20, SEQ IDNo. 149, SEQ ID No. 150, SEQ ID
No. 151 ve SEQ ID No. 152'den olusan gruptan segilen bir amino asit sekansina
sahip olan en az bir, tercihen en az iki, tercihen en az ug, tercihen en az dort,
tercihen en az 5 polipeptit icerebilir.

Kompozisyona agll olarak, boyle bir asi, ¢imen poleni alerjileri, hus poleni
alerjileri, ev tozu akar alerjileri veya bu alerjilerden muzdarip ya da muzdarip olma
riski altindaki kigilerde bu alerjilerin bir kombinasyonunun tedavisinde ve/veya
onlenmesinde kullanilabilir.

Bu tarifnamede kullanildigi haliyle, "onleme" terimi, sadece risk faktorunin

azaltilmasi gibi hastahdin ortaya ¢ikmasini dnlemek igin degil, ayni zamanda
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ilerlemesini durdurmak ve tespit edildiginde sonuclarini azaltmak igin de dnlemleri
kapsamaktadir. "Onleme", alerjiye maruz kalma riski olan bir kisinin hassasiyetini
onlemek anlamina da gelir.

Burada kullanildig sekliyle "tedavi” terimi veya gramer olarak esdegerleri, hastalik
semptomlarinin (érnedin alerji) iyilestiriimesini ve/veya tersine ¢evrilmesini kapsar.
Mevcut bulusun tarama yontemlerinde kullanildiginda hastalikla iligkili herhangi bir
Parametrede bir iyilesmeye neden olan bir bilegik, bu nedenle terapotik bir bilesik
olarak tanimlanabilir. "Tedavi" terimi, hem terapétik tedaviyi hem de profilaktik
veya onleyici tedbirleri belirtir.

Mevcut bulusun en ¢ok tercih edilen bir uygulamasina gore, asi, SEQ ID No. 14,
SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID No. 17'ye sahip amino asit sekansina
sahip polipeptitleri igermektedir.

Mevcut bulusun tercih edilen baska bir uygulamasina gdre, asi, SEQ ID No. 18
ve/veya SEQ ID No. 19 amino asit sekansina sahip polipeptitleri icermektedir.

Bu bulusun ozellikle tercih edilen bir uygulamasina gore asi, ev tozu akari
alerjenlerinden tiretilen alerjen fragmanlarini igeren bu bulusun polipeptitlerini
icermektedir. Ozellikle tercih edilenler Der p 2'nin amino asit kalintilar 1 ila 33, 21
ila 51, 42 ila 73, 62 ila 103 veya 98 ila 129, Der p 7'nin amino asit kalintilari 1 ila
30, 20 ila 50, 50 ila 80, 90 ila 125, 125 ila 155 ila 165 ila 198, Der p 21'in amino
asit kalintilari 1 ila 35, 35ila 72, 70 ila 100 veya 90 ila 122, Der p 23 amino asitleri
1ila 32, 15 ila 48 veya 32 ila 70, 32 ila 60, 52 ila 84, 32 ila 70 (Cys->Ser), Der p
1'in amino asit kalintilan 1 ila 30, 1 ila 41, 27 ila 57, 42 ila 82, 52 ila 84, 85 ila 115,
99 ila 135'e, 145 ila 175, 155 ila 187, 175 ila 208 veya 188 ila 22'dir. En ¢ok
tercinen asi, SEQ ID NO. 149 ila 152 olan polipeptitlerinden en az birini i¢erir
(Sekil 18A-D'de gosterilmistir).

Mevcut buluga ait polipeptit/asi, 1 ila 5 yil, tercihen 2 ila 3 yil sliren toplam tedavi
suresi boyunca tedavi yili basina 4 kez uygulanabilir. S6z konusu 4 yillik
uygulamalardan 3 tanesi, uygulama 1 ila 2 arasinda 3 ila 6 hafta, tercihen 4 hafta
aralik olacak sekilde 6 ila 12, tercihen 8 hafta igerisinde ve uygulama 2 ile 3,
arasinda tekrar 3 ila 6 hafta, tercihen 4 haftayla uygulanir. Dordlncl uygulama,
ugunclt uygulamadan 3 ila 7 ay sonra uygulanir. Toplam tedavi suresi 1 yildan

fazlaysa, sonraki tedavi yillarinda ayni doz rejimi uygulanir.
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Mevsimsel alerjilerin tedavisi icin (drnegin ¢imen poleni alerjisi veya hus poleni
alerjisi gibi polen alerjileri) uygulama 1, 2 ve 3, tercihen alerjene maruz
kalinabilecek mevsim oncesi (polen mevsimi) planlanir ve doérduncu uygulama,
mevsimden sonraya planlanir.

Mevcut bulusa gore asi formulasyonu, teknikte bilindigi gibi formuale edilebilir ve
mutlaka s6z konusu asi formulasyonunun uygulama yoluna adapte edilebilir.

(Bu bulusun) Asi formilasyonunun tercih edilen uygulama yollari arasinda genel
olarak asilama ve d6zelde alerji imminoterapisi igin tarif edilen ve onerilen tim
standart uygulama rejimleri (oral, transdermal, intravendz, intranazal, mukoza,
rektal, vb.} bulunmaktadir. Ancak, bu bulusa uygun molekil ve proteinlerin deri
altindan veya kas iginden verilmesi 6zellikle tercih edilir.

Mevcut bulusa gore asi formulasyonu, sadece hepadnaviridae cinsinin bir
uyesinin viral kapsid proteini veya bunun fragmanlarini igerebilir. S6z konusu
formilasyon, tercihen ayrica en az bir adjuvan, farmasotik olarak kabul edilebilir
eksipiyan ve/veya koruyucu icerir.

Mevcut bulugsa gore hipoalerjenik molekdllerin immunojenesitesini arttirmak icin,
ornegin adjuvanlar, mevcut bulusa gére bir ilagta kullanilabilir. Mevcut bulusa gore
bir adjuvan, bir antijenle birlikte veya paralel olarak uygulandiginda
immunojenisitesini artiran ve/veya bagisikhk tepkisinin kalitesini etkileyen bir
yardimci ajandir.

Dolayisiyla, adjuvan, érnegin, himoral veya hicresel bagisiklik tepkisi derecesini
dnemli ol¢ude etkileyebilir. Geleneksel adjuvanlar, 6rnegin aliminyum bilesikleri,
lipit iceren bilegikler veya inaktive edilmis mikobakterilerdir.

Genel olarak adjuvanlar, insana uygulanmasi i¢in uygun olmalari kosuluyla farkl
formlarda olabilirler. Bu tur katki maddelerinin diger érnekleri, mineral veya bitkisel
kokenli yag emdlsiyonlari, aluminyum fosfat veya hidroksit gibi mineral bilesikleri
veya kalsiyum fosfat, P40 (Corynebacterium granulosum hicre c¢eperinden
tiretilmis) gibi bakteriyel Grlinler ve tlrevleri, monofosforil lipit A (MPL, LPS'nin
tirevi) ve muramil peptit tarevlieri ile bunlarin konjugatlan (mikobakteri
bilesenlerinden turevler), alum, eksik Freund adjuvani, liposin, saponin, skualen,
ve benzerleridir (Bkz. 6rn., Gupta RK v.d. (Vaccine 11 :293-306 (1993)) ve
Johnson A. G. (Clin. Microbiol. Rev. 7:277-289). Bu bulusun ilaci, en ¢ok tercihen

adjuvan olarak alum igerir.
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Hipoalerjenik peptitler ve hepatit B pre S proteini iceren birden fazla flzyon
proteininin bir kombinasyonu &zellikle tercih edilir. Bu kombinasyonlar, tek bir
alerjenden gelen peptitlerden veya ayni alerjen kaynagmn farkl alerjenlerinden
veya birkag farkli alerjen kaynagdindan turetilebilir.

Ozellikle tercih edilen, Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 ve Phl p 6 iceren dért flizyon
proteini ile hepatit B virusu preS proteininden hipoalerjenik peptitlerin  bir
karisimidir.

Ozellikle tercih edilen, Bet v 1'den bir flizyon proteini veya 2 flizyon proteini karsili
ile hepatit B virlsU PreS proteinidir.

Tercih edilen, ev tozu akari alerjenlerinden hipoalerjenik peptitler iceren en az 2
fuzyon proteininin bir karnigimidir, en tercih edilen, Der p 1, Der p 2, Der p 5, Derp
7, Der p 21 ve Der p 23 ve hepatit B virusu PreS proteini arasindan segilir. En ¢ok
tercihen, karigim, Der p 1, Der p 2 ve Der p 23'en turetilen hipoalerjenik peptitleri
iceren 3 flzyon proteini igerir. Kanigimin, SEQ ID No. 149 ila 152'de gosterilen
polipeptitlerin en az bir, tercihen en az iki, daha fazla tercihen en az uclnu
icermesi dzellikle tercih edilir (ayrica bakiniz Sekil 18A-D).

Genel olarak, mevcut bulusa goére spesifik asi formilasyonlan, bir alerjen
kaynaginin klinik olarak ilgili alerjenlerini temsil eden bulusa ait hipoalerjenik
polipeptitlerin kombinasyonu ile farkli alerjilerin tedavisi veya Onlenmesi igin
hazirlanabilir. Bir alerjen kaynaginin klinik olarak ilgili alerjenlerini belirleme
yontemleri, teknikte bilinmekte olup daha once tarif edilmistir (Valenta ve
Niederberger, 2007, J Allergy Clin Immunol, 119 (4). 826-830). sdz konusu
spesifik asi formualasyonunun hipoalerjenik polipeptitleri, tercihen insanda
kullanilabilen bir adjuvana (6rnegin aliminyum hidroksit) adsorbe edilir ve karigim,
doz basina as formulasyonunda mevcut her polipeptitin 10pg 'dan daha fazlasini
uygulayarak 1-3 yil boyunca yilda 3-4 kez uygulanir.

S6z konusu formilasyonlar, 10 ng ila 1 g, tercihen 100 ng ila 10 mg, dzellikle de
0.5 pgila 200 ug sbz konusu hipoalerjenik molekll veya antikor icerebilir.

Mevcut bulusa goére bir hipoalerjenik protein, bir insanda veya hayvanda viral bir
enfeksiyonun ve/veya bir alerjinin tedavisi veya O&nlenmesi igin bir ilacin
uretiimesinde kullanilabilir.

306z konusu ilag tercihen ayrica en az bir adjuvan, farmasétik olarak kabul

edilebilir eksipiyan ve/veya koruyucu igerir.
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Mevcut buluga gdre olan ilag, aktif (bulusun hipoalerjenik proteinin ve/veya
molekullerinin uygulanmasi) ve bunun yani sira pasif immunizasyon (bulusuk
hipoalerjenik proteinine ve/veya molekullerine yonelik antikorlar) igin kullanilabilir.
S6z konusu ilag, 10 ng ila 1 g, tercihen 100 ng ila 10 mg, &zellikle 0,5 ug ila 200
Mg s6z konusu hipoalerjenik molekul, nukleik asit molekulu, vektor, konak veya
antikor icerebilir.

ilag, tercihen viicut agirhidi 0.01 pg/kg viicut agirhg ila 5 mg/kg, tercihen 0.1 pg’kg
ila 10 ug/kg olan bir bireye uygulanmaktadir.

llag, her biri mutlak 5 - 200 ug, daha tercihen 10 - 80 ug, en tercihen 20 ila 40 ug
hipoalerjenik polipeptit igeren bir dozda uygulanabilir.

Ozel dozaj rejimi, yani doz, zamanlama ve tekrarlama, belirli bireye ve o bireyin
tibbi gegmigine bagl olacaktir. Yar émur gibi deneysel dusunceler genellikle
dozajin belirlenmesine katkida bulunacaktir. Uygulama sikhdi, tedavi suresince
belirlenebilir ve ayarlanabilir.

En ¢ok tercihen, ilag icin doz rejimi, toplam 2 ila 3 yillik bir tedavi sureci boyunca
bir yillk ve ayni dozda 4 vyillik sibkutan enjeksiyonlarindan olusacaktir. Séz
konusu 4 yillik sGbkutan enjeksiyonlardan 3 tanesi, enjeksiyon 1 ila 2 arasinda 3
ila 6 hafta, tercihen 4 hafta aralik olacak sekilde 6 ila 12, tercihen 8 hafta
icerisinde ve enjeksiyon 2 ile 3, arasinda tekrar 3 ila 6 hafta, tercihen 4 haftayla
uygulanir. Dordlincd enjeksiyon, dglincll uygulamadan 4 ila 6 ay sonra uygulanur.
Ayni dozaj rejimi takip eden tedavi yillarinda uygulanir.

Mevsimsel alerjilerin tedavisi igin (drnegin ¢imen poleni alerjisi veya hus poleni
alerjisi gibi polen alerijileri) uygulama 1, 2 ve 3, tercihen alerjiene maruz
kalinabilecek mevsim 6ncesi (polen mevsimi) planlanir ve doérdinct uygulama,
mevsimden sonraya planlanir.

Mevcut bulusa gore ilacin uygulandigi birey tercihen alerjisi olan veya olma riski
tasiyan bir birey veya hayvandir.

Alerji, alerjik durum, alerjik bozukluk veya alerjik hastaligi olan veya olma riski
tasiyan denekler arasinda, mevcut bir alerjik durumu olan ya da alerjik bir durumla
haglantili veya bundan kaynakh bir semptom gelistirmeye ydnelik bilinen veya
suphelenilen bir yatkinhgi olan denekler bulunur. Boylece denegin, aktif bir kronik
alerjik durumu, rahatsizligi veya hastaligi, akut bir alerjik atak veya gizli bir alerjik

durumu, rahatsizligi veya hastalidi olabilir. Bazi alerjik durumlar mevsimsel veya



10

15

20

25

30

74

cografi cevresel faktorlerle iligkilidir. Bu nedenle, risk altindaki denekler, bireysel
gecmis veya aile gecmisine dayanan bir durumdan ve mevsim ya da fiziksel
konumdan kaynakli bir rahatsizhk riski altinda olan, ancak rahatsizlk veya
rahatsizlikla iligkili semptomun halihazirda denekte kendisini gostermeyen
denekleri icerir.

Mevcut bulusa gore olan ve bu tarifnamede anlatildigi gibi en az bir hipoalerjenik
molekul iceren ilacin bir bireye uygulanmasi, bu bireyin hassasiyetini dnleyebilir
veya alerjenlere karsi uygun bir bagisiklik tepkisine neden olabilir. Mevcut
bulusun ilaci, hassasiyeti 6nlemek igin Kullaniliyorsa, s6z konusu alerjenle ilk
temasindan 6nce bir bireye verilmelidir. Bu nedenle, mevcut bulusa gére ilacin
yenidoganlara ve gocuklara verilmesi tercih edilir. Ayrica, mevcut buluga gore
ilacin hamile bireylere uygulanmasinin, dogmamis olan cocukta alerjenlere
yonelik antikorlarin olusumunu indiikleyecedi de ortaya ¢ikmistir. Alerjene 6zga T
hicresi epitoplarinin bulunmamasindan dolayi alerjen imminoterapisi sirasinda
ortaya cikan yan etkiler onemli 6lglde azaltilabileceginden veya tamamen
onlenebilecedinden bu bulusa uygun hipoalerjenik molekullerin bu tur tedaviler
icin kullanilmas ozellikle yararhdir.

Hepadnaviridae familyasinin bir virUsinden olan viral kapsid proteini, ilaglarda
veya asllarda bir tagiyici olarak kullanilabilir.

Bdyle bir tagiyicinin avantajlarindan biri, sadece Uzerine kaynasmis veya konjuge
edilmis antijenin bagisiklik sistemine maruz kalabilmesi dedil, ayni zamanda bir
hepadnavirtsin kapsid proteinine kars! bir bagisiklik tepkisinin indiklenmesidir. -
Sonu¢ olarak, bdyle bir agilama, hepadnaviriislerin neden oldugu hastaliklarin
onlenmesi ve/veya tedavisini saglayabilir. Virus tercihen insan hepatit B virlsu
turandendir.

Mevcut bulusun bir baska yonu, bir C- ve/veya N-terminali kesmesine sahip clan
ve buyiik dl¢ide IgE baglama kapasitesine sahip olmayan Phl p 5'ten (Genbank
No. X7435) tlretilen bir hipoalerjenik molekiile iligskindir.

Cimen poleni, saman nezlesi ve alerjik astimdan sorumlu hava yoluyla bulasan
mevsimsel alerjenlerin en gugli dis kaynaklarindan biridir.

Alerjik bireylerin %40"'indan fazlasi, 11'den fazla gruba bolunmus olan ¢im polen
alerjenleriyle IgE reaktivitesi sergiler. Cimen poleni alerjisi olan hastalarin

80'inden fazlasi grup 5 alerjenleriyle reaksiyona girer.
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Grup 5 alerjenleri glikosile edilmemis, molekdiler kiitle araligi 25-33kD olan ylksek
oranda homolog proteinlerdir. Birka¢ grup 5 alerjeni klonlanmistir ve/veya
immunolojik olarak karakterize edilmigtir.

Alerjik aktiviteyi, nokta mutasyonlari, sirall olarak birka¢ amino asit mutasyonlar
veya silmeler yoluyla azaltma denemesi hi¢bir etki gostermemistir (Schramm G,
v.d., J Immunol 1999; 162: 2406-1435). Phl p 5'in IgE-baglama bdolgeleri (Flicker S
v.d. J Immunol 2000; 165; 3849-3859) daha dnce tarif edilmis ve (¢ boyutlu yapi
¢OzUlmustir (Maglio 0 v.d. 2002. Protein Eng. 15: 635-642).

Ozellikle, mevecut buluga uygun C- vefveya N-terminali olarak kesilmis ve IgE
hadlama kapasitesine sahip olmayan Phl p 5 peptitlerinin, bireylerin aktif
asllanmasinda kullanilabilecegdi ortaya ¢ikt.

Bu kesilmis molekil, esas olarak T hlcresi epitoplarn icermez ve bu nedenle Phl p
5'e 6zgl T hiicresi reaktivitesinden yoksundur.

Yukarida daha once belirtildigi gibi, alerjen immiinoterapisinin ge¢ ortaya ¢ikan
yan etkileri, hipoalerjenik molekullerde esas olarak alerjene ozgu T hicresi
epitoplar olmadigi durumlarda onemli dlglide azaltilabilir veya hatta onlenebilir,

T hucresi epitoplari igermeyen Phl p 5 molekdlleri, Phl p 5'in 93 ila 128, 98 ila 128,
26 ila 53, 26 ila 58 veya 252 ila 283 amino asitlerinden veya bunlarin
fragmanlarindan ya da sekans varyasyonlarindan olusur.

Ozellikle, bu kesilmis molekiiller, biiyiik 6lclide disiik alerjene &zgii T hiicresi
reaktivitesi gosterirler ve buna ragmen, vahsi tip alerjene karsi yéneltilen uygun bir
bagisiklik tepkisine neden olabilirler.

Hipoalerjenik kesilmig Phl p 5, Phl p 5'in 132 ila 162, 217 ila 246 veya 176 ila 212
amino asitlerinden ya da bunlarin sekans varyasyonlarindan olusabilir.

Bu hipoalerjenik molekuller, bir veya daha fazla T hucresi epitopu i¢erir ancak, IgE
baglama kapasitesine sahip degildir.

Viral tasiyici proteine, tercihen Hep B pre S proteinine kaynasmis Phl p 1'in 1 ila
30, 43 ila 70, 87 ila 117, 151 ila 171 veya 214 ila 241 amino asitlerinden veya
bunlarin sekans varyasyonlarindan olugan T hlicresi epitopu icermeyen kesilmis
Phl p 1 molekulleri tercih eder.

Viral tasiyici proteine, tercihen Hep B pre S proteinine kaynasmis Phl p 2'nin 1 ila

33, 8 ila 39, 34 ila 65 veya 66 ila 96 amino asitlerinden veya bunlarin sekans
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varyasyonlarindan olusan T hicresi epitopu icermeyen kesilmis Phl p 2
molekulleri tercih eder.

Viral tagiyici proteine, tercinen Hep B pre S proteinine kaynagsmig Phl p 6'nin 23
ila 54, 90 ila 73, 73 ila 114, veya 95 ila 127 amino asitlerinden veya bunlarin
sekans varyasyonlarindan olusan T hucresi epitopu icermeyen kesilmis Phl p 6
molekdulleri tercih eder.

Bet v 1'in 30 ila 59, 50 ila 79, 75 ila 104, 30 ila 74 veya 60 ila 104 amino
asitlerinden olusan T hucresi epitoplar! icermeyen kesilmis Bet v 1 molekulleri
tercih edilir.

Yukarida agiklandidi gibi bir viral tasiyici proteine, tercihen Hep B pre S proteinine
kaynasmis T hucresi epitoplari igermeyen kesilmis Phleum pratense {¢ayir otu)
molekullerinin kombinasyonlari veya karnisimlan tercih edilir.

Yukarida aciklandigi gibi, kesilmis Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 ve Phl p 6'dan bu
fuzyon proteinlerinden her birinden olugsan T hlicresi epitoplarn icermeyen kesilmis
Phleum pratense (¢ayir otu) molekillerinin kombinasyonlari veya karisimlari tercih
edilir.

Fel d 1'den tiiretilen bir hipoalerjenik molekil (Genbank No. X62477 ve X62478),
bir C- velveya N-terminali kesmesine ve IgE baglama kapasitesine sahip
olmayabilir.

Hayvanlara ydnelik alerjiler, alerjik hastalarin %40'ina kadar etkiler. Ev ortaminda,
en vaygin evcil hayvanlar olan kedi ve kdpeklerde alerjiler 6zellikle yaygindir ve
gok yillik semptomlarla baglantihdir. Hayvan alerjenleri, dander, epitel, tlkuruk,
serum veya idrarda bulunur. Alerjenlere maruz kalma, dogrudan deri temasiyla
veya alerjenleri tagiyan partikullerin solunmasiyla ortaya ¢ikabilir. Baglica kedi ve
kopek alerjenlerinin yaygin oldugu ve evcil hayvan sahibi olmayan hanelerde ve
okullar gibi kamuya acik yerlerde bile tespit edilebildigi gosterilmigtir. Bu,
sanayilesmis ulkelerde evcil hayvan barindiran hanelerin yiksek ve gittikce artan
sayisiyla (yaklasik %50) ve tasimip dagitilan alerienlerin yiuksek kararlihdiyla
iliskilendirilebilir.

Fel d 1, kedi alerjisi olan hastalarin %90'indan fazlasi tarafindan taninan ana kedi
alerjeni olarak tanimlandi Feld 1, bilinmeyen biyolojik fonksiyona sahip 38 kDa
asidik bir glikoproteini temsil eder. Yine, U¢ disulfit bag ile antiparall olarak

baglanmig iki polipeptit zincirinden olusan, ayni iki kovalent olmayan bagl
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heterodimerden olusur. Zincir 1 ve zincir 2, her biri 3 ekzondan olugan farkl bir
gen olarak kodlanmistir. E. coli'de zincir 2 ve zincir 1 flizyon proteini olarak
eksprese edilen yeniden rekombinant Fel d 1 (rFel d 1) uretilmigtir. Bu
rekombinant Fel d 1, vahsi tip alerjenin immunolojik 6zelliklerini tamamen taklit
edebilir.

Ana kedi alerjeni Fel d 1'den turetilen ve IgE baglama kapasitesi olmayan
peptitler, érnegin immiinoterapi ve profilaktik alerji asilamasi i¢in uygundur. Phl p
5 ve burada aciklanan alerjenden turetilmis peptitler gibi Feld 1'den turetilmis
sentetik peptitler, bir IgG yanitini, yani "bloke edici antikorlar" veya "koruyucu
antikorlar" CGretimini indUkleyebilir. Bu antikorlar, IgE'nin alerien Fel d Te
bhaglanmasini dnler. Boylece alerjik semptomlarda dnemli bir azalma saglanabilir.
Burada agiklanan kesilmis molekul, diusuk T hucresi reaktivitesi sergileyebilir.

Gec¢ ortaya ¢ikan yan etkilerden kaginmak veya bunlan dnemli dlglide azaltmak
icin Feld 1 turevli hipoalerjenik molekdl, mevcut bulusta tanimlandigr gibi disul T
hucresi reaktivitesi sergiler.

Kesilmis Fel d 1, tercihen Feld 1 zincir 1'inin amino asiti 1 ila 34 veya 35 ila
70'den, Fel d 1 zincir 2'nin amino asiti 1 ila 34, 35 ila 63 veya 64 ila 92'den veya
bunlarin sekans varyasyonlarindan olusur.

Burada aciklananlar Mevcut bulusun peptit parcalari, Der p 2 amino asitleri 1 ila
33,21 ila 51,42 ila 73, 62 ila 103 ya da 98 ila 129, Derp 7 amino asitleri 1 ila 30,
20 ila 50, 50 ila 80, 90 ila 125, 125 ila 155 ya da 165 ila 198, Der p 21 amino
asitleri 1 ila 35, 35 ila 72, 70 ila 100 ya da 90 ila 122, Der p 23 amino asitleri 1 ila
32, 15 ila 48 veya 32 ila 70, 32 ila 60, 52 ila 84, 32 ila 70 (Cys->Ser), Alt a 1
amino asitleri 19 ila 58, 59 ila 95, 91 ila 120 veya 121 ila 157, Par j 2 amino asitleri
31 ila 60, 45 ila 80, 60 ila 96 veya 97 ila 133, Ole e 1 amino asitleri 1 ila 40, 36 ila
66, 63 ila 99, 86 ila 120 veya 107 ila 145, Fel d 2 amino asitleri 25 ila 58, 99 ila
133, 154 ila 183, 277 ila 307, 334 ila 363, 373 ila 402, 544 ila 573, 579 ila 608, 58
ila 99, 125 ila 165, 183 ila 224, 224 ila 261, 252 ila 289, 303 ila 340, 416 ila 457,
460 ila 500 ya da 501 ila 542, Can f2 amino asitleri 19 ila 58, 52 ila 91, 82 ila 119,
106 ila 144 veya 139 ila 180, Can fl amino asitleri 19 ila 56, 51 ila 90, 78 ila 118 ila
145 veya 135-174, Art v 1 amino asitleri 27 ila 70, 70 ila 100 veya 92 ila 132, Amb
a 1 amino asitleri 31 ila 70, 80 ila 120, 125 ila 155, 160 ila 200, 225 ila 263, 264 ila
300 305 ila 350 veya 356 ila 396, Alt a 6 amino asitleri 1 ila 34, 35 ila 74, 74 ila
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115, 125 ila 165, 174 ila 213, 241 ila 280, 294 ila 333, 361 ila 400 veya 401 ila
438, Alt a 2 amino asitleri 1 ila 40 ila 80, 81 ila 120 ila 160 ya da bunlarin fragman
ya da sekans varyantlarini iceren veya bunlardan olugsan hipoalerjenik
molekillerdir.

Fuzyon proteinlerinin uretiimesi icin yontemler teknikte iyi bilinmekle birlikte
Sambrook v.d {Molecular Cloning, 2. baski, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989) ve Ausubel v.d. {(Molekller Biyolojide Kisa Protokoller, 3. baski; Wiley ve
Sons, 1995) gibi standart molekller biyolgji referanslarinda bulunabilir. Genel
olarak, bir fuzyon proteini dncelikle, sonrasinda hosT hicresini transfekte etmek
icin kullanilan uygun bir ekspresyon vektérine yerlestirilen bir flizyon geni
olusturularak uretilir. Genel olarak, rekombinant fizyon yapilari, bir dizi kisitlama
enzimi sindirimi ve ligasyon reaksiyonlari ile Uretilir; bu da istenen sekanslarin bir
plazmid igcine dahil edilmesini saglar. Uygun kisitlama bdlgeleri yoksa, teknikte
uzman kigilerce bilindigi ve yukaridaki referanslarda anlatildigi gibi sentetik
oligonukleotit adaptorleri veya bagdlayicilari kullanilabilir. Alerjenleri ve dogal
proteinleri kodlayan polinukleotit sekanslari, uygun bir vektore yerlestiriimeden
once birlestirilebilir veya alerjeni kodlayan sekans, bir vektdrde hali hazirda
mevcut olan dogal bir sekansi kodlayan bir sekansa bitisik olarak yerlestirilebilir.
Sekansin vektor icerisine yerlestiriimesi, sekansin bir proteine kopyalanmasi i¢in
uygun olmalidir. Teknikte siradan uzmanlhiga sahip kisilerce, kesin reaksiyon
kosullarimin yani sira gerekli olan kesin kisittama enzimlerinin, baglayicilann
ve/veya adaptorlerin, kullanilan sekans ve klonlama vektorleri ile dedisecedi
acikga gorulecektir. Ancak, DNA yapilarinin birlestiriimesi teknikte rutindir ve
teknikte uzman bir kigi tarafindan kolayca ger¢eklestirilebilir.

Kesilmis hipoalerjenik alerjen molekullerinden ve insan hepatit B pre S
proteininden turetilen fUzyon proteinlerinin, standart ekspresyon sistemlerinde
tekrarlanabilir sekilde eksprese edilebilir olmasi ve teknikte uzman bir kisinin
bildigi standart ekspresyon sistemlerinde, 6zellikle de ekspresyon sistemi olarak
bir Escherichia coli i¢cinde kullanilmasi durumunda proseslerde yuksek verimde

uretilip yiksek Uretkenlige sahip olmasi 6zel ve beklenmeyen bir avantajdir.
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Bu uUretim prosesi, tipik olarak bulusa gdre olan molekiillerin, hucrelerin bir
biyoreaktorde (6rn. bir fermentdrde, c¢alkalama kabinda) kiltivasyonu ile
ekspesyonu, ardindan hucre hasadi (6rnegin filtrasyon, santrifujleme, vb.) ve
hicre tahribati (6rn. yuksek basingh homokenlestirme, sonikasyon,
donma/¢ozulme donguleri, enzimatik veya kimyasal hucre lizizi, vb.), molekullerin
saflastirimasi (6rnegin kromatografi, filtrasyon, cokeltme, ultra/diafiltrasyon, vb.)
ve nihai ardndn olugturulmasini icerir. Bulusa gobre olan moleklllerden ylksek
verim elde etmek igin, beslemeli-kesikli fermantasyonunun uygulanmasiyla,
tercihen yuksek-htcre yogunluklu kultivasyon prosesleri kullanilir.

Burada ayrica, bir hipoalerjenik molekuli kodlayan bir nUkleik asit molekllu ve
burada tarif edildigi gibi bir fuzyon proteini agiklanmaktadir.

Bu bulusun nukleik asit molekulu, ornegin rekombinant olarak s6z konusu
molekulleri Gretmek igin kullanilabilir.

Mevcut bulugsun bagka bir yoniine gore, sdz konusu nikleik asit molekili, bir
vektorde yer alabilir.

Bu vektor tercihen bir ekspresyon vektorudir.

Bu bulus, bunlarla sinirl olmaksizin, asagidaki sekil ve orneklerle daha ayrintili
olarak tarif edilmektedir.

Cizimler

Sekil 1 A, vektdr HBV_Phlp1_4xP5'in sematik genel gorinigunt gosterir

Sekil 1 B, vektor HBV _Phip2_4xP3'Un sematik genel gérlindsind gosterir

Sekil 1 C, vektor HBV_PhiIp5_V2'nin sematik genel gérlndsini gdsterir

Sekil 1 D, vektor HBY _Phip6_4xP1'in sematik genel gorintsunl gdsterir

Sekil 2 A, fuzyon proteinin HBV_PhIP1_4xP5'in birincil sekansini gosterir (BM321,
sekans ID Nr. 14)

Sekil 2 B, fluzyon proteinin HBV_Phlp2_4xP3'Un birincil sekansini gosterir
(BM322, sekans ID Nr. 15)

Sekil 2 C, fizyon proteinin HBV_PhiIp5 V2'nin birincil sekansini gdsterir (BM325,
sekans ID Nr. 16)

Jekil 2 D, flzyon proteinin HBV_Phlp6_4xP1'in birincil sekansini gdsterir (B326,
sekans ID Nr. 17)

Sekil 2 E, fuzyon proteinin HBV_Betv1_4PA'nin birincil sekansini gosterir (BM31a,
sekans ID Nr. 18)
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Sekil 2 F, fuzyon proteinin HBV_Betv1_2PAZPB'nin birincil sekansini gosterir
{BM31, sekans ID Nr. 19)

Sekil 2 G, fuzyon proteinin HB _Phlp5 V1'in birincil sekansimi gosterir (BM31,
sekans ID Nr. 20)

Sekil 3 A, saflastinlmis fuzyon proteini HBV_Phip1_4xP5%'i iceren bir Coomassie
Blue lekeli %12 SDS Page jeli gosterir

(BM 321, serit 1 ve 10: 5 ug molekiiler isaretci, serit 2, 3, 11 ve 12 5ug BM321,
serit 4 ve 13 2 ug BM321, serit 5 ve 14 1 ug BM321, serit 6 ve 15 0.5 ug BM321,
serit 7 ve 16 0.25 ug BM321, serit 8 ve 17 0.1 ug BM 321, serit 9 ve 18 0.05 ug
BM321). Seritler 1 ila 9, azalan ve seritler 10-18, azalmayan kosullar altindadir.
Sekil 3 B, saflagtinimig fuzyon proteini HBV_Phlp2_4xP3'i iceren bir Coomassie
Blue lekeli %12 SDS Page jeli gosterir (BM 322, serit 1 ve 10: 5 ug molekuler
isaretci, serit 2, 3, 11 ve 12 5ugBM322, serit 4 ve 13 2ugBM322, serit 5 ve 14 1
ug BM322, gerit 6 ve 15 0.5 ug BM322, serit 7 ve 16 0.25 ug BM322, serit 8 ve 17
0.1 ug BM 322, serit 9 ve 18 0.05 ug BM322). Seritler 1 ila 9, azalan ve seritler
10-18, azalmayan kosullar altindadir.

Sekil 3 C, saflastinimis fuzyon proteini HBV_Phlp5 V2'yi iceren bir Coomassie
Blue lekeli %12 SDS Page jeli gosterir (BM 325, serit 1 ve 10: 5 ug molekuller
isaretci, serit 2, 3, 11 ve 12 5ugBM325, serit 4 ve 13 2ugBM325, serit 5 ve 14 1
ug BM325, serit 6 ve 15 0.5 ug BM325, serit 7 ve 16 0.25 ug BM325, serit 8 ve 17
0.1 ug BM 325, serit 9 ve 18 0.05 ug BM325). Seritler 1 ila 9, azalan ve seritler
10-18, azalmayan kosullar altindadir.

Sekil 3 D, saflastirlmig fazyon proteini HBY Phlp6 4xP1'i igeren bir Coomassie
Blue lekeli %12 SDS Page jeli gosterir (BM 326, serit 1 ve 10: 5 ug molekuler
isaretci, serit 2, 3, 11 ve 12 S5ug BM326, serit 4 ve 13 2ug BM326, serit 5 ve 14 1
ug BM326, serit 6 ve 15 0.5 ug BM326, serit 7 ve 16 0.25 ug BM326, serit 8 ve 17
0.1 ug BM 326, serit 9 ve 18 0.05 ug BM326). Seritler 1 ila 9, azalan ve seritler
10-18, azalmayan kosullar altindadir.

Sekil 4, ¢im polen alerjenlerinden tlretilmis flizyon peptitlerinin IgE reaktivitesinin
olmadigini gostermektedir. Tam alerjene kiyasla flzyon proteinlerinin IgE
baglanmasi, IgE nokta blot analizi ile test edildi. Belirtilen ¢im polen alerjisi olan
hastalardan elde edilen serum, noktali proteinlerle inklibe edildi ve baglanmis IgE,

1251 isaretli anti-insan IgE ile tespit edildi. Dort peptit tasiyic flzyon proteininin
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higbiri icin IgE baglanma tespit edilmedi, a) HBV_Phip1_4XP5 (BM321)
kullanilarak nokta blot analizinin sonuglarini gdsterir;, b) HBV_Phlp2_4xP3
{(BM322) kullanilarak nokta blot analizinin sonuglarini gosterir; ¢) HBY_Phlp5_V2
{(BM325) kullanilarak nokta blot analizinin  sonuglarint  gdsterir;  d)
HBV_Phip6_4xP1 (BM326) kullanilarak nokta blot analizinin sonuglarini gésterir.
Sekil 5, alerjik hastalarin bazofillerinde CD203c ekspresyonu ile belirlenen ¢im
polen alerjeninden tiretilen fizyon proteini HBYV_Phlp1_4xP5'in (BM321) dusuk
alerjenik aktivitesini gostermektedir. Cimen poleni alerjisi olan hastalardan elde
edilen periferik mononukleer kan hlcreleri, seri Phl p 1'in (agik gri gubuklar) veya
BM321'in (koyu gri cubuklar) seri seyreltileri ile inkibe edildi. CD203c'nin
induksiyonu, ortalama floresans yogunlugu olarak olglldi ve hesaplanan
stimUlasyon endeksleri, y ekseninde gosterilmektedir.

Sekil 6, alerjik hastalarin bazofillerinde CD203c ekspresyonu ile belirlenen ¢im
polen alerjeninden tiretilen fizyon proteini HBV_Phlp6_4xP1'in (BM326) dusik
alerjenik aktivitesini gdstermektedir. Cimen poleni alerjisi olan hastalardan elde
edilen periferik mononukleer kan hicreleri, seri Phl p 6'in (a¢ik gri ¢ubuklar) veya
BM326'in (koyu gri cubuklar) seri seyreltileri ile inkibe edildi. CD203c'nin
indUksiyonu, ortalama floresans yogunlugu olarak olglldid ve hesaplanan
stimulasyon endeksleri, y ekseninde gosterilmektedir.

Sekil 7, farelerde cayir kelp kuyrugu poleni alerjenine &zgl 1gG1 tepkilerini
gostermektedir. 4 fareden olusan gruplar, 20 ug flizyon proteini (tek flzyon
proteini ve 4 flizyon proteinin kombinasyonu) ve ¢alismanin 0 ile 3. haftasinda
vahsi tip alerjenin her birinde 10 yg (Phl p 1 ve 5) veya her birinde 5 ug (Phl p 2
ve 6) ile immunize edildi ve ¢alismanin 17. haftasinda immunizasyon gugclendirildi.
Antijenler, hayvanlarin arka bolgesine deri altindan uygulandi. Farelerinin kuyruk
damarindan ¢alismanin 0, 3, 6, 9, 12, 17, 20 ve 22. haftalarinda kan alindi.
immiinizasyonlarla calisma haftalarinda kan, immiinizasyondan bir giin énce
alindi. Farelerin immin serumlari, ELISA ile alerjene 6zgl IgG1'in varhid
acgisindan incelendi. Birinci immuanizasyondan once pre-immin serum, batin
hayvanlarda negatifti. Tekil fuzyon proteinleri, flUzyon proteinlerinin bir karisiminin

uygulanmasiyla karsilastiridi.
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a) HBV_Phlp1_4xP5 (tek bilesen olarak BM321), BM322, BM325 ve BM326 ile bir
karigim halinde BM321 ve rPhl p 1 ile immunize edilmis fareler igin rPhl p 1
antijenine kargi bagisikhk tepkisi.
b) HBV_ Phip2 4xP3 (tek bilesen olarak BM321), BM321, BM325 ve BM326 ile bir
karisim halinde BM322 ve rPhlp 2 ile immunize edilmis fareler icin rPhl p 2
antijenine karsi bagisikhk tepkisi.
c) HBV_Phlp5_V2 (tek bilesen olarak BM325), BM321, BM322 ve BM326 ile bir
karnisim halinde BM325 ve rPhl p 5 ile immunize edilmis fareler icin rPhl p 5
antijenine kargl bagisiklk tepkisi.
d) HBV_Phip6_4xP1 (tek bilesen olarak BM326), BM321, BM322 ve BM325 ile bir
kansim halinde BM326 ve rPhl p 6 ile immunize edilmis fareler igin rPhl p 6
antijenine kargi bagisiklk tepkisi.

Sekil 8, rekombinant fuzyon proteinlerinin molekuler ve immuanolojik
karakterizasyonunu gosterir. A. Bet v1'den tiretilmis peptitlere sahip dért PreS
fuzyon proteini gosteren Coomassie lekeli SDS-PAGE (serit 1: 2xPA-PreS, serit 2:
2xPB-Pre8, serit 3: 4xPA-PreS, serit 4: 2xPA2xPB-PreS) ve tasiyici PreS (serit
5). B. Nitrosellloz noktal rekombinant fuzyon proteinleri ve PreS, bir tavsan anti-
PreS serumu (serit 1), tavsan preimmun serumu (serit 3), tavsan antikorlan icin
tampon kontroli (serit 3) ve Bet v 1 tlrevli peptit P2' (mAb2) (serit 4) ve P4’
(MmAb12) (serit 5) kars! yonlendiriimis monoklonal antikorlar ve ve monoklonal fare
antikorlari (serit 6) icin tampon kontroll ile problanir.

Sekil 9 A, rBet v 1 ve PreS'nin Bet v 1 tlrevli peptitlerle rekombinant flizyon
proteinlerinin IgE reaktivitesini gosterir. Hug agdaci poleni alerjisi olan hastalarnn
serumundan, sadece alerjik olmayan kontroller ve sadece tampon, nokta-lekel
rBet v1, dort rekombinant flizyon proteini (2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS,
2PA2PB-PreS) ve sadece PreS'e reaktiflikleri icin test edildi. Baglanmig insan
IgE'si, 1251 etiketli anti-insan IgE antikorlari ile tespit edildi. Bagl IgE'ye karsilik
gelen dakika basina sayim (cpm), bir y-sayaci ile olgiliir ve Y ekseninde gosterilir.
Kutu grafikleri, 50 hus adaci polen alerjisi hastasinin sonuglarini géstermektedir.
Jekil 9B, rBet v1 ile bazofil aktivasyonunu ve CD 203c yukari regulasyonu ile
Olgulen dort PreS fuzyon proteinini gosterir. Hus agaci poleni alerjisi olan

hastalarin kan érnekleri, artan konsantrasyonlarda (0.001 -1 pg/ml) antijen, anti-
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IgE tampon kontroline (Co) maruz birakildi. Bir temsili hastanin sonuglari
gasterilmigtir. CD 203c ekspresyonu, FACS analizi ile belirlendi ve stimilasyon
indeksi (Sl (y ekseni) olarak géruntilenir. Ugli 6lgiim araglan gosterilir ve standart
sapmalar belirtilir.

Sekil 10, hus agaci poleni alerjisi olan hastalarin periferik mononukleer kan
hucrelerinin lenfoproliferatif tepkilerini ve sitokin uretimini gostermektedir. Hus
agaci poleni alerjisi olan hastalarin periferik mononikleer kan hicreleri esit
miktarda rBet v 1, Bet v 1 tirevli peptitler PA ve PB, sadece PreS ve PreS fuzyon
proteinleri (yani 2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS) ile uyarildi.

Stimulasyon endeksleri (Sl) (y ekseni) gosterilmektedir.

(A) 6 hus poleni alerjisi olan hastanin en yuksek konsantrasyonu (5 pg/goziu Bet
v1 ve es molar miktarda peptit, PreS ve PreS flzyon proteinleri) i¢in SI, dederlerin
%50'sinin kutulann i¢inde oldugu ve ug¢ deder olmayanlarin ¢ubuklar arasinda
oldugu kutu blotlarinda gosterilmistir. Kutular i¢indeki ¢izgiler, medyan degerleri
gosterir,

(B) Dort konsantrasyon icin S| (1 = 5ug/goz, 2=2.5ug/géz, 3=1.25ug/mi,
4=0,63ug/goz rBetvl ve peptitler, PreS ve PreS fluzyon proteinlerinin es molar
miktarlar) bir temsili hasta icin gosterilmistir.

(C) 6 hus polenli alerjisi olan hastanin periferik mononiikleer kan htcrelerinin
suUpernatanlarinda sitokin Gretimi, 2.5ug/mL rBet v1 ve es molar miktarda PA ve
PB, PreS ve dort PreS fuzyon proteini ile uyarildi. Antijenlerle stimilasyonun
ardindan gozlemlenen konsantrasyonlar {pg/mL) (y-ekseni), degerlerin%50'sinin
kutular icinde ve u¢ olmayan maddelerin ¢ubuklar arasinda oldugu kutu
blotlarinda gosterilir. Kutular i¢indeki ¢izgiler, medyan degerleri gosterir.

Sekil 11, tavsanlarda PreS flzyon proteinleri tarafindan deri alti
immunizasyonundan sonra rBet v 1 ve Bet v 1 homolog alerjenlerine 6zgl 1gG

antikorlarinin inddksiyonunu gdsterir.

{A) Tavsanlar, Alumidroksit ile adsorbe edilmis (Alum) (Ustte) veya komple Freund
adjuvani (CFA) ile adsorbe edilmis (altta) fizyon proteinleri (2PA-PreS, 2PB-PreS,
4PA-PreS, 2PAPB-PreS) ve rBet v 1 ile immunize edilmistir. RBet v 1'e 6zgu olan
Tavsan IgG'si dlguldt ve cift dlglimler igin ortalama optik yogunluk (OD) degerleri,
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tavsan anti-serumlarinin  (x-ekseni) farkli dilisyonlar igin  (y-eksenleri)
gdsteriimektedir.

{B1) Kizilaga¢ (Aln g 1), findik agaci (Cora 1) ve elmada (Mai d 1) Bet v 1 ve Bet
v 1-homolog alerjenlerin ¢oklu sekans hizalamasi. Ayni amino asitler nokta,
bosluklar ise kisa ¢izgi olarak gosterilir.

Sag tarafta Bet v 1'e karsi Bet v 1'e homolog alerjenlerin yuzde kimligi
gosterilmektedir. Bet v 1 tlrevli peptit A (PA, kesikli ¢izgi) ve peptit B (PB, tam
cizgi} cergevelidir.

{B2) rBet v 1, rAln g 1, rCor a 1 ve rMal d 1'e karsi yonlendiriken (x ekseni) anti-
tavsan serumlarinin IgG antikorlar (rab a-2PA-PreS, rab a-2PB-PreS, rab a-4PA-
PreS, rab a-2PAPB-PreS) ELISA ile &lgUlmustir. Ikili dlgim ydntemleri
gosterilmektedir. Tavsan serumundaki (post) alerjene 6zgu IgG'ye karsilik gelen
optik yogunluk (OD), karsilik gelen preimmiin serum (pre) (y ekseni) ile
kargilagtirilarak gésterilmistir.

(C) Alti Bet v1 turevli peptite (PV-P6") (x ekseni) kargi yoneltimis rBet v1 ve
rekombinant flzyon proteinleri (2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS)
ile immunize edilmis tavsan IgG antikorlan, ELISA ile dlgllmustir. Cift dlgimler (y

ekseni) icin optik yogunluk degerleri (OD) goruntulenir.

Sekil 12, tam rBet v1'e kargi tavsan serumuna kiyasla Anti-2xPA2xPB-PreS
tavsan serumunun, alerjik hastalarin IgE'sine karsi inhibisyonunu gdsterir. Anti-
2xPA2ZxPB-PreS ve anti-rBet v 1 tavsan serumlari ile elde edilen rBet v 1'e (y-
ekseni) IgE baglanmasinin inhibisyon ylzdesi, inhibisyon ELISA aracihguyla
belirlendi ve degerlerin %50'si kutularin i¢indeyken u¢ olmayan degerler ¢ubuklar
arasindadir. Kutular i¢indeki cizgiler, medyan degerleri gosterir. 21 hus poleni
alerjisi olan hastanin sonuclari gosterilmistir.

Sekil 13, bir Phl p 6 tdrevli peptitin 2 veya 4 kopyasini iceren PreS-fizyon
proteinleri ile immunizasyondan sonra yukseltimis tavsan IgG'sinin  bir
titrasyonunu gdsterir. imminojenite testi icin tavsanlar (Yeni Zelanda Beyaz
tavsanlari), adjuvan olarak aliminyum hidroksit kullanilarak farkh flzyon
proteinleriyle immunize edildi. Belirli antikorlarin induksiyonu, ELISA analizlerinde
izlendi. Sonuglar, 4 peptit iceren fuzyon proteinlerinin, 2 peptit iceren fuzyon

proteinlerinden daha immunojenik oldugunu gostermektedir.
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Sekil 14, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID NO. 17 olan
4 hipoalerjenik flzyon proteininin bir karigimini igeren bir asi formilasyonu
{BM32) ile subkutan immunizasyonun ardindan insan ¢im polen alerjilerini takiben
gim polen alerjenlerine Phl p 1 (A), Phlp 2 (B), Philp 5 (C) ve Phl p 6 (D)'ye yonelik
gucla bir IgG tepkisinin induklenmesini goésterir. 1gG'nin belirlenmesi ELISA ile
gerceklestirildi. Tedaviden onceki IgG seviyeleri (pre), tedavi sonrasi (post) IgG
seviyeleri ile karsilagtinlir.

Sekil 15, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID NO. 17 olan
4 hipoalerjenik fluzyon proteininin bir karigimindan olusan bir agi formilasyonu ile
immulnizasyondan sonra ¢im polen alerjisi olan bireylerden alinan T h(creleri
uzerinde gergeklestirilen T hicresi ¢ogalma tahlillerinin  sonuglarin
gostermektedir. T hucresi reaktivitesi, ¢imen polenine kiyasla kuvvetli bir sekilde
azaltilmistir veya yoktur. Grafigin y ekseni, stimilasyon endeksini yansitir.

Sekil 16,SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID NO. 17 olan 4
hipoalerjenik flizyon proteininin bir karisimini iceren bir asi formulasyonu (BM32)
ile vyapilan tedaviyle induklenen IgG'nin insan periferik mononikleer kan
hicrelerinde ¢im poleni, alerjenlerine lenfoproliferatif tepkileri azalttigin
gostermektedir. (a) deneysel kurulum. (b) Tedaviyle indiklenen IgG olmadiginda
{+ serum oncesi) ve oldugunda (+ serum oldugunda) yapilan T hUcresi
proliferasyon deneylerinin sonuglan. Grafigin y ekseni, stimilasyon endeksini
yansitir. P1-P5, farkl calisma katiimcilarinin sonucglanni géstermektedir.

Sekil 17, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID NO. 17 olan
4 hipoalerjenik fizyon proteinin bir karigimini igeren asi formulasyonu BM32
kullanilarak 69 ¢im poleni alerjisi olan hasta uzerinde gergeklestirilen klinik
¢alismanin kurulumunu gostermektedir.

Sekil 18 A, fuzyon proteinin HBV Der p2-2xP2-2xP4'Un birincil sekansini gosterir
(2xP2, sekans ID Nr. 149)

Sekil 18 B, fizyon proteinin HBV Der p2-3xP2-3xP4'(in birincil sekansini gésterir
(2xP2, sekans ID Nr. 150)

Sekil 18 C, fuzyon proteinin HBV Der p23-2xP4-2xP5'in birincil sekansini gosterir
(2xP2, sekans ID Nr. 151)

Sekil 18 D, fuzyon proteinin HBV Der p23-4xP6'nin birincil sekansini gosterir
{sekans ID Nr. 152)
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Sekil 17, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16 ve SEQ ID NO. 17 olan
4 hipoalerjenik flizyon proteinin bir karisimini igeren asi formulasyonu BM322nin 3
subkutan enjeksiyonuyla tedavi ile induklenen nazal semptomlardaki degisimi
gostermektedir. Siyah ¢ubuklar: tedaviden once, gri gubuklar: tedaviden sonra.
Sekil 19B, asi formulasyonu BM32 ile tedaviden dnce ve sonra titre edilmis deri
prik testi arasindaki ortalama kabariklik alanindaki degisimi gostermektedir. Titre
edilen deri prik testi, 8 seri ¢imen poleni ekstrakti seyreltisi (1:128'e
seyreltiimemis) kullanilarak gerceklestirildi.

Sekil 20, bir Der p 2 tlrevi peptitlerin IgE baglanmasini, IgE nokta lekesi tahlili ile
test edilen tam alerjene kiyasla gosterir. 26 ev tozu akari alerjisi olan hastadan
elde edilen serum, noktali KLH ile konjuge edilmis peptitler ile inkube edildi ve
baglanmis IgE, 1251 etiketli anti-insan IgE'si ile tespit edildi. Ornek 26'daki gibi 5
peptitin hi¢gbirinde IgE baglanmasi tespit edilmedi.

BULUSUN DETAYLI ACIKLANMASI
ORNEKLER:

Ornek 1: HBV Phlp1 4xP5 (BM321) icin ekspresyon plazmidinin yapisi

Sentetik BM321 geni, sentetik oligo-niikleotitlerden ve/veya PCR (rinlerinden
birlestirildi ve uygun bir standart vektére (pMK-RQkanR) klonlandi. Plazmid,
donusturdimis bir E. coli K12 susundan (DH10B-T1R} saflagtinldi ve
konsantrasyon, UV spektroskopisi ile belirlendi. Son sentetik ve kodon ile optimize
edilmis BM321 DNA sekansi, uygun kisitlama bolgeleri (5'-ucunda Ncol bolgesi ve
3-ucunda EcoRIl) kullanilarak pET28b(+) ekspresyon vektorine klonland.
Plazmid DNA, donusturidlmus E. coli K12 DH10B'den {dam+dcm+) saflastinildi ve
konsantrasyon, UV spektroskopisi ile belirlendi. Nihai yapi, insertin sekanslanmasi
ile dodrulandi. Plazmid verilerinin bir 6zeti ve "pBM-321" son ekspresyon
vektorinun bir plazmid haritas! asagida gosterilmektedir. BM321 dizisinin Ozeti,

pET-28b (+) son ekspresyon vektdrune klonlandi.

Sekans |Diger ad sekansi |Gen Plazmid |Plazmid adi |Kisitama

e ki s ey i it halralari

BM321 |HBV Phip1_4xP (882 bp |6153bp |pBM-321 |Ncol/ EcoRl
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Omek 2: Ekspresyon plazmidinin HBY Phip1 4xP5 (BM321) icin ekspresyon

konadina dondisiimii

Kimyasal ac¢idan uygun E. coli BL21(DE3) hucreleri, 151 $oku yontemi kullanilarak
ekspresyon plazmidi ile donustlruldi. Donusturdlen hicreler, se¢im igin %0.5
sodyum Kklorir, %1 soya peptonu, %0.5 maya ekstrakti, %1.5 agar ve 50 pg/mL
kanamisin iceren LB-agar plakalarina plakalandi. LB plakalarindaki hucreler, gece
boyunca 37 °C'de kdltivasyon ile buyutuldd. Dénasturilmus BL21(DE3) E. coli
hicrelerinin tekli kolonileri izole edildi, LB ortaminda Kkoltirlendi ve BM321'in
buyimesi ile ekspresyonu agisindan gdéruntulendi. En iyi performans godsteren

klon, Ana Hucre Bankasinin kurulmasi igin segildi.

Ornek 3: HBV Phip1 4xP5 (BM321) icin Ana Hiicre Bankasinin Hazirlanmasi

Secilen klonun bir kismi, 150 ml kiltir ortaminin inckilasyonu igin kullanildi
(bilesim: %0.5 sodyum klor(r, %1 soya peptonu, %0.5 maya ekstrakti, 50 pyg/mL
kanamisin). Ana Hucre Bankasi (MCB) kualtara, kdltir ODggo = 1-2'lik bir optik
yogunluga ulasana kadar 200 rpm'de surekli calkalama altinda 37 °C'de inklbe
edildi. Nihai %15 v/v gliserol konsantrasyonu elde etmek icin gliserol eklendi ve

MCB, 1 mL'lik sigelere bollnup -75 £ 10 °C'de ultra derin dondurucuda saklandi.

Ornek 4: HBV PhiIP1 4xP5'in (BM321) yiiksek hticre yoduniuklii beslemeli kesikli

fermantasyonu

Sentetik kultar ortami (100 mL, pH = 6.8, tuzlar ve eser elementler, karbon
kaynagi olarak 10 g/L glikoz), 1 mL Ana Hucre Bankasi (E. coli BL21(DE3) /
pBM321) ve OD = 1'lik bir optik yogunluk hedef degerine ulasilana kadar bir
calkalama kabinda (37 °C, 200 rpm) kultdrlendi. Beslemeli kesikli
fermantasyonunu gergeklestirmek igin 22 L'lik paslanmaz c¢elik bir fermentor
kullanildi. Otomatik ve ¢odaltilabilir besleme kontrolu igin, spesifik buyame hizi,
besleme hizi, kesikli asamanin suresi ve Ussel beslemeli asamanin suresini
onceden tanimlamaya izin veren bir tarif programlandi. Fermentorin oksijen

transfer hizini arttirmak icin geri basing kontrol edildi ve 1 bara ayarlandi.
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Fermentor yukarida bahsedildigi gibi sentetik kiltir ortami ile yerinde sterilize
edildi ve fermentasyon &n kiltlirle inokllasyon ile baslatildi. Glikozun
tukenmesinden sonra, gy = 0.25 h! spesifik buyume hizini korumak igin Ussel
heslemeli agsama baslatildi. Atari OD = 45 oldugunda, rekombinant BM321'in
ekspresyonu IPTG'nin bolus ilavesiyle induklenmistir (nihai konsantrasyon 0.8
mM). Kultur, ODggp = 73'te toplandi. Beslemeli kesikli fermantasyonundan elde
edilen BM321 Uran titresi, L kdltir besiyeri basina 1.2 g idi. Daha sonra bakteri
kiltir besiyeri, < 20 °C'ye sogdutuldu ve 7.000 rpm'de (5.500 g) 4 °C'de 15 dakika

boyunca santrifiljlendi. Islak hlcre biyokutlesi alikotlandi ve -75 °C'de depolandi.

Ornek 5: Hiicre bozulmasi ve durultma

Hiicre bozulmasi icin, Ornek 6'da elde edilen 748 gram biyokiitle eritildi ve 125
gramlik alikotlara bolinup 30 dakika boyunca oda sicakliginda mekanik ¢galkalama
altinda bir homojenizasyon tamponu (20 mM Tris, 1 mM EDTA, %0.1 Triton X-
100, pH 11.0) icinde tekrar suspansiyon haline getirildi. Hicre bozulmasi igin, -75
°C donma ve ardindan c¢ozilme, ardindan da mekanik homojenizasyon
gerceklestirilerek bir donma/gézme prosedurd uygulandi. Homojenatin pH'i, pH =
10,0'a ayarlandi. Ham hicre homojenati, 30 dakika boyunca 4 °C'de 7.000 rpm'de
{5.500 g) santrifiljleme agsamasina tabi tutuldu.

Supernatanlar, mekanik c¢alkalama altinda PEI (polietilienimin) ile ¢dkeltildi.
Cozlnmeyen maddeler sonraki bir santrifijleme agamasi ile ayrildi. Durultulmusg

supernatanlar, asagidaki kromatografi agamasina tabi tutuldu.

Ornek 6: HBV Phip1 4xP5'in (BM321) kromatoqgrafik saflastiriimasi

Ornek 7'de aciklandidi gibi durultma asamasinda elde edilen toplam 1840 mL PEI
¢Okeltme supernatani, 5 x 30 cm Q-Sepharose FF kolonuna yiklendi ve tampon A
(TrisHCI, EDTA) ile dengelendi. Baglanmamis materyal, tampon A ve ardindan
tampon C (1 sodyum fosfat, EDTA, pH 7.0) ile yikandiktan sonra uzaklastiridi.
Urlin fraksiyonunun eliisyonu, BM32 tamponu C'de %0-100 BM32 tampon E
(sodyum fosfat, EDTA, NaCl pH 7.0) ile dogrusal bir gradyan elUsyonu ile

gergeklestirildi. Havuzlama icin (rin iceren fraksiyonlarin secimi, SDS-PAGE
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analizine goére, fraksiyon safliginin densitometrik degerlendirmesi ve Urlin bandi
yogunlugu ile gerceklestirildi.

Yakalama asamasindan elde edilen havuzlanmig fraksiyonlar, 2.5 M sodyum
klorur ilave edilerek 115 mS/cmllik bir iletkenlie ayarlandi ve bu hammadde,
tampon D (sodyum fosfat, EDTA, NaClpH 7.0) ile dengelenen bir Fenil Seforaz
HP kolonu uzerine yuklendi. Baglanmamis malzeme, tampon D ile yikanarak
uzaklastinldi. Uriin fraksiyonunun eliisyonu, tampon D'deki %40-100 tampon
C'den (sodyum fosfat, EDTA, pH 7.0) gradyanh bir ellisyon ile gerceklestirildi.
Havuzlama igin Grln igeren fraksiyonlann sec¢imi, SDS-PAGE analizine gore,
fraksiyon safiginin densitometrik degerlendirmesi ve Urlin bandi yodunlugu ile
gergeklestirildi. Ara asamasindan elde edilen havuzlanmis fraksiyonlar, 2.5 M
sodyum klorur ilave edilerek 80 mS/cm'lik bir iletkenlige ayarlandi ve bu
hammadde, tampon D (sodyum fosfat, EDTA, NaClpH 7.0) ile dengelenen bir
Toyopearl Butil 650-S kolonu Uzerine yiklendi. Baglanmamig materyal, tampon
C'de (sodyum fosfat, EDTA, pH 7.0) %80-0 BM32 tampon F ile gradyanh bir
yikama ile uzaklastinldi. Fraksiyonun elUsyonu, tampon C2de 0-1 tampon G'den
{sodyum fosfat, EDTA, izopropanol, pH 7.0) bir gradyan elisyonu ile
gerceklestirildi. Havuzlama igin Gran igeren fraksiyonlarin secimi, SDS-PAGE
analizine gore, fraksiyon safliginin densitometrik dederlendirmesi ve Urun bandi

yogunlugu ile gerceklestirildi.

Omek 7: HBV Phip2 4xP3  (BM322), HBV Phip5 V2 (BM325) ve
HBV Phip6 4xP1 (BM326) dretimi:

Bulusa gore rekombinant molekdllerin, yani
HBV_Philp2_4xP3(BM322),HBV_Phlp5 V2(BM325) ve HBV_Phip6_4xP1
(BM326) ekspresyonu ve uretimi icin Ornek 1, Ornek 2, Ornek 3, Ornek 4, Ornek
5 ve Ornek 6'da tarif edilenle ayni, benzer veya karsilastirilabilir ydntemler ve

prosedurler uygulandi.

Ornek  8: HBY PhiP1 4xP5 (BM321); HBV PhiP2 4xP3 (BM322),
HBYV PhiP5 V2 (BM325) ve HBV PhiP6 4xP1 (BM326) karisimindan olusan

enjekte edilebilir bir formdilasyonun hazirlanmasi
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Rekombinant saflastirilmis proteinlerin her biri, %0.9 sodyum klorir ve 2 mM
sodyum fosfat igeren bir izotonik tampon iginde ¢ozuldu ve her bir protein
solisyonuna, uygun bir miktarda aluminyum hidroksit ilave edildi. Elde edilen dort
suspansiyonun esit pargalarini iceren bir karisim hazirlandi ve steril kosullar
altinda kapal sigelere bolundu. Bu prosedirle elde edilen enjekte edilebilir
formiilasyon, her bir HBV_PHIP1_4xP5; HBV_PhIP2_4xP3, HBV_PhIP5_V2 ve
HBV_PhIP6_4xP1'den 0.4 mg/mL iceriyordu.

Ornek 9: His-etiketli HBV Betv1 4xPA'nin hazirlanmasi

N- ve C- terminallerinde (yani 4PA-PreS) iki kez Bet v 1 tlrevli peptit PA ile
kaynasmis PreS'den olusan fuzyon proteinleri igin gen kodlamas,
ATG:biosynthetics, Merzhausen, Almanya tarafindan sentezlendi ve PET-17b
vektorinin Ndel/Xhol bdlgelerine (Novagen, Almanya) vyerlestirildi. DNA
sekanslari, her iki DNA dizisinin (Microsynth, Balgach, isvigre) otomatik dizilimi ile
dogrulandi.

Fiazyon proteini, E coli susu BL21'de (DE3; Stratagene, La Jolla, CA) eksprese
edildi. Hucreler, 50jjig/mL kanamisin i¢eren Luria Bertani-ortaminda 0.6 OD'ye
bldyutualdd. Protein ekspresyonu, 37 °C'de gece boyunca 1 mmol/L'lik nihai bir
konsantrasyona izopropil-p-D-tiogalaktopiranosid eklenerek indiklendi. Hlcreler,
10 dakika boyunca 3500 rpm'de santrifij ile toplandi. Protein (runu esas olarak
dahil edilen vicut fraksiyonunda tespit edildi. Gece boyunca 6M GuHCI, 100mM
NaH2P04, 10mM TRIS, pH 8.0 icerisinde ¢bzuUndurtldu. Homojenat 14,000 g'de
18 dakika santrifUjlendi. Supernatanlari, 4 saat boyunca 2 mL Onceden
dengelenmis bir Ni-NTA recinesinde (Qiagen, Hilden, Almanya) inkube edildi ve
suspansiyonlar daha sonra bir kolona yuklendi, 2 kolon hacminde yikama
tamponu (8 mol/L ure, 100 mmol/L NaH2P04 ve 10 mmol/LTris-HCI [pH = 6.1]) ile
yikanip ayni tamponla (pH = 3.5) ellie edilmistir. Saflastinimis protein, suya karsi
diyaliz edildi.

Rekombinant proteinlerin safligi, indirgeyici kosullar altinda Coomassie lekeli
SDS-PAGE (%12.5) ile analiz edildi.
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Flzyon proteininin kimligi, pre immun IgGs'nin yani sira Bet v 1 tirevli peptitler
P2' (mAb2) ve P4' (mAb12) ile PreS'e 6zgl tavsan antikorlarina 6zgl olan
monoklonal antikorlar kullanilarak nokta lekesi vasitasiyla dogrulandi. Bir ug PreS
fuzyon proteini, PreS ve HSA (kontrol) nitrosellloz Uzerinde immobilize edildi ve
monokolonal ile ayrica 1:1000 oraninda seyreltilmis tavsan serumlariyla 4 °C'de
ile inkube edildi. Bagh antikorlar, 2 saat boyunca 1:500 oraninda seyreltilmis iyot
125 etiketli tavsan anti-fare IgG (mAb2, mAb12) veya '*®lkeci anti-tavsan IgG
(tavsan anti-PreS, tavsan pre-immun) (Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts) ile
tespit edildi ve otoradyografi ile gorsellestirildi. Ayrica ELISA plakalar (Maxisorp,
Nunc, Danimarka) 2 ug PreS flzyon proteini ve PreS ile kaplandi, pH 9.6 olan 0.1
mol/L karbonat tamponu ile seyreltildi, %0.05 v/iv Tween 20 (PBST) igeren PBS ile
3 kez yikandi ve %1 BSA-PBST ile 2 saat boyunca bloke edildi. Ardindan,
plakalar mAb2, mAb12, anti-PreS tavsan serumu ve tavsan anti-Bet v 1 antikorlari
ile 1: 5000 dilisyonda (seyreltme tamponu: PBST'de %0.5 wt/v) 4 °C'de gece
boyunca inkiibe edildi. 5 kez yikadiktan sonra, badlanmis IgG antikorlari, HRP
etiketli koyun anti-fare antikoru (mAb2, mAb12 igin) veya HRP etiketli esek anti-
tavsan antikoru (tavsan serasi) (hem GE Healthcare, Uppsala, isveg) ile tespit

edildi ve renk reaksiyonu gelistirildi.

Ornek 10 His-etiketli HBY Betv1 2xPA2xPB'nin hazirlanmasi (BM31)

N- ve C- terminallerinde (yani 2xPA2xPB-PreS) Bet v 1 tlrevli peptitler ile iki kez
kaynasmis PreS'den olugsan fuzyon proteini igin gen kodlamasi, GenScript
(Piscataway, NJ, ABD, 2PAPB-Pres}) tarafindan sentezlendi ve PET-17b
vektérunun Ndel/Xhol bdlgelerine (Novagen, Almanya) vyerlestirildi. DNA
sekanslari, her iki DNA dizisinin (Microsynth, isvicre) otomatik dizilimi ile
dogrulandi.

Rekombinant PreS flzyon proteinleri, E coli susu BL21'de (DE3; Stratagene, CA)
eksprese edildi. Hucreler, 50jjig/mL kanamisin igeren Luria Bertani-ortaminda 0.6
OD'ye buyGtulda. Protein ekspresyonu, 37 °C'de gece boyunca 1 mmol/L'lik nihai
bir konsantrasyona izopropil-B-D-tiogalaktopiranosid eklenerek indiklendi.
Hucreler, 10 dakika boyunca 3500 rpm'de santrifiij ile toplandi. Proteinler esas

olarak dahil edilen viicut fraksiyonunda tespit edildi. Elde edilen protein, Gece
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boyunca 6M GuHCI, 100mM NaH2PO4, 10m MTRIS, pH 8.0 icerisinde
¢OzUindarildia. Homojenat 14,000 g'de 18 dakika santrifljlendi. Stupernatanlari, 4
saat boyunca 2 mL dnceden dengelenmis bir Ni-NTA reginesinde (Qiagen, Hilden,
Almanya) inkiibe edildi ve suspansiyonlar daha sonra bir kolona yiklendi, 2 kolon
hacminde yikama tamponu (8 mol/L tre, 100 mmol/L NaH2P04 ve 10 mmol/LTris-
HCI [pH = 6.1]) ile yikanip ayni tamponla (pH = 3.5) elle edilmistir. Protein 10mM
NaH2P04 karsgisinda diyaliz edildi.

Rekombinant proteinlerin safligi, indirgeyici kosullar altinda Coomassie lekeli
SDS-PAGE (%12.5) ile analiz edildi. Fuzyon proteinlerinin kimligi, pre immun
IgGs'nin yani sira Bet v 1 tlrevli peptitler P2' (mAb2) ve P4’ (mAb12) ile PreS'e
0zgl tavsan antikorlarina 6zgu olan monoklonal antikorlar kullanilarak nokta
lekesi vasitasiyla dogrulandi. Bir ug PreS fuzyon proteini, PreS veHSA (kontrol)
nitrosellloz Uzerinde immobilize edildi ve monokolonal ile ayrica 1:1000 craninda
seyreltiimis tavsan serumlariyla 4 °C'de ile inkiibe edildi. Bagh antikorlar, 2 saat
boyunca 1:500 oraninda seyreltiimis iyot 125-etiketli tavsan anti-fare IgG (mAb2,
mAb12) veva 1251-kec¢i anti-tavsan IgG (tavsan anti-PreS, tavsan pre-immun)
(Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts) ile tespit edildi ve otoradyografi ile
gorsellestirildi. Ayrica ELISA plakalari (Maxisorp, Nunc, Rosklide, Danimarka) 2
Hg PreS fuzyon proteini ve PreS ile kaplandi, pH 9.6 olan 0.1 mol/L karbonat
tamponu ile seyreltildi, %0.05 v/iv Tween 20 (PBST) iceren PBS ile 3 kez yikandi
ve %1 BSA-PBST ile 2 saat boyunca bloke edildi. Ardindan, plakalar mAb2,
mAb12, anti-PreS tavsan serumu ve tavsan anti-Bet v 1 antikorlan ile 1: 5000
dilisyonda (seyreltme tamponu: PBST'de 9%0.5 wt/v) 4 °C'de gece boyunca
inkube edildi. 5 kez ykadiktan sonra, baglanmis IgG antikorlari, HRP etiketli
koyun anti-fare antikoru (mAb2, mAb12 i¢in) veya HRP etiketli esek anti-tavsan
antikoru (tavsan serasi) (hem GE Healthcare, Uppsala, isvec) ile tespit edildi ve

renk reaksiyonu gelistirildi.

Ornek 11: HBV Phipl 4xP5 (BM321) fiizyon proteininin IgE reaktivitesinin tespiti

Tam alerjene kiyasla IgE baglanmasi, IgE nokta blot analizi ile test edildi. Cim

polen alerjisi olan hastalardan elde edilen serum, noktali proteinlerle inkube edildi
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ve baglanmig IgE, 125l-isaretli anti-insan IgE ile tespit edildi. Sekil 4A'da
gasterildidi gibi HBV_Philp1_4xP5 (BM321) igin IgE baglanma saptanmad.

Ornek 12: HBV Phip2 4xP3 (BM322) fiizyon proteininin IQE reaktivitesinin tespiti

Tam alerjene kiyasla IgE baglanmasi, IgE nokta blot analizi ile test edildi. Cim
polen alerjisi olan hastalardan elde edilen serum, noktali proteinlerle inklibe edildi
ve baglanmis IgE, 1251-isaretli anti-insan IgE ile tespit edildi. $ekil 4B'de
gosterildigi gibi HBY _Phip2_4xP3 (BM321) i¢in IgE baglanma saptanmad.

Ornek 13: HBV Phip5 V2 (BM325) fiizyon proteininin IgE reaktivitesinin tespiti

Tam alerjene kiyasla IgE baglanmasi, IgE nokta blot analizi ile test edildi. Cim
polen alerjisi olan hastalardan elde edilen serum, noktal proteinlerle inkiibe edildi
ve baglanmis IgE, 1251-isaretli anti-insan IgE ile tespit edildi. Sekil 4C'de
gosterildigi gibi HBV_Phip5_V2 (BM325) icin IgE baglanma saptanmadi.

Ornek 14: HBV Phip6 4xP1 (BM326) fiizyon proteininin IgE reaktivitesinin tespiti

Tam alerjene kiyasla IgE baglanmasi, IgE nokta blot analizi ile test edildi. Cim
polen alerjisi olan hastalardan elde edilen serum, noktali proteinlerle inklbe edildi
ve baglanmis IgE, 1251-isaretli anti-insan IgE ile tespit edildi. Sekil 4D'de
gosterildigi gibi HBV_Phip1_4xP1 (BM326) igin IgE baglanma saptanmad.

Ornek 15: HBV etV1 4xPA ve HBV Betvl 2xPA2xPB (BM31) filzyon proteininin

IgE reaktivitesinin tespiti

Tam alerjene kiyasla IgE baglanmasi, IgE nokta blot analizi ile test edildi. Cim
polen alerjisi olan hastalardan elde edilen serum, noktali proteinlerle inkibe edildi
ve badlanmis IgE, 1251-isaretli anti-insan IgE ile tespit edildi. Sekil 5'de

gosterildigi gibi her iki fuzyon proteini igin IgE baglanma saptanmadi.
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Ornek 16: Tavsan anti-r89P5 antikorlari, hastanin IgE'sinin rPhl pi'e

badlanmasini bloke eder

Peptit indukeli tavsan Ig'nin, alerjik hastalarin IgE antikorlarinin rPhl p 1'e
bagdlanmasini dnleme kabiliyetini belirlemek i¢in, ELISA plakalar Vg/ml rPhl p 1 ile
kaplandi, yikandi ve bloke edildi. Plakalar, 1:100 seyreltimis tavsan anti-peptiti
(HBV_Phlp1_4xP5, KLHPS5), bir tavsan anti rPhl p 1 ve kontrol amacli olarak ilgili
preimmun serumlar ile dnceden inkUbe edildi. Yikamadan sonra plakalar, Phip-1-
alerjik hastalardan elde edilen insan serumlari (1:3 seyreltiimisg) ile inktbe edildi ve
haglanmis IgE, fare anti-insan IgE'sinde (Pharmingen 1:1000) ve daha sonra
koyun anti-fare |gG POX-kuplajinda (Amersham Bioscience) 1:2000 tespit edildi.
Anti-peptit antiserumlarla 6n inkubasyon yoluyla elde edilen IgE baglanmasinin
inhibisyon ylizdesi su sekilde hesaplandi: 100-OD/ODp x 100.

OD; ve ODp, sirasiyla tavsan immiin ve preimmiin serum ile dn inkibasyon
sonras| sonmeleri temsil eder. Tablo 1, anti-Phl p 1 peptid antikorlarinin, 13 alerjik
hastanin IgE'sinin tam rPhlp 1'e baglanmasini dnleme kapasitesini gosterir. Anti-
fuzyon proteini serumlari, IgE'nin rPhip | ve KLHPS'e karsi serum ile ayni élglide
baglanmasini engelledi. Tablo 2, 13 hastanin tamaminin inhibisyonunu (% olarak)

gosterir.

Tablo 1: tavsan anti-rPhlp 1, anti-HBY_Phip1_4xP5 ve anti-KLHP5 antiserumlari
ile inkibasyondan sonra 13 hastanin IgE'sinin rPhlp 1'e baglanmasinin
S%inhibisyonu

% inhibisyon
hasta rPhil p 1 HBV_Phlp1_4xP5 KLHP5
1 83.63 86.11 85.17
2 88.74 95.69 93.85
3 95.66 96.80 98.42
4 97.43 97.72 96.29
5 92.77 90.84 88.45
6 93.56 91.93 90.07
7 95.00 94.56 96.84
8 85.25 89.10 90.05
9 97.07 104.72 93.73
10 91.55 103.02 95.47
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11 98.85 102.43 100.49
12 84.01 92.12 93.91
13 87.75 59.62 42.98
Ortalama 92.41 92.59 89.67

Ornek 17: Tavsan anti-HBV Phip2 4xP3 antikorlari, hastanin IgE‘sinin rPhl p2'e

badlanmasini bloke eder

Peptit indukeli tavsan Ig'nin, alerjik hastalarin IgE antikorlarinin rPhl p 1'e
haglanmasini dnleme kabiliyetini belirlemek igin, ELISA plakalar 1ug/ml rPhl p 2
ile kaplandi, yikandi ve bloke edildi. Plakalar, 1:100 seyreltilmis tavsan anti-peptiti
{HBV_Phlp2_4xP3, KLHP3), bir tavsan anti rPhl p 2 ve kontrol amach olarak ilgili
preimmun serumlar ile dnceden inkube edildi. Yikamadan sonra plakalar, Phlp-1-
alerjik hastalardan elde edilen insan serumlari (2:3 seyreltiimis) ile inkube edildi ve
baglanmig IgE, fare anti-insan IgE'sinde (Pharmingen 1:1000) ve daha sonra
koyun anti-fare IgG POX-kuplajinda (Amersham Bioscience) 1:2000 tespit edildi.
Anti-peptit antiserumlarla on inkubasyon yoluyla elde edilen IgE baglanmasinin
inhibisyon yiizdesi su sekilde hesaplandi: 100-ODy/ODp x 100.

OD; ve ODp, sirasiyla tavsan immiin ve preimmin serum ile én inkllbasyon
sonras! sonmeleri temsil eder. Tablo 2, anti-Phi p 2 peptid antikorlarinin, 19 alerjik
hastanin IgE'sinin tam rPhl p 2'e baglanmasini dnleme kapasitesini gdsterir. Anti-
fuzyon proteini serumlari, IgE'nin rPhl p 2 ve KLHP3'e kargi serum ile ayni dlgude
baglanmasini engelledi. Tablo 2, 19 hastanin tamaminin inhibisyonunu (% olarak)

gosterir.

Tablo 2: tavgan anti-rPhl p 1, anti-HBV_Phlp2_4xP3 ve anti-KLHP3 antiserumlari
ile inkiibasyondan sonra 19 hastanin IgE'sinin rPhl p 2'yve baglanmasinin

%inhibisyonu

% inhibisyon
hasta rPhl p 2 HBV_Phip2_4xP3 KLHP
1 98.24 81.36
2 97.50 83.90
3 96.46 98.57 90.58
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4 98.31 86.77
) 96.46 81.17
6 99.43 72.45
9 91.25 91.38 90.44
8 95.78 54.49
8 98.60 87.55
10 95.45 82.68
11 91.36 96.70 78.21
12 98.47 90.21
13 97.67 93.20
14 96.57 85.64
15 97.00 91.35
16 93.73 98.06 83.62
17 95.55 76.27
18 95.91 86.49
19 95.90 83.99
Ortalama 93.20 97.19 83.18

Ornek 18: Tavsan anti-HBV Phip5 V2 antikorlari, hastanin IqgE'sinin rPhl p 5'e

badglanmasini bloke eder

Peptit indukeli tavsan Ig'nin, alerjik hastalarin IgE antikorlarinin rPhip 5'e
baglanmasini dnleme kabiliyetini belirlemek igin, ELISA plakalari 1ug/ml rPhl p 5
ile kaplandi, yikandi ve bloke edildi. Plakalar, 1:100 seyreltiimis tavsan anti-peptiti
{HBV_Phlp2_V2), bir tavsan anti rPhl p 5 ve kontrol amacgh olarak ilgili preimmun
serumlar ile 6nceden inkube edildi. Yikamadan sonra plakalar, Phl p 5-alerjik
hastalardan elde edilen insan serumlan (1:3 seyreltiimis) ile inkibe edildi ve
baglanmis IgE, fare anti-insan IgE'sinde (Pharmingen 1:1000) ve daha sonra
koyun anti-fare IgG POX-kuplajinda (Amersham Bioscience) 1:2000 tespit edildi.
Anti-peptit antiserumlarla 6n inkUbasyon yoluyla elde edilen IgE bagdlanmasinin
inhibisyon ylizdesi su sekilde hesaplandi: 100-OD/ODp x 100.

OD; ve ODp, sirasiyla tavsan immun ve preimmun serum ile on inkubasyon
sonras! sonmeleri temsil eder. Tablo 3, anti-Phi p 5 peptid antikorlarinin, 16 alerjik
hastanin IgE'sinin tam rPhlp 5'e baglanmasini onleme kapasitesini gosterir. Anti-
fuzyon proteini serumlari, IgE'nin rPhip 5'e kargi serum ile ayni dlgide ve KLH
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peptit karisimindan daha iyi baglanmasini engelledi. Tablo 3, 16 hastanin

tamaminin inhibisyonunu (% olarak) gosterir.

Tablo 3: tavsan anti-rPhl p 1, anti-HBV_Phlp5_V2 ve anti-KLH peptit karigimi
antiserumlar ile inkubasyondan sonra 13 hastanin IgE'sinin rPhl p 5'ye

baglanmasinin %inhibisyonu

% inhibisyon
hasta rPhlp 5 HBV_Phip5_V2 KLHP karigimi
1 99.00 96.69 91.74
2 94.57 94.15 68.42
3 98.98 95.88 85.74
4 97.39 88.38 80.23
5 98.95 93.74 62.33
6 98.52 93.36 78.82
9 97.22 91.35 79.94
8 96.02 89.70 80.14
9 97.09 88.48 61.11
10 99.30 84.03 92.92
11 99.50 94.09 86.46
12 95.45 88.97 81.31
13 96.22 93.34 60.87
14 90.86 94.80 83.02
15 98.45 94.15 83.60
16 94.68 92.46 91.77
Ortalama 97.01 92.10 79.28

Ornek 19: Tavsan anti-HBV Philp6 4xP1 antikorlari, hastanin IgE’sinin rPhip 6'va
baglanmasint bloke eder

Peptit indikeli tavsan Ig'nin, alerjik hastalarin IgE antikorlarinin rPhl p6'ya
baglanmasini dnleme kabiliyetini belirlemek igin, ELISA plakalarn 1ug/mirPhl p 6
ile kaplandi, yikandi ve bloke edildi. Plakalar, seyreltiimis tavsan anti-peptiti
{(HBV_Phip6_4xP1, KLHP1), bir tavsan anti rPhl p 6 ve kontrol amagl olarak ilgili
preimmun serumlar ile dnceden inkube edildi. Yikamadan sonra plakalar, Phl p 6-
alerjik hastalardan elde edilen insan serumlari (1:3 seyreltiimisg) ile inklbe edildi ve
baglanmis IgE, fare anti-insan IgE'sinde (Pharmingen 1:1000) ve daha sonra

koyun anti-fare |gG POX-kuplajinda (Amersham Bioscience) 1:2000 tespit edildi.




10

98

Anti-peptit antiserumlarla 6n inkiibasyon yoluyla elde edilen IgE baglanmasinin
inhibisyon ylzdesi su sekilde hesaplandi: 100-OD/ODe x 100. OD; ve ODp,
sirasiyla tavsan immun ve preimmun serum ile on inkubasyon sonrasi sénmeleri
temsil eder. Tablo 4, anti-Phl p 6 peptid antikorlarinin, 21 alerjik hastanin IgE'sinin
tam rPhl p 6'e baglanmasini dnleme kapasitesini gosterir. Anti-fuzyon proteini
serumlari, IgE'nin rPhl p 6 ve KLHP1'e karsi serum ile ayni dlgude baglanmasini

engelledi. Tablo 4, 21 hastanin tamaminin inhibisyonunu (% olarak) gosterir.

Tablo 4: tavsan anti-rPhlp 6, anti-HBY_Phlp6 4xP1 ve anti-KLHP1 antiserumlari
ile inkibasyondan sonra 21 hastanin IgE'sinin rPhl p 6'ya badlanmasinin

%inhibisyonu

% inhibisyon

hasta rPhip6 HBV_Phip6_4xP1 KLHP1

1 96.52 95.96 95.64

2 88.26 91.20 88.06
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(devam)

% inhibisyon
hasta rPhip 6 HBV_Phip6_4xP1 KLHP1
3 95.07 95.39 94.10
4 82.77 83.74 81.98
5 96.71 96.35 95.20
6 95.46 93.38 92.83
7 90.52 88.07 86.06
8 86.69 85.14 83.08
9 89.09 91.56 89.00
10 97.05 96.48 97.42
11 86.97 89.19 84.95
12 37.22 49.14 44.90
13 75.97 79.19 75.85
14 91.05 92.13 87.93
15 89.01 88.25 85.82
16 92.46 91.82 91.30
17 78.99 84.13 77.93
18 47.25 67.02 67.825
19 93.84 86.62 79.841
20 58.42 56.69 71.388
21 39.92 56.69 67.797
Ortalama 81.39 83.36 82.81

Ornek 20: PreS fiizyon proteinlerinin nokta leke ve ELISA ile belirienen IgE

reaktivitesi

Saflagtinlmis rBet v 1, rekombinant fuzyon proteinleri 4xPA-PreS, 2xPA2xPB-
PreS, IgE reaktiviteleri icin RAST bazli, denatlire edici olmayan nokta leke
analizleri ile test edildi. iki pg saflastinimis protein ve kontrol amaglari
dogrultusunda HSA, nitroseliloz membran seritlerine (Schleicher & Schuell,
Dassel, Almanya) noktalandi.

Nitroseluloz seritler, tampon A'da bloke edildi (Vrtala, J Clin Invest, 1997) ve hus
agaci poleni alerjisine sahip hastalardan alinan serum (n=50) , 1:10 oraninda
seyreltiimis alerjik olmayan insanlardan alinan serum (n=3), tampon kontroli ve

pozitif kontrol {(1:1000 oraninda seyreltiimig tavsan anti-rBet v 1 antiserumu) ile
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inkiibe edildi. Bagli IgE antikorlari, '?l-etiketli anti-insan IgE antikorlari (BSM
Diagnostica, Viyana, Avusturya) ile, bagll tavsan antikorlan ile 129 _gtiketli kegi
anti-tavsan antiserumu (Perkin-Elmer) ile tespit edildi ve otoradyografi ile
gorsellestirildi (Valenta v.d., 1992). Ayrica, ELISA plakalan rBet v 1 ve
saflastirlmig PreS fuzyon proteinleri (5pg/mL) ile kaplandi. Yukarnda tarif edildigi
sekilde yikandiktan ve bloke edildikten sonra plakalar, hus agaci poleni alerjisi
olan hastalarin serumlan {n = 21) ve 1.5 oraninda seyreltilmis U¢ alerjik olmayan
kontrol serumuyla inklbe edildi. Bagh IgE, gece boyunca 1:1000 oraninda
seyreltiimis saflastinlmis fare anti-insan IgE (BD Pharmingen) ile tespit edildi ve
1:2000 oraninda seyreltiimis HRP etiketli koyun anti-fare IgG (GE Healthcare) ile
gorsellestiriidi. Yikama igleminden sonra, yukarnda agiklandigi gibi renk

reaksiyonu belirlendi.

Ornek 21: Alerjisi olan hastalarin bazofillerinin CD203c'sinin allerien indiikeli

yukari dodru diizenlenmesi

Bilgilendiriimis onam alindiktan sonra hug agaci alerjisi olan hastalardan
heparinize kan ornekleri alindi ve 15 dakika boyunca (37 °C) 0.001 ila 1 mg/mL
arasinda dedisen artan konsantrasyonlarda rBet v 1, 4PA-PreS, 2PAPB-PreS,
pozitif kontrol olarak bir monoklonal anti-IgE antikoru (Immunotech, Marseille,
Fransa) veya PBS (negatif kontrol) ile ink(ibe edildi. CD 203c ekspresyonu daha
dnce tarif edildigi gibi belirlendi.

Ornek 22: Hus adaci poleni alerjisi olan hastalarda periferik mononiikieer kan

hiicrelerinde lenfoproliferatif tepkiler ve sitokin indiiksivonu

Hus agaci poleni alerjisi olan hastalardan alinan periferik mononikleer kan
hiicreleri (n=6) Ficoll (Amersham Biosciences, Uppsala, isvec) yogunluk gradyanli
santrifljleme ile izole edildi. Daha sonra periferik monondkleer kan hlcreleri, AIM
V ortaminda (Life Technologies, Grand Island, NY) nihai 2 x 10° hiicre/goz
konsantrasyonuna Kadar yeniden suspanse edildi ve azalan antijen dozlar (es
molar 5ug/goz rBet v 1, PA, PB, PreS, 2PA-PreS, 2PB-PreS, 4PA-PreS, 2PAPB-
PreSi) ile, sadece ortamla (negatif kontrol) veya IL-2 (4 IE/g6z) (pozitif kontrol) ile



10

15

20

25

30

101

stimille edildi. 6 gun sonra, proliferatif tepkiler [*H] timidin katiimi ile dlctldl ve
stimulasyon endeksleri (S1) olarak ifade edildi.

Ayrica 17 farkli sitokin (yani, IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
13, IL-17, IFN-y, TNF-a, G-CSF, GM-CSF, MIP-13, MCP-1), Bio-plex Pro Human
Cytokine 17-Plex Panel (Bio-Rad Laboratories) ile Ureticinin talimatlarina gore 6
gunluk stimulasyondan sonra olguldu. Kisaca, seyreltimemis supernatanlar,
yakalama antikorlari (Bio-Rad) olarak farkl tanelere baglanmis anti-
sitokin/kemokin fare monoklonal antikorlari ile karistirildi. DUsuk ug hassasiyetini
saglamak igin 8 noktall standart bir egri kullanildi. Yikandiktan sonra, anti-sitokin
hiyotinlenmis saptama antikoru eklendi. Reaksiyon, Streptavidin etiketli Fikoeritrin
(PE) ve tahlil tamponu eklenerek gorsellestirildi. Numuneler bir Luminex 100
cihazinda (Biosource, Nivelles, Belgika) analiz edildi ve veriler Bio-Plex Manager
6.0 yazihmi kullanilarak elde edildi. Tum numuneler tek bir ¢calismada analiz
edildi. Sonuglar Sekil 10'da gosterilmektedir.

Ornek 23: ELISA ile rBet v 1, Bet v 1 homolog alerienleri ve Bet v 1 tiirevii

peptitlerin taninmast icin rBet v 1 ve PreS flizvon proteinleri ile immiinize edilmis

tavsan serumlarinin analizi

ELISA plakalan (Maxisorp, Nunc), kizilaga¢ (rAlng 1), findik adaci (rCora 1),
elmada (rMal d1) ,1ug/ml rBet v 1 veya homolog alerjenlerle ve ayrica birkag Bet v
1 turevli peptitlerle 1ug/ml konsantrasyonunda gece boyunca 4 °C'de kaplandi.
Yukarnda tarif edildigi gibi, rBet v 1 ve alum veya CFA'ya konjuge edilmis PreS
fuzyon proteinleri ile immunize edilmis tavsanlardan serumlarin yikanip bloke
edilmesinden sonra 1:500 ile 1:1 280 000 arasinda degdisen seri 1:2 seyreltilerinde
ve bir 1:1000 konsantrasyonda inkube edildi. HRP etiketli esek anti-tavsan
antikorlari (GE Healthcare) ile bagli tavsan IgG'si tespit edildi ve renk reaksiyonu

yukarida tarif edildigi gibi belirlendi.

Ornek 24: Aleriik hastalarin IgE'sinin rBet v 1'e badlanmasinin inhibisyonu

Hus agaci poleni alerjisi olan hastalarin IgE'sinin rBet v 1'e baglanmasinin

inhibisyonunu incelemek igin bir inhibisyon ELISA kullanildi. ELISA plakalari, gece
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boyunca 4 °C'de 1pg/ml konsantrasyonunda rBet v 1 ile kaplandi. Yikandiktan ve
bloke edildikten sonra plakalar, PreS fiizyon proteini 2PAPB-PreS ve anti-Bet v 1
tavsan serisine kargi yoneltiimis tavsan serumuyla, gece boyunca 4 °C'de tavsan
preimmun serumlan ile karsilastirildiginda 1:80 ve 1:160 seyreltisinde inkube
edildi. Ek bir ylkama asamasindan sonra, hus agaci polenine alerjisi olan
hastalarin 1:5 oraninda seyreltiimis serumlari, 4°C'de gece boyunca ilave edildi ve
bagh insan IgE'si, 1:1000 oraninda seyreltiimis alkalin fosfataz konjuge fare
monoklonal anti-insan IgE antikoru (BD Pharmingen) ile tespit edildi. 2PAPB-PreS
tavsan antiserum ve Bet v 1 tavgsan antiserum ile 6n inkUbasyondan sonra IgE'nin
rBet v 1'e baglanmasinin inhibisyon ylzdesi, su sekilde hesaplandi: ylizde
inhibisyon = 100 - (OD' x 100/ OD"). OD" ve OD', sirasiyla spesifik tavsan 1gG
(OD' ) veya preimmiin serumlar (ODF) ile én inkiibasyondan sonraki tiikenmeyi
temsil eder. (Sekil 12)

Ornek 25: Cim poleni alerjisi olan insan bireylerde cim polen, aleriisinin tedavisi

icin 4 hipoalerienik flizyon proteininin bir karisimini iceren bir asi formiilasyonunun

kullaniimasi

Ornek 8'de tarif edildigi gibi aliminyum hidroksit iceren SEQ ID No. 14, SEQ ID
No. 15, SEQ ID No.16 ve SEQ ID No. 17 olan hipoalerjenik fizyon proteinlerinin
enjekte edilebilir formdlasyonu hazirlandi. Klinik bir calisma sirasinda, asl, 69 ¢im
poleni alerjisi olan insan denege subkutan olarak 3 kez uygulandi. (Sekil 17)

Asl formulasyonu ile asilama, gucla bir 19G immuln tepkisi sagladi. Asinin ve

plasebonun 3 farkh doz seviyesinde subkutan enjeksiyonunun ardindan alerjene
ozgu IgG, as formulasyonunun 3 subkutan enjeksiyonundan dnce ve sonra
calisma katilimcilarindan alinan serumda ELISA ile belirlendi. ($ekil 14).

Bu amag¢ dogrultusunda ELISA plakalari (Nunc Maxisorp, Roskilde, Danimarka), 5
Hg/ml antijen Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 ve Phl p 6 veya kontrol olarak insan serum
albimini (HSA) ile 4 °C'de gece boyunca kaplandi. %0.5 Tween 20 (PT) igeren
PBS ile yikadiktan ve PT iginde% 2 w/v BSA ile bloke ettikten sonra plakalar,
hastalardan alinan 1:10 ila 1:100 oraninda seyreltilmis serum, atopik olmayan bir
bireyden serum veya tek basina tampondan ile 4 °C'de gece boyunca uglu
halinde inkiibe edildi. Bagh IgE antikorlari, PT, %0.5 w/v BSA'da seyreltilmis
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HRP-baglantih anti-insan IgE antikorlari ile tespit edildi. Renk gelisimi, boyama
gOzeltisi ABTS (2,2'-Azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sllfonik asit) diamonyum tuzu;
Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, ABD) (100ul/g6z) ilave edilerek gergeklestirildi.
Optik yogunluk, 405 nm'de bir ELISA Okuyucusu kullanllarak olguldu. 1gG
degerlendirmelerinin sonuglari, Sekil 14'te gosterilmistir.

Asi, in-vitro T hucresi ¢ogalma tahlilinde (Sekil 15) belirlendigi sekilde asi

formillasyonunda mevcut olan hipoalerienik flzyon proteinlerine yonelik ilgili

herhangi bir T hicresi reaktivitesini tetiklemedi, bu da hipoalerjenik flzyon

proteinlerinin T hilcresi reaktivitesinin bulunmadigini gostermektedir.

T-hlcresi ¢odalma deneyleri, asadidaki prosedur kullanilarak yapildi: Periferik kan
mononukleer hicreleri (PBMC), Ficoll (Amersham Pharmacia Biotech, Little
Chalfont, BK) yogunluk gradyan santrifujlemesi ile ¢im poleni alerjisi olan
hastalarin heparinli kan dreklerinden izole edildi. PBMC (2x10°) daha sonra,
nemlendirilmig bir atmosferde 37 °C'de ve %5 CO2'de 2 mM L-glutamin (SIGMA,
St. Louis, MO), 50 uM b-merkaptoetanol (SIGMA) ve ml basina 0.1 mg gentamisin
(SIGMA) ile takviye edilmis 200 ul serumsuz Ultra Kultar ortami (Bio-Whittaker,
Rockland, ME) icinde 96 gozli plakalarda (Nunclone; Nalge Nunc International,
Roskilde, Danimarka) Uglu halde kulturlendi. HUcreler, asinin her bir polipeptit
bileseninin 0.25pg'sini iceren bir karisimla ve karsilagtirma icgin grasspollen
ekstraktinin esit mol konsantrasyonlarinda veya kontrol amaciyla, gz bagina 4 U-
Interleukin-2 (Boehringer Mannheim, Almanya) veya ortam ile stimile edildi. 6
gUnluk kualtirden sonra géz basina 0.5 uCi [3H]timidin (Amersham Pharmacia
Biotech) eklendi ve bundan 16 saat sonra eklenen radyoaktivite, bir mikrobe
sintilasyon sayaci (Wallac ADL, Freiburg, Almanya) kullanilarak sivi sintilasyon
sayimi ile ol¢uldu. Ortalama cpm, U¢ kopyadan hesaplandi ve stimulasyon
endeksleri (Sl), antijen veya interldkin-2 stimulasyonu ve stimile edilmemis
kontrol ile elde edilen cpm'nin bir kismi olarak hesaplandi. Codalma tahlillerinin
sonuglari, Sekil 15'te gosterilmigtir.

As! ile induklenen IgG antikorlar ile tedavi, tedavi indikeli 1gG varliginda ¢im
poleni alerjenleri ile stimilasyon uzerine azaltiimis proliferatif bir tepki ile
gosterildigi gibi alerjene 6zgu T hicresi tepkisini module etme kabiliyetine sahiptir.
{Sekil 16). Bu amag dogrultusunda, stimulasyonun, tedaviden once ve sonra ayni

katihmcidan toplanan serum ile birlikte 4 ¢im polen alerjeni Phl p 1, Phl p 2, Phl p
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5, ve Phl p 6 4 (alerjen basina 0.25 pg ) karigsimi ile yapilmasi haricinde yukarida
tarif edilen tedaviden sonra ¢alisma katihmcilarindan izole edilen PBMC'ler ile T
hucresi ¢ogalma deneyleri yapildi. Deneysel kurulum ve sonuglar, Sekil 16'da
gosterilmistir.

Bir polen odasinda provokasyonun neden oldudu nazal alerji semptomlarinin
azalmasi ve titre edilmis deri prick testi ile belirlenen deri reaktivitesinin azalmasi,
20 ya da 40 pg 4 polipeptidin her birini iceren 3 enjeksiyon almis hastalarda
gbzlendi ancak her bir polipeptidin 10pg'hk dozlariyla tedaviden sonra bu

parametrelerde azalma gorialmedi (bkz. Sekil 19).

Ornek 26: Ev tozu akari alerieni Der p 2'den tiiretilen peptitlerin secimi ve bu

peptitleri kullanan PreS fiizyon proteinlerinin tasarimi

5 IgE bagdlayici olmayan Der p2 tlirevi peptitler, yani Der p2 Pep 1 (SEQ ID
No.96), Der p2 Pep2 (SEQ ID No.97), Derp2 Pep3 (SEQ ID No. 98), Der p2 Pep4
{SEQ ID No. 99), and Der p2 Pep5 (SEQ ID No. 100) asagidakilere gére incelendi

. IgE baglanma &zellikleri (nokta leke deneyi)

o Der p 2've 0zgu T hucresi reaksiyonlarini indlikleme potansiyelleri (T-hucre
cogalma tahlili)

° insan hastanin IgE'sini Der p 2'ye bloke etme kapasitesine sahip Der p 2'ye
6zgl antikorlar indiikleme yetenekleri. (tavsan anti-peptid 1gG'si kullanilarak
ELISA inhibisyonu)

Bu amac¢ dogrultusunda, peptitlerin her biri KLH'ye kimyasal olarak baglandi. Bu
eleme deneyinde KLH ve peptitlerin kimyasal eslestirmesi kullanildi, ¢lnkd bu,
farkh peptitlerin ilk karsilastirmasini sadlayan, kullanimi kolay ve iyi kurulmus ve
ileri diiz bir model sistemidir.

Der p 2 tlrevi peptitlerin IgE baglanmasi, tam alerjene kiyasla IgE nokta lekesi
tahlili ile test edildi. 26 ev tozu akari alerjisi olan hastadan elde edilen serum,
noktall KLH ile konjuge edilmis peptitler ile inkube edildi ve baglanmis IgE, 1251
etiketli anti-insan IgE'si ile tespit edildi. Asadida gosterildigi gibi 5 peptitin
hicbirinde IgE baglanmasi tespit edilmedi.
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Ev tozu akar alerjisi olan hastalarindan PBMC'de dusuk bir lenfoproliferatif tepki
indUkleyen peptitleri tammlamak igin, 10 hastadan izole edilen PBMC'ler, sadece
karsilastirma icin 5 Der p 2 turevi peptitler, KLH konjuge edilmis petitler ve vahsi
tip Der p 2 ile stimUle edildi.

Her 10 hastanin PBMC'leri, vahsi tip Der p 2 tarafindan stimule edildi ve Der p2
Pep1, Der p2 Pep2 ve Der p2 Pep4 ile stimilasyonun Gzerine cok dusuk
proliferasyonlar vardi veya hi¢ yoktu. Ancak, Der p2 Pep3 ve Der p2 Pep5 ile
stimUlasyon, PBMC'lerin sirasiyla 10 vakadan 4'Unde ve 10 vakadan 3'Unde
anlamh bir sekilde ¢ogalmasina neden oldu; bu, peptitter 3 ve 5'in onemli T
hucresi epitoplar igerdigini gosterir.

Peptitlerin IgG'yi bloke etmeyi indukleme kabiliyetini belirlemek igin, tavsanlar 5
ayri KLH-peptit konjugati ile immunize edildi. Daha sonra, peptit indukeli tavsan
IgG'nin, alerjik hastalarin IgE antikorlarinin rDer p 2've baglanmasini énleme
kabiliyeti ELISA ile arastinldi. ELISA plakalar 1ug/ml rDer p 2 ile kaplandi,
yikandi ve bloke edildi.

Plakalar, 1:100 seyreltiimis tavsan anti-peptiti (KLH-P1, KLH-P2, KLH-P3, KLH-P4
ve KLH-P5), bir tavsan anti rDer p 2 ve kontrol amagh olarak ilgili preimmin
serumlar ile onceden inkUbe edildi. Yikamadan sonra plakalar, ev tozu akarina
alerjisi olan, Der p 2 hassas hastalardan elde edilen insan serumlan (1:3
seyreltiimis) ile inkibe edildi ve badlanmis IgE, fare anti-insan IgE'sinde
(Pharmingen 1:1000) ve daha sonra koyun anti-fare IgG POX-kuplajinda
{Amersham Bioscience) 1:2000 tespit edildi. Anti-peptit antiserumlarla 6n
inkubasyon yoluyla elde edilen IgE baglanmasinin inhibisyon yuzdesi su sekilde
hesaplandi: 100-ODi/ODP x 100.
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Tablo 5: Anti-Phi p 2 peptid antikorlarinin, 20 alerjik hastanin IgE'sinin tam rPhl p

2'e baglanmasini dnleme kapasitesi Peptitler 2, 3 ve 4 tarafindan indiklenen anti-

KLH-peptit serumlari, IgE baglanmasini, vahsi tip Der p 2'ye kargi sera ile ayni

olglde bloke etti. Tablo 5, 20 hastanin tamaminin inhibisyonunu (% olarak)

gOsterir.

Hasta No | Peptit 1 Peptit 2 Peptit 3 Peptit 4 Peptit5 | Derp 2
1 50.63 74.41 78.36 75.50 1.07 78.26
2 49.61 7715 82.95 77.85 4.16 82.74
3 64.73 87.41 92.13 89.25 0.00 93.34
4 37.98 72.24 81.08 75.60 2.48 84.25
5 0.00 43.56 50.52 47.28 0.00 56.70
6 5412 80.63 82.64 80.94 1.10 83.21
7 51.43 79.64 92.08 83.25 16.16 93.51
8 42.93 71.02 79.55 75.44 0.83 78.35
9 30.33 58.36 50.94 56.49 7.76 57.03
10 38.46 66.79 71.20 71.25 0.00 69.06
11 48.15 74.60 83.13 78.97 5.59 83.56
12 46.06 68.54 74.05 71.32 10.05 76.46
13 4471 73.62 87.29 77.19 4.97 84.34
14 39.20 63.55 63.94 65.30 0.00 66.20
15 43.62 71.82 89.94 74.54 0.51 94.39
16 38.09 69.94 84.08 72.45 1.29 86.83
17 43.63 7416 87.12 78.50 2.98 89.10
18 29.09 73.75 89.97 77.59 1.38 90.66
19 40.44 56.77 62.09 62.30 0.00 66.16
20 20.89 60.85 70.76 63.16 2.69 74.98

ortalama 40.71 69.94 77.69 72.711 3.15 79.46
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Tablo 6: Peptitlerin secimi i¢in karar matrisi. Peptitler 2 ve 4, bu

bulusun peptit fragmanlarinin tim gereksinimlerini karsilar.

peptid, hi¢ T
hiicresi

reaktivitesine

peptid, insan

IgE'sinin Der
p 2'ye

baglanmasini

peptid, IgE neden olmaz inhibe eden Peptit
baglayici ya da ¢ok IgG'yi uygun
degildir duguktur indukler mu’?
Der p2 Pep 1 v v X Hayir
Der p2 Pep2 v v v evet
Der p2 Pep3 v X v hayir
Der p2 Pep4 v v v evet
Der p2 Pep5 v X X hayir
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Ornek 27: Der p 1 tiirevii hipoalerienik peptitlerin secimi

IgE-bloke edici IgG antikorlarini induklemek i¢in Der p 1 turevli peptitlerin tercih
edilebilirligi, ELISA plakalarinin, Der p 2 yerine vahsi tip Der p 1 ile kaplandi§i
istisna disinda 6rnek 26'da tarif edildigi gibi bir inhibisyon ELISA'sinda 6 ev tozu
akari alerjisi olan hastadan tavsan-anti-peptidKLH antiserumlar ve serumlari

kullanilarak belirlendi.

Tablo 7: Anti-Phi p 1 peptid antikorlarinin, 6 alerjik hastanin
IgE'sinin tam Der p 1'e badlanmasini énleme kapasitesi. Peptitler 1,
2 ve 8 tarafindan induklenen anti-KLH-peptit serumlarinin, IgE
baglanmasini, vahsi tip Der p 1'e karsi sera ile ayni dlgude bloke

ettigi bulundu. Tablo 7, 6 hastanin inhibisyonunu (% olarak) gosterir.

Hastal Hastall Hastalll HastalV HastaVV HastaVl ortala

Derp1 729 91.3 80 90.8 87.5 89.7 85.4
peptit1 50 68.4 65.5 87.7 77.4 85.1 72.4
peptit2 47.8 73.4 66.1 83.2 72.6 82.5 70.9
peptit3 225 282 22.1 35.5 26.4 27.6 27.1
peptitd 244 424 33.4 46.5 33.2 42 37.0
peptit5 22.7 31.4 23.3 38.4 30.4 315 29.6
peptit6 1.9 12.8 3.6 5.6 4.2 5.4 5.6
peptit7 30 51.8 43.5 67.4 52.1 59.6 50.7
peptit8 41.1 65.8 52.8 76 66.2 73.9 62.6
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Asn

Asn

Ala

120

His

Thr

Arg

Ala

Arg

290

val

Arg

Lys

Thr

Lys

Thr

25

Gln

Thr

Pro

Phe

Asn
105

Asn

105

Asn

Gly

val

Gln

Met

185

Val

Asn

Thr

Leu

Ala
265

Leu

10

Ala

Lys

Thr

Arg

Phe

90

Pro

Pro

Gln

Gly

Ser

Pro

170

Gln

Arg

Pro

Gly

Ile

250

Asn

120

Ile

Asn

Leu

Ala

Lys

75

Pro

Asp

Asp

val

Ile

Thr

155

Thr

Trp

Gly

Ala

Asp

235

Glu

val

Glu

val

Ile

Asn

60

Gly

Asp

Trp

Trp

Gly

Leu

140

Ile

Pro

Asn

Leu

Pro

220

Pro

Asp

Pro

Asp

Pro

Glu

45

val

Met

His

Asp

Asp

val

125

Gly

Pro

Ile

Ser

Tyr

205

Asn

val

val

Pro

Val

Pro

30

Asp

Pro

Gly

Gln

Phe
110

Phe

110

Gly

Trp

Pro

Ser

Thr

190

Phe

Ile

Thr

Asn

Ala
270

Asn

15

Ala

Val

Pro

Thr

Leu

95

Asn

Asn

Ala

Ser

Pro

Pro

175

Ala

Pro

Ala

Asn

Ala

255

Asp

Ala

Asp

Asn

Ala

Asn

Asp

Pro

Pro

Phe

Pro

Ala

160

Pro

Phe

Ala

Ser

Gly

240

Ser

Lys



121

Gly Lys Ala Thr Thr Glu Glu Gln Lys Leu Ile Glu Asp Val Asn Ala
275 280 285

Ser Phe Arg Ala Ala Met Ala Thr Thr Ala Asn Val Pro Pro Ala Asp
290 295 300

Lys
305

<210> 18
<211> 346
<212> PRT
5 <213> Yapay Sekans

<220>
<223> Peptit

10 <400> 18

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

Glu Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe Pro Glu
20 25 30

Gly Pro Phe Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Leu Phe Pro Lys
35 40 45

val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly
50 55 60

Gly Pro Gly Thr Ile lys Lys Ile Ser Pro Glu Gly Pro Phe Lys Tyr
65 70 75 g0

Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Gly Gly Trp Ser Ser Lys Pro Arg Lys
85 SC 35

Gly Met Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro
100 105 110

Asp His Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly Ala Asn Ser Asn Asn Pro Asp
115 120 125

Trp Asp Phe Asn Pro Ile Lys Asp His Trp Pro Ala Ala Asn Gln Val
130 135 140

Gly Val Gly Ala Phe Gly Pro Gly Leu Thr Pro Pro His Gly Gly Ile
145 130 153 160

Leu Gly Trp Ser Pro Gln Ala Gln Gly Ile Leu Thr Thr Val Ser Thr
165 1790 175



122

Ile Pro Pro Pro Ala Ser Thr Asn Arg Gln Ser Gly Arg Gln Pro Thr
180 185 130

Pro Ile Ser Pro Pro Leu Arg Asp Ser His Pro Gln Ala Met Gln Trp
185 200 205

Asn Ser Thr Ala Phe His Gln Ala Leu Gln Asp Pro Arg Val Arg Gly
210 215 220

Leu Tyr Phe Pro Ala Gly Cly Ser Ser Ser Gly Thr val Asn Pro Ala
225 230 235 249

Pro Asn Ile Ala Ser His Ile Ser Ser Ile Ser Ala Arg Thr Gly Asp
245 250 255

Pro Val Thr Asn Leu Phe Pro Lys Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser
260 265 270

Val Glu Asn Ile Glu Gly Asn Gly Gly Pre Gly Thr Ile Lys Lys Ile
275 280 285

Ser Pro Glu Gly Pro Phe Lys Tyr Val lys Asp Arg Val Asp Glu Leu
230 295 300

Phe Pro Lys Val Ala Pro Gln Ala Ile Ser Ser Val Glu Asn Ile Glu
305 310 315 320

Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys lLys Ile Ser Pro Glu Gly Pro
325 330 335

Phe Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu
340 345

<210> 19
5 <211> 349
<212> PRT
<213> Yapay Sekans

<220>
10 <223> Peptit

<400> 19



Leu

Glu

Gly

val

Gly

65

val

Gly

Asp

Trp

Gly

145

Leu

Ile

Pro

Asn

Leu

225

Pro

Pro

Asp

Gly

Fhe

Gly

Pro

Ala

50

Pro

Lys

Met

His

Asp

130

val

Gly

Pro

Ile

Ser

210

Tyr

Asn

Val

Glu

Gly
290

Pro

Gly

5

Asn Gly Gly

20

Phe Lys Tyr

35

Pro Gln Ala

Gly Thr Ile

Asp Arg Val

85

100

Lys Val Ala Pro

Pro Gly

val

Ile

Lys

70

Asp

Gln Leu Asp Pro Ala
115

Phe Asn Pro Ile Lys

Lys Asp

Ser
55

Lys

Glu

Phe

Gln

Thr

Ala Ile Ser

10

25

40

Ser Val Glu Asn

Ile

Gly

Thr Asn Leu Ser Val

120

135

Gly Ala Phe Gly Pro

150

165

180

Trp Ser Pro Gln Ala

Pro Pro Ala Ser Thr

Asp

Gly

Gln

Asn

Ile Lys Lys

Arg Val Asp

Ser Pro Glu

123

Ser Val

Ile Ser

Glu Leu

45

Ile Glu

60

75

Gly Trp Ser

90

Pro Asn Pre
105

Gly Ala Asn

His Trp Pro

Leu Thr Pro

Gly Pro

Ser Lys

Leu Gly

Ser Asn

Glu

Phe

Phe

Gly

Phe

Pro

Phe

Asn Ile

Pro Glu

Pro Lys

Asn Gly

Lys Tyr

80

95

110

125

Ala Ala

140

155

Gly Ile Leu

170

185

Ser Pro Pro Leu Arg Asp Ser

185

Thr Ala Phe

Phe Pro Ala

Ile Ala Ser
245

Thr Asn Pro
260

Val Asp His
275

Pro Ile Gly

His

Gly

230

His

Glu

Thr

Asp

Gln

215

Gly

Ile

Gly

Asn

Thr
295

200

Ala

Ser

Ser

Phe

Phe

280

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

265

Lys

Glu

Arg Gln Ser

His

Gln

Ser

Ile

250

Phe

Tyr

Lys

Pro

Asp

Gly

235

Ser

Lys

Asn

Ile

Pro His

Thr Thr

Gly Arg

Gln

Pro

220

Thr

Ala

Tyr

Tyr

Ser
300

Asn

Asn

Gly

Val

Gln

Arg Lys

Phe Pro

Pro Asp

Gln val

Gly Ile

160

175

190

Ala

205

Arg

val

Arg

Val

Ser

285

Asn

Met

Val

Asn

Thr

Asp

270

val

Glu

Gln

Arg

Pro

Gly

255

Arg

Ile

Ile

Ser Thr

Pro Thr

Trp

Gly

Ala

240

Asp

val

Glu

Lys



10

124

Ile Pro Glu Gly Phe Pro Phe Lys Tyr Val Asp Arg Val Asp Glu Asp

305

310

318

320

His Thr Asn Phe Lys Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly Pro Ile

325

330

Gly Asp Thr Leu Glu Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys Ile

<210> 20

340

345

<211> 307
<212> PRT
<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Peptit

<400> 20

Met Ala

Gly Tyr

Gly Lys

Gly Phe
50

Asp Leu

Thr Pro
20

Ala Thr
35

Lys Ala

Gly Tyr Gly Pro Ala
5

Ala Thr Pro Ala Ala
25

Thr Glu Glu Gln Lys
40

Ala Leu Ala Ala Ala
55

Thr

10

Pro

Leu

Ala

Pro Ala

Ala Glu

Ile Glu

Gly val
60

Ala Pro

Ala Ala
30

Lys Ile
45

Gln Pro

335

Ala

15

Pro

Asn

Ala

Ala

Ala

Ala

Asp



Lys

65

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

145

Ala

Tyr

Lau

Pro

Ile

Gly

130

Gln

Ser

Arg Gly

Ser Val

Ala Phe

100

Lys Asp

115

Pro Gly

Ala Gln

Thr Asn

Pro Leu Arg Asp

Phe His

Ala Gly

210

Ser His

225

Glu Ala

Glu Ser

Glu val

180

Gln Ala
195

Gly Ser

Ile Ser

Ala Fhe

Tyr Lys

260

Lys Val
275

Gly

Pro

85

Gly

His

Leu

Gly

Trp Ser
70

Asn Pro

Ala Asn

Trp Pro

Thr Pro

135

Tle Leu
150

Arg Gln Ser

165

Ser

Leu

Ser

Ser

Asn

245

Phe

Ile

His Pro

Gln Asp

Ser Gly

215

Ile Ser

230

Asp Ala

Ile Pro

Pro Ala

Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala

290

Asn Asp Lys

305

<210> 21
<211> 173
<212> PRT
<213> Hepatit B virlsi

295

Ser

Lau

Ser

Ala

120

Pro

Thr

Gly

Gln

Pro

200

Thr

Ala

Ile

Ala

Gly
280

Ala

Lys

Gly

Asn

105

Ala

His

Thr

Pro

Phe

S0

Asn

Asn

Gly

Val

125

Arg

75

Phe

Pro

Gln

Gly

Ser
155

Arg Gln Pro

Ala

185

Arg

Val

Arg

Lys

Leu

265

Glu

Thr

170

Met

val

Asn

Thr

Ala

2350

Glu

Len

Ala

Gln

Arg

Fro

Gly

235

Ser

Ala

Gln

Ala

Lys

Pro

Asp

val

Ile

140

Thr

Thr

Trp

Gly

Ala

220

Asp

Thr

Ala

val

Asn

300

Gly

Asp

Trp

Gly

125

Leu

Ile

Pro

Asn

Leu

205

Pro

Pro

Gly

Val

Ile
285

Ala

Met

His

Asp

110

val

Gly

Pro

Ile

Ser

190

Tyr

Asn

val

Gly

Lys

270

Glu

Ala

Gly

Gln

95

Phe

Gly

Trp

Pro

Ser
175

Thr

Phe

Ile

Thr

Ala

255

Ala

Lys

Pro

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

Pro

160

Pro

Ala

Pro

Ala

Asn

240

TYT

Glu

Vval

Ala
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<400> 21

Gly Gly Trp
1

vVal

BPhe

Asp

Gly

65

Gln

Asn

Asp

Ala

Ser

145

Ser

Pro

Gly

His

Leu

Gly

Arg

Ser

Leu

130

Ser

Ser

Asn

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln

His

115

Gln

Ser

Ile

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser
100

Pro

Asp

Gly

Ser

<210> 22
<211> 33
<212> PRT
<213> Yapay Sekans

<220>

Ser

Leu

Ser

Ala

Pro

Thr

85

Gly

Gln

Pro

Thr

Ala
185

<223> Peptit

<400> 22

Lys

Gly

Asn

Ala

Hisg

10

Thr

Arg

Ala

Arg

val

150

Arg

Prc

Pha

Asn

Asn

Gly

val

Gln

Met

Val

135

Asn

Thr

Arg

Phe

Pro

Gln

Gly

Ser

Pro

Gln

120

Arg

Pro

Gly

Lys

Pro

Asp

val

Ile

Thr

Thr
108

Trp

Gly

Ala

Asp

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

Ile

30

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro
170

Met

His

Asp

Val

Gly

75

Pro

Ile

Ser

Tyr

Asn

155

val

126

Gly

Gln

Phe

Pro

Ser

Thr

Phe

140

Ile

Thr

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala

125

Pro

Ala

Asn

Asn

Asp

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro
110

Fhe

Ala

Ser

Leu

Pro

Ile

Gly

Gln

Ser

95

Leu

His

Gly

His

Ser

Ala

Lys

Pro

Ala

80

Thr

Arg

Gln

Gly

Ile
160



10

20

127

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

Lys Ala Ala Leu Ala Ala ala Ala Gly Val Gln Pro Ala Asp Lys Tyr
20 25 30

<210> 23
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 23

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

Glu Gly Asp Tyr Val Trp Lys Ile Ser Glu Phe Tyr Gly Arg Lys Pro
20 25 30

Glu Gly Thr Tyr Tyr Asn Ser Leu
35 40

<210> 24
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 24

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

Ser Ala Gln Ala Asp Lys Leu Glu Asp His Lys Trp Tyr Ser Cys Gly
20 25 30

Glu Asn Ser Phe Met 35



10

20

25

128

<210> 25
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 25

Glu Asn Ser Phe Met Asp Phe Ser Phe Asp Ser Asp Arg Ser Gly Leu

1

5 10 15

Leu Leu Lys Gln Lys Val Ser Asp Asp Ile Thr Tyr Val Ala
20 25 30

<210> 26
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 26

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

Asp Phe Val Cys Gln Gly Val Ala Asp Ala Tyr Ile Thr Leu Val Thr
20 25 30

lLeu Pro lys Ser Ser
35

<210> 27
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay



10

20

129

<220>
<223> Alt a 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 27

Met His Ser Ser Asn Asn Phe Phe Lys Asp Asn Ile Phe Arg Ser Leu
1 5 10 15

Ser Lys Glu Asp Pro Asp Tyr Ser Arg Asn Ile Glu Gly Gln Val Ile
20 25 30

Arg Leu His Trp Asp Trp Ala Gln
35 40

<210> 28
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223~ Alt a 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekl

<400> 28

Leu Leu Met Leu Ser Ala Lys Arg Met Lys Val Ala Phe Lys Leu Asp
1 5 10 15

Ile Glu Lys Asp Gln Arg Val Trp Asp Arg Cys Thr Ala Asp Asp Leu

20 25 30

Lys Gly Arg Asn Gly Phe Lys Arg
35 40

<210> 29
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>



130

<223> Alt a 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 29

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

Asn Glu Ala Phe Phe Ser Ala Phe Arg Glu Asn Arg Glu Thr Ile Ile
20 25 30

Asn Thr Asp Leu Glu Tyr Ala Ala
35 40

<210> 30
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 30

Lys Ser Ile Ser Met Ala Arg Leu Glu Asp Leu Trp Lys Glu Tyr Gln
1 5 10 15

Lys Ile Phe Prc Ser Ile Gln Val Ile Thr Ser Ala Phe Arg Ser Ile
20 25 30

Glu Pro Glu Leu Thr val Tyr Thr
35 40

<210> 31
<211> 30
<212>PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekil



15

20

25

131

<400> 31

Cys Leu Lys Lys Ile Glu Ala Ser Phe Glu leu Ile Glu Glu Asn Gly
1 5 10 15

Asp Pro Lys Ile Thr Ser Glu Ile Gln Leu Leu Lys Ala Ser
20 25 30

<210> 32
<211> 34
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 32

Met Thr Ile Thr Lys Ile His Ala Arg Ser Val Tyr Asp Ser Arg Gly
1 5 10 15

Asn Pro Thr Val Glu Val Asp Ile Val Thr Glu Thr Gly Leu His Arg
20 25 30

Ala lie

<210> 33
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 33



10

15

20

132

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

Thr Gly Ser His Glu Ala Cys Glu Leu Arg Asp Gly Asp Lys Ser Lys
20 25 30

Trp Gly Gly Lys Gly Vval Thr Lys
35 40

<210> 34
<211> 42
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 34

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

Val Asp Ala Phe Leu Asn Lys Leu Asp Gly Thr Thr Asn Lys Thr Asn
20 25 30

Leu Gly Ala Asn Ala Ile Leu Gly Val Ser
35 40

<210> 35
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 35



10

20

133

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

Lys Lys Pro Tyr Val Leu Pro Val Pro Phe Gln Asn Val Leu Asn Gly
20 25 30

Gly Ser His Ala Gly Gly Arg Leu Ala
35 40

<210> 36
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 36

Cys Glu Ala Pro Thr Phe Ser Glu Ala Met Arg Gln Gly Ala Glu Val
1 5 10 15

Tyr Gln Lys Leu Lys Ala Leu Ala Lys Lys Thr Tyr Gly Gln Ser Ala
20 25 30

Gly Asn Val Gly Asp Glu Gly Gly
35 40

<210> 37
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 37



20

25

134

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

Glu Lys Lys Tyr Asp Leu Asp Phe Lys Asn Pro Asp Ser Asp Lys Ser
20 25 30

Lys Trp Leu Thr Tyr Glu Gln Leu
35 40

<210> 38
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 38

Val Ser Ile Glu Asp Pro Phe Ala Glu Asp Asp Trp Glu Ala Trp Ser
1 5 10 15

Tyr Phe Phe Lys Thr Tyr Asp Gly Gln Ile Val Gly Asp Asp Leu Thr
20 25 30

Val Thr Asn Pro Glu Phe Ile Lys
35 40

<210> 39
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 39



10

20

135

Ala Lys Asp Ala Phe Gly Ala Gly Trp Gly val Met Val Ser His Arg
1 5 10 15

Ser Gly Glu Thr Glu Asp Val Thr Ile Ala Asp Ile Val Val Gly Leu
20 25 30

Arg Ser Gly Gln Ile Lys Thr Gly
35 40

<210> 40
<211> 38
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Alt a 6 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 40

Ala Pro Ala Arg Ser Glu Arg Leu Ala Lys Leu Asn Gln Ile Leu Arg
1 5 10 15

Ile Glu Glu Glu Leu Gly Asp Asn Ala Val Tyr Ala Gly Asn Asn Phe

20 25 30

Arg Thr Ala Val Asn Leu
35

<210> 41
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 41



10

20

136

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

Tyr Asn Ile Ile Asp Gly Cys Trp Arg Gly Lys Ala Asp Trp Ala Glu
20 25 30

Asn Arg Lys Ala Leu Ala Asp Cys
35 40

<210> 42
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 42

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

Asp Val Ala Asn Pro Lys Glu Gly Thr Leu Arg Phe Gly Ala Ala Gln
20 25 30

Asn Arg Pro Leu Trp Ile Ile Phe Glu
35 40

<210> 43
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 43



20

137

Ile Arg Leu Asp Lys Glu Met Val Val Asn Ser Asp Lys Thr Ile Asp
1 5 10 15

Gly Arg Gly Ala Lys Val Glu Ile Ile Asn Ala Gly Phe Thr Leu
20 25 30

<210> 44
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 44

Rsn Val Tle Tle His Asn Ile Asn Met His Asp Val Lys Val Asn Pro
1 5 10 15

Gly Gly Leu Ile Lys Ser Asn Asp Gly Pro Ala Ala Pro Arg Ala Gly
20 25 30

Ser Asp Gly Asp Ala Ile Ser Ile Ser
35 40

<210> 45
<211> 39
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 45



20

138

Gly Thr Thr Arg Leu Thr Val Ser Asn Ser Leu Phe Thr Gln His Gln
1 5 190 15

Phe Val Leu Leu Phe Gly Ala Gly Asp Glu Asn Ile Glu Asp Arg Gly
20 25 30

Met Leu Ala Thr Val Ala Phe
35

<210> 46
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekll

<400> 46

Asn Thr Phe Thr Asp Asn Val Asp Gln Arg Met Pro Arg Cys Arg His
1 5 10 15

Gly Phe Phe Gln Val Val Asn Asn Asn Tyr Asp Lys Trp Gly Ser Tyr
20 25 30

Ala Ile Gly Gly Ser
35

<210> 47
<211> 46
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 47



20

139

Ile Leu Ser Gln Gly Asn Arg Phe Cys Ala Pro Asp Glu Arg Ser Lys
1 5 10 15

lys Asn Val leu Gly Arg His Gly Glu Ala Ala Ala Glu Ser Met Lys
20 25 30

Trp Asn Trp Arg Thr Asn Lys Asp Val Leu Glu Asn Gly Ala
35 40 45

<210> 48
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Amb a 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 48

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

Ala Glu Pro Gly Glu Ser Ala Leu Ser Leu Thr Ser Ser Ala Gly Val
20 25 30

Leu Ser Cys Gln Pro Gly Ala Pro Cys
35 40

<210> 49
<211> 44
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Art v 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 49



140

Ser Lys Leu Cys Glu Lys Thr Ser Lys Thr Tyr Ser Gly Lys Cys Asp
1 5 10 15

Asn Lys Lys Cys Asp Lys Lys Cys Ile Glu Trp Glu Lys Ala Gln His
20 25 30

Gly Ala Cys His Lys Arg Glu Ala Gly Lys Glu Ser
35 40

<210> 50
<211> 31

5 <212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Art v 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil
10

<400> 50

Ser Cys Phe Cys Tyr Phe Aap Cys Ser Lys Ser Pro Pro Gly Ala Thr
1 5 10 15

Pro Ala Pro Pro Gly Ala Ala Pro Pro Pro Ala Ala Gly Gly Ser
20 25 30

15 <210> 51
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

20



15

20

141

<220>
<223> Art v 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 51

Ala Pro Pro Pro Ala Ala Gly Gly Ser Pro Ser Pro Pro Ala Asp Gly
1 5 10 15

Gly Ser Pro Pro Pro Pro Ala aAsp Gly Gly Ser Pro Pro Val Asp Gly
20 25 30

Gly Ser Pro Pro Pro Pro Ser Thr His
35 40

<210> 52
<211> 38
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Can f 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 52

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

Trp Tyr Leu Lys Ala Met Thr Ala Asp Gln Glu Val Pro Glu Lys Pro
290 25 30

Asp Ser Val Thr Pro Met

35

<210> 53
<211>40
<212> PRT
<213> Yapay
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<220>
<223> Can f 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 53

Asp Ser val Thr Pro Met Ile Leu Lys Ala Gln Lys Gly Gly Asn Leu
1 5 10 15

Glu Ala Lys Ile Thr Met Leu Thr Asn Gly Gln Cys Gln Asn Ile Thr
20 25 30

Val Val Leu His Lys Thr Ser Glu
35 40

<210> 54
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Can f 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 54

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

Tyr Thr Ala Tyr Glu Gly Gln Arg Val Val Phe Ile Gln Pro Ser Pro
20 25 30

Val Arg Asp His Tyr Ile Leu Tyr Cys
35 40

<210> 55
<211>40
<212> PRT
<213> Yapay
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<220>
<223> Can f 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 55

Gln Pro Ser Pro Val Arg Asp His Tyr Ile Leu Tyr Cys Glu Gly Glu
1 5 10 15

Leu His Gly Arg Gln Ile Arg Met Ala Lys Leu Leu Gly Arg Asp Pro
20 25 30

Glu Gln Ser Gln Glu Ala Leu Glu
35 40

<210> 56
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Can f 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 56

Arg Asp Pro Glu Gln Ser Gln Glu Ala Leu Glu Asp Phe Arg Glu Phe
1 5 10 15

Ser Arg Ala Lys Gly Leu Asn Gln Glu Ile Leu Glu Leu Ala Gln Ser
20 25 30

Glu Thr Cys Ser Pro Gly Gly Gln
35 40

<210> 57
<211> 40
<212>PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Can f 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl
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<400> 57

Gln Glu Gly Asn His Glu Glu Pro Gln Gly Gly Leu Glu Glu Leu Ser
1 5 10 15

Gly Arg Trp His Ser Val Ala Leu Ala Ser Asn Lys Ser Asp Leu Ile
20 25 30

Lys Pro Trp Gly His Phe Arg Val
35 40

<210> 58
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Can f 2 abgeleitetes hypoallergenes MolekUl

<400> 58

Prc Trp Gly His Phe Arg vVal Phe Ile His Ser Met Ser Ala Lys Asp
1 5 10 15

Gly Asn Leu His Gly Asp Ile lLeu Ile Pro Gln Asp Gly Gln Cys Glu
20 25 30

Lys Val Ser Leu Thr Ala Phe Lys
35 40

<210> 59
<211> 38



145

<212> PRT
<213> Yapay

<220>
s <223> Can f 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 59

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

Phe Asp Leu Glu Tyr Trp Gly His Asn Asp Leu Tyr Leu Ala Glu Val
20 25 30

Asp Pro Lys Ser Tyr Leu
35

10
<210> 60
<211> 39
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Can f 2 abgeleitetes hypoallergenes MolekUl

<400> 60
20

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

Tyr Met Ile Asn Gln Tyr Asn Asp Asp Thr Ser Leu Val Ala His Leu
20 25 30

Met Val Arg Asp Leu Ser Arg
35

<210> 61
<211> 42
25 <212> PRT
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<213> Yapay

<220>
<223> Can f 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 61

Val Arg Asp Leu Ser Arg Gln Gln Asp Phe Leu Pro Ala Phe Glu Ser
1 5 10 15

Val Cys Glu Asp Ile Gly Leu His Lys Asp Gln Ile Val Val leu Ser
20 25 30

13

20

25

30

<210> 62
<211> 34
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 62

Asp Asp Asp Arg Cys Gln Gly Ser Arg Asp
35 40

<210> 62
<211> 34
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdil

<400> 62
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Glu Ala His Gln Ser Glu Ile Ala His Arg Phe Asn Asp Leu Gly Glu
1 5 10 15

Glu His Phe Arg Gly Leu Val Leu Val Ala Phe Ser Gln Tyr Leu Gln
20 25 30

Gln Cys

<210> 63
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 63

Cys Thr Val Ala Ser Leu Arg Asp Lys Tyr Gly Glu Met Ala Asp Cys
1 5 10 15

Cys Glu Lys Lys Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln His Lys
20 25 30

Asp Asp Asn
35

<210> 64
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 64
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Asn Glu Gln Arg Phe Leu Gly Lys Tyr Leu Tyr Glu Ile Ala Arg Arg
1 5 10 15

His Pro Tyr Phe Tyr Ala Pro Glu Leu Leu Tyr Tyr Ala Glu

20 25 30

<210> 65
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 65

Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp Leu Ala Lys Tyr Ile Cys Glu Asn Gln
1 5 10 15

Asp Ser Ile Ser Thr Lys Leu Lys Glu Cys Cys Gly Lys Pro Val
20 25 30

<210> 66
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 66

val Glu Agp Lys Glu Val Cys Lys Asn Tyr Gln Glu Ala Lys Asp Val
1 5 10 15

Phe Leu Gly Thr Phe Leu Tyr Glu Tyr Ser Arg Arg His Pro
20 25 30
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<210> 67
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekl

<400> 67

Leu Ala Lys Glu Tyr Glu Ala Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Thr Asp
1 5 10 15

Asp Pro Pro Ala Cys Tyr Ala His Val Phe Asp Glu Phe Lys
20 25 30

<210> 68
<211>30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekll

<400> 68

Glu Lys Gln Ile Lys Lys Gln Ser Ala Ieu Val Glu Leu Leu Lys His
1 5 10 15

Lys Pro Lys Ala Thr Glu Glu Gln Leu Lys Thr Val Met Gly
20 25 30

<210> 69
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay
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<220>
<223> Fel d 2 ahgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 69

Vval Asp Lys Cys Cys Ala Ala Glu Asp Lys Glu Ala Cys Phe Ala Glu
1 5 10 15

Glu Gly Pro Lys Leu Val Ala Ala Ala Gln Ala Ala Leu Ala
20 25 30

<210> 70
<211> 42
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 70

Cys Pro Phe Glu Asp His val Lys Leu Val Asn Glu vVal Thr Glu Phe
1 5 10 15

Ala Lys Gly Cys Val Ala Asp Gln Ser Ala Ala Asan Cys Glu Lys Ser
20 25 30

Leu His Glu Leu Leu Gly Asp Lys Leu Cys
35 40
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<210> 71
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 71

Cys Phe Leu Gln Hig Lys Asp Asp Asn Pro Gly Phe Gly Gln Leu Vval
1 5 10 15

Thr Pro Glu Ala Asp Ala Met Cys Thr Ala Phe His Glu Asn Glu Gln

20 25 30

Arg Phe Leu Gly Lys Tyr Leu Tyr Glu
35 40

<210>72
<211> 42
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400=> 72

Glu Glu Tyr Lys Gly Val Phe Thr Glu Cys Cys Glu Ala Ala Asp Lys
1 5 10 15

Ala Ala Cys Leu Thr Pro Lys Val Asp Ala Leu Arg Glu Lys Val Leu
20 25 30

Ala Ser Ser Ala Lys Glu Arg Leu Lys Cys
35 40
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<210>73
<211> 38
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 73

Cys Ala Ser Leu Gln lLys Phe Gly Glu Arg Ala Phe Lys Ala Trp Ser

1 5 10 15

Val Ala Arg Leu Ser Gln Lys Phe Pro Lys Ala Glu Phe Ala Glu Ile

20 25 30

Ser Lys Leu Val Thr Asp
35

<210>74
<211>38
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 74

Phe Ala Glu Ile Ser Lys Leu Val Thr Asp Leu Ala Lys Ile His Lys

1 5 10 15

Glu Cys Cys His Gly Asp Leu Leu Glu Cys Ala Asp Asp Arg Ala Asp

20 25 30

Leu Ala Lys Tyr Ile Cys
35
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<210> 75
<211> 38
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 75
10

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

Arg Asp Glu Leu Pro Ala Asp Leu Pro Pro Leu Ala Val Asp Phe Val
20 25 30

Glu Asp Lys Glu Val Cys
35

<210>76
<211> 42

15 <212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl
20

<400> 76

Cys Glu Leu Phe Glu Ly& Leu Gly Glu Tyr Gly Phe Gln Asn Ala Leu
1 5 10 15

Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu
20 25 30

val Glu Val Ser Arg Ser Leu Gly Lys Val
35 40

25 <210>77
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<211> 39
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 77

Cys Thr His Pro Glu Ala Glu Arg Leu Ser Cys Ala Glu Asp Tyr Leu
1 5 10 15

Ser Val Val Leu Asn Arg Leu Cys Val Leu His Glu Lys Thr Pro Val
20 25 30

Ser Glu Arg Val Thr Lys Cys
35

<210>78
<211> 42
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 78
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Cys Thr Glu Ser Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu Gln
1 5 10 15

Val Asp Glu Thr Tyr Val Pro Lys Glu Phe Ser Ala Glu Thr Phe Thr
20 25 30

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

<210>79
<211> 40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Ole e 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 79

Glu Asp Ile Pro Gln Pro Pro Val Ser Gln Phe His Ile Gln Gly Gln
1 5 10 15

Val Tyr Cys Asp Thr Cys Arg Ala Gly Phe Ile Thr Glu Leu Ser Glu
20 25 30

Phe Ile Pro Gly Ala Ser Leu Arg
35 40

<210> 80
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Ole e 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 80
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Gly Ala Ser Leu Arg Leu Gln Cys Lys Asp Lys Glu Asn Gly Asp Vval
1 5 10 15

Thr Phe Thr Glu Val Gly Tyr Thr Arg Ala Glu Gly Leu Tyr Ser
20 25 30

<210> 81
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Ole e 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 81

Gly Leu Tyr Ser Met Leu Val Glu Arg Agp His Lys Asn Glu Phe Cys
1 5 10 15

Glu Ile Thr Leu Ile Ser Ser Gly Arg lys Asp Cys Asn Glu Ile Pro
20 25 30

Thr Glu Gly Trp Ala
35

<210> 82
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Ole e 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 82
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Gly Arg Lys Asp Cys Asn Glu Ile Pro Thr Glu Gly Trp Ala Lys Pro
1 5 10 15

Ser Leu Lys Phe Lys Leu Asn Thr Val Asn Gly Thr Thr Arg Thr val
20 25 30

Asn Pro Leu
35

<210> 83
<211> 39
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Ole e 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 83

Leu Asn Thr Val Asn Gly Thr Thr Arg Thr Val Asn Pro Leu Gly Phe
1 5 10 15

Phe Lys Lys Glu Ala Leu Pro Lys Cys Ala Gln Val Tyr Asn Lys Leu

20 25 30

Gly Met Tyr Pro Pro Asn Met
35

<210> 84
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay
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<220>
<223> Par j 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 84

Gly Glu Glu Ala Cys Gly Lys Val Val Gln Asp Ile Met Pro Cys Leu
1 5 10 15

His Phe Val Lys Gly Glu Glu Lys Glu Pro Ser Lys Glu Cys
20 25 30

<210> 85
<211> 36
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Par j 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 85

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

Cys Ser Gly Thr Lys Lys Leu Ser Glu Glu Val Lys Thr Thr Glu Gln
20 25 20

Lys Arg Glu Ala
35

<210> 86
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Par j 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekll
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<400> 86

Cys Cys Sar Gly Thr Lys Lys Leu Ser Glu Glu Val Lys Thr Thr Glu
1 5 10 15

Gln Lys Arg Glu Ala Cys Lys Cys Ile vVal Arg Ala Thr Lys Gly Ile
20 25 30

Ser Gly Ile Lys Asn
35

<210> 87
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Par j 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 87

Glu Leu Val Ala Glu Val Pro Lys Lys Cys Asp Ile Lys Thr Thr Leu
1 5 10 15

Pro Pro Ile Thr Ala Asp Phe Asp Cys Ser Lys Ile Gln Ser Thr Ile
20 25 30

Phe Arg Gly Tyr Tyr
35

<210> 88
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 88
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Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Bla Glu Ile Asp Leu
1 5 10 15

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly
20 25 30

<210> 89
<211> 33
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 89

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

Gln His Gly Cys His Gly Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile
20 25 30

Gln

<210> 90
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay



10

15

20

25

161

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 90

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

Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly Ile Ser Asn
20 25 30

<210> 91
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 91

Arg Glu Gln Ser Cys Arg Arg Pro Asn Ala Gln Arg Phe Gly Ile Ser
1 5 10 15

Asn Tyr Cys Gln Ile Tyr Pro Pro Asn Val Asn Lys Ile Arg Glu Ala
20 25 30

Leu Ala Gln Thr His
35

<210> 92
<211> 31
<212>PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul
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<400> 92

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

Arg Asp Asn Gly Tyr Gln Pro Asn Tyr His Ala Val Asn Ile Val
20 25 30

<210> 93
<211> 33
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 93

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

Ala Val Asn Ile Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp
20 25 30

Ile

<210> 94
<211> 34
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 94
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Val Gly Tyr Ser Asn Ala Gln Gly Val Asp Tyr Trp Ile Val Arg Asn
1 5 10 15

Ser Trp Asp Thr Asn Trp Gly Asp Asn Gly Tyr Gly Tyr Fhe Ala Ala
20 25 30

Asn Ile

<210> 95
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 95

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

Phe Ala Ala Asn Ile Asp Leu Met Met Ile Glu Glu Tyr Pro Tyr Val
20 25 30

vVal Ile Leu
35

<210> 96
<211> 33
<212> PRT
<213> Yapay
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<220>
<223> Der p 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 96

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

Leu Val Pro Gly Cys His Gly Ser Glu Pro Cys Ile Ile His Arg Gly
20 25 30

Lys

<210> 97
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 97

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

Leu Glu aAla Val Phe Glu Ala Asn Gln Asn Ser Lys Thr Ala Lys
20 25 30

<210> 98
<211> 32
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul
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<400> 98

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

Ile Glu Gly Leu Glu Val Asp Val Pro Gly Ile Asp Pro Asn Ala Cys
20 25 30

<210> 99
<211> 42
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 99

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

Cys Pro Leu Val Lys Gly Gln Gln Tyr Asp Ile Lys Tyr Thr Trp Ile
20 25 30

Val Prc Lys Ile Ala Pro Lys Ser Glu Asn
35 40

<210> 100
<211> 32
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 100
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Ala Pro Lys Ser Glu Asn Val val val Thr val Lys Val Met Gly Asp
1 5 10 15

Asn Gly Val Leu Ala Cys Ala Ile Ala Thr His Ala Lys Ile Arg Asp
20 25 30

<210> 101
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 101

Met Glu Asp Lys Lys His Asp Tyr Gln Asn Glu Phe Asp Phe Leu Leu
1 5 10 15

Met Glu Arg Ile His Glu Gln Ile Lys Lys Gly Glu Leu Ala Leu Phe
20 25 30

Tyr Leu Gln
35

<210> 102
<211> 36
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 102
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Lys Lys Gly Glu Leu Ala Leu Phe Tyr Leu Gln Glu Gln Ile Asn His
1 5 10 15

Phe Glu Glu Lys Pro Thr Lys Glu Met Lys Asp Lys Ile val Ala Glu

20 25 30

Met Asp Thr Ile
35

<210> 103
<211> 31

5 <212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Der p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil
10

<400> 103

Asp Gly Val Arg Gly Val Leu Asp Arg Leu Met Gln Arg Lys Asp Leu
1 5 10 15

Asp Ile Phe Glu Gln Tyr Asn Leu Glu Met Ala Lys Lys Ser Gly
20 25 30

15 <210> 104
<211> 36
<212> PRT
<213> Yapay

20 <220>
<223> Der p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 104
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Asp Leu Asp Ile Phe Glu Gln Tyr Asn Leu Glu Met Ala Lys Lys Ser
1 5 10 15

Gly Asp Ile Leu Glu Arg Asp Leu Lys Lys Glu Glu Ala Arg Val Lys
20 25 30

Lys Ile Glu Vval
35

<210> 105
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 7 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 105

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

Asp Glu Ala val Ala Ala Ile Glu Lys Ser Glu Thr Phe Asp
20 25 30

<210> 106
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 7 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 106

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

Asp His Ser Asp Lys Phe Glu Arg His Ile Gly Ile Ile Asp Leu
20 25 30
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<210> 107
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 7 abgeleitetes hypoallergenes Molekill

<400> 107

Leu Lys Gly Glu Leu Asp Met Arg Asn Ile Gln Val Arg Gly Leu Lys
1 S 10 15

Gln Met Lys Arg Val Gly Asp Ala Asn Val Lys Ser Glu Asp Gly
20 25 30

<210> 108
<211> 36
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 7 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 108
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Val His Agp Asp Val val Ser Met Glu Tyr Rsp Leu Ala Tyr Lys Leu
1 5 10 15

Gly Asp Leu His Pro Asn Thr His Val Ile Ser Asp Ile Gln Asp Phe
20 25 30

Val Val Glu Leu
35

<210> 109
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 7 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 109

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

Glu Val Arg Gln Phe Ala Asn Val Val Asn His Ile Gly Gly Leu
20 25 30

<210> 110
<211> 34
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 7 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 110
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Leu Ser Asp Val Leu Thr Ala Ile Phe Gln Asp Thr Val Arg Ala Glu
1 5 10 15

Met Thr Lys Val Leu Ala Pro Ala Phe Lys Lys Glu Leu Glu Arg Asn
20 25 30

Asn Gln

<210> 111
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 111
Met Glu Ala Ile Lys Lys Lys Met GIln Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp
1 5 10 15

Asn Ala Ile Asp Arg Ala Glu Ile Ala Glu Gln Lys Ala Arg Asp Ala
20 25 30

Asn Leu Arg
35

<210> 112
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 112
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Ala Glu Lys Ser Glu Glu Glu Val Arg Ala Leu Gln Lys Lys Ile Gln
1 5 10 15

Gln Ile Glu Asn Glu Leu Asp Gln val Gln Glu Gln Leu Ser Ala Ala
20 25 30

Asn Thr Lys
35

<210> 113
<211>40
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 113

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

Ala Leu Asn Arg Arg Ile Gln Leu Ile Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser
20 25 30

Glu Glu Arg Leu Lys Ile Ala Thr
35 40

<210> 114
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 114



20

173

Ala Lys Leu Glu Glu Ala Ser Gln Ser Ala Asp Glu S5er Glu Arg Met
1 5 10 15

Arg Lys Met Leu Glu Hig Arg Ser Ile Thr Asp Glu Glu Arg Met Glu
20 25 30

Gly Leu Glu
35

<210> 115
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 115

Arg Met Glu Gly Leu Glu Asn Gln Leu Lys Glu Ala Arg Met Met Ala
1 5 10 15

Glu Asp Ala Asp Arg Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala
20 25 30

<210> 116
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 116
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Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Thr Gly Glu Ser lys Ile
1 5 10 15

Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys
20 25 a0

<210> 117
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 117

Ser Glu Glu Lys Ala Gln Gln Arg Glu Glu Ala His Glu Gln Gln Ile
1 s 10 15

Arg Ile Met Thr Thr Lys Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe
20 25 30

Ala Glu Arg Ser Val Gln Lys Leu Gln
35 40

<210> 118
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 10 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 118



15

20

175

Gln Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val His Glu Lys Glu
1 5 10 15

Lys Tyr Lys Ser Ile Ser Asp Glu Leu Asp Gln Thr Phe Ala Glu Leu
20 25 30

Thr Gly Tyr
35

<210> 119
<211> 35
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 21 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 119

Met Phe Ile Val Gly Asp Lys Lys Glu Asp Glu Trp Arg Met Ala Phe
1 5 10 15

Asp Arg Leu Met Met Glu Glu Leu Glu Thr Lys Ile Asp Gln Val Glu
20 25 30

Lys Gly Leu
35

<210> 120
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 21 abgeleitetes hypoallergenes Molekll

<400> 120



10

15

20

176

Leu His Leu Ser Glu Gln Tyr Lys Glu Leu Glu Lys Thr Lys Ser Lys
1 5 10 15

Glu Leu Lys Glu Gln Ile Leu Arg Glu Leu Thr Ile Gly Glu Asn Phe
20 25 30

Met Lys Gly Ala Leu
35

<210> 121
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 21 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 121

Gly Ala Leu Lys Phe Phe Glu Met Glu Ala Lys Arg Thr Asp Leu Asn
1 5 10 15

Met Phe Glu Arg Tyr Asn Tyr Glu Phe Ala Leu Glu Ser Ile Lys

20 25 30

<210> 122
<211> 33
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Der p 21 abgeleitetes hypoallergenes Molekdl

<400> 122



177

Tyr Asn Tyr Glu Phe Ala Leu Glu Ser Ile Lys Leu Leu Ile Lys Lys
1 5 10 15

Leu Asp Glu Leu Ala Lys Lys Val Lys Ala Val Asn Pro Asp Glu Tyr
20 25 30

Tyr
<210>123
<211> 32
<212> PRT

5 <213> Yapay

<220>
<223> Clone 30 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

10 <400> 123

Met Ala Asn Asp Asn Asp Asp Asp Pro Thr Thr Thr Val His Pro Thr
1 5 10 15

Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg Phe Gly
20 25 30

<210> 124
15 <211> 34

<212> PRT

<213> Yapay

<220>
20 <223> Clone 30 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 124



10

20

178

Pro Thr Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg
1 5 10 15

Phe Gly Tyr Fhe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys
20 25 30

Ser Asn

<210> 125
<211> 39
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Clone 30 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 125

Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser
1 5 10 15

Asn Trp Glu Ala Val Eis Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn
20 25 30

Glu Asp Glu Glu Thr Cys Thr
35

<210> 126
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Bet v 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 126



179

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

Glu Gly Asn Gly Gly Pro Gly Thr Ile Lys Lys Ile Ser Phe
20 25 30

<210> 127
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Bet v 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekl

<400> 127

Gly Pro Gly Thr Ile Lys lLys Ile Ser Phe Pro Glu Gly Phe Pro Phe
1 5 10 15

Lys Tyr Val Lys Asp Arg Val Asp Glu Val Asp His Thr Asn
20 25 30

<210> 128
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Bet v 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 128

Val Asp His Thr Asn Phe Lys Tyr Asn Tyr Ser Val Ile Glu Gly Gly
1 5 10 15

Pro Ile Gly Asp Thr Leu Glu Lys Ile Ser Asn Glu Ile Lys
20 25 30

<210>129
<211> 35



15

20

25

180

<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Fel d 1 chain 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 129

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

Thr Pro Asp Glu Tyr Val Glu Gln Val Ala Gln Tyr Lys Ala Leu Pro
20 25 30

Val Val Cys
35

<210> 130
<211> 36
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 1 chain 1 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 130

Leu Glu Asn Ala Arg Ile Leu Lys Asn Cys Val Asp Ala Lys Met Thr
1 5 10 15

Glu Glu Asp Lys Glu Asn Ala Leu Ser Leu Leu Asp Lys Ile Tyr Thr
20 25 30

Ser Pro Leu Cys
35

<210> 131
<211> 35
<212>PRT
<213> Yapay



10

15

20

25

181

<220>
<223> Fel d 1 chain 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 131

Val Lys Met Ala Ile Thr Cys Pro Ile Phe Tyr Asp Val Phe Phe Ala
1 5 10 15

val BAla Asn Gly Asn Glu Leu Leu Leu Asp Leu Ser Leu Thr Lys val
20 25 30

Asn Ala Cys
35

<210> 132
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 1 chain 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 132

Thr Glu Pro Glu Arg Thr Ala Met Lys Lys Ile Gln Asp Cys Tyr Val
1 5 10 15

Glu Asn Gly Leu Ile Ser Arg Val Leu Asp Gly Leu Val Cys
20 25 30

<210> 133
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Fel d 1 chain 2 abgeleitetes hypoallergenes Molekill



10

20

25

182

<400> 133

Cys Met Thr Thr Ile Ser Ser Ser Lys Asp Cys Met Gly Glu Ala Vval
1 5 10 15

Gln Asn Thr Val Glu Asp Leu Lys Leu Asn Thr Leu Gly Arg
20 25 30

<210> 134
<211> 32
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 134

Cys Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu Gly Leu Ser Gly Glu
1 5 10 15

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

<210> 135
<211> 34
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 135



183

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Ala Gly
1 5 10 15

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Rla Pro Ala Glu Ala Ala Pro Ala Gly
20 25 30

Lys Cys

<210> 136
<211> 32
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekul

<400> 136

Ala Tyr Lys Leu Ala Tyr Lys Thr Ala Glu Gly Ala Thr Pro Glu Ala
1 5 10 15

lys Tyr Asp Ala Tyr Val Ala Thr Leu Ser Glu Ala Leu Arg Ile Cys
20 25 30

<210> 137
<211> 31
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekill

<400> 137

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

Tyr Glu Ser Tyr Lys Phe Ile Pro Ala Leu Glu Ala Ala Val Lys
20 25 30



184

<210> 138
<211> 33
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekil

<400> 138

Thr Val Ala Thr Ala Pro Glu Val Lys Tyr Thr Val Phe Glu Thr Ala
1 5 10 15

Leu Lys Lys Ala Ile Thr Ala Met Ser Glu Ala Gln Lys Ala Ala Lys
20 25 30

Cys

<210> 139
<211> 38
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 abgeleitetes hypoallergenes Molekiil

<400> 139

Cys Ala Glu Glu Val Lys Val Ile Pro aAla Gly Glu Leu Gln Val Ile
1 5 10 15

Glu Lys Val Asp Ala Ala Phe Lys Val Ala Ala Thr Ala Ala Asn Ala
20 25 30

Ala Pro Ala Asn Asp Lys
35



185

<210> 140
<211>70
<212> PRT
<213> Yapay

<220>

<223> Clone 30 Dermatophagoides pteronyssinus allergen

<400> 140

Met Ala Asn Asp Asn Asp Asp Asp Pro Thr Thr Thr Val His Pro Thr
1 5 10 15

Thr Thr Glu Gln Pro Asp Asp Lys Phe Glu Cys Pro Ser Arg Phe Gly
20 25 30

Tyr Phe Rla Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser Asn
35 40 45

Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu
50 55 60

Asp Glu Glu Thr Cys Thr

<210> 141
<211> 37
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 tirevli peptit

<400> 141

Cys Phe Val Ala Thr Phe Gly Ala Ala Ser Asn Lys Ala Phe Ala Glu
1 5 10 15

Gly Leu Ser Gly Glu Pro Lys Gly Ala Ala Glu Ser Ser Ser Lys Ala
20 25 30

Ala Leu Thr Ser Lys
35



186

<210> 142
<211> 29
<212> PRT
<213> Yapay

<220>
<223> Phl p 5 tUrevli peptit

<400> 142

Ala Asp Leu Gly Tyr Gly Pro Ala Thr Prc Ala Ala Pro Ala Ala Gly
1 5 10 15

Tyr Thr Pro Ala Thr Pro Ala Ala Pro Ala Glu Ala Cys

20 25
<210> 143
<211> 41
<212> PRT
<213> Yapay Sekans
<220>

<223> Der p 1 Fragmani

<400> 143

Thr Asn Ala Cys Ser Ile Asn Gly Asn Ala Pro Ala Glu Ile Asp Len
1 5 10 15

Arg Gln Met Arg Thr Val Thr Pro Ile Arg Met Gln Gly Gly Cys Gly
20 25 30

Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala
35 40

<210> 144
<211> 43



15

20

25

187

<212> PRT
<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Der p 1 Fragmani

<400> 144

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

Ala Glu Gln Glu Leu Val Asp Cys Ala Ser Gln His Gly Cys His Gly
20 25 30

Asp Thr Ile Pro Arg Gly Ile Glu Tyr Ile Gln

35 40
<210> 145
<211> 30
<212> PRT
<213> Yapay Sekans
<220>

<223> Der p 1 Fragmani

<400> 145

Met Gln Gly Gly Cys Gly Ser Cys Trp Ala Phe Ser Gly Val Ala Ala
1 5 10 15

Thr Glu Ser Ala Tyr Leu Ala Tyr Arg Asn Gln Ser Leu Asp
20 25 30

<210> 146

<211> 29
<212>PRT

<213> Yapay Sekans



20

25

188

<220>
<223> Der p 23 Fragmani

<400> 146

Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Cys Ser
1 5 10 15

Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr
20 25

<210> 147

<211> 29

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Der p 23 Fragmani

<400> 147

Lys Phe Tyr Ile Cys Ser Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Cys Pro
1 5 10 15

Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu Asp Glu Glu Thr Cys Thr

20 25
<210> 148
<211> 39
<212> PRT
<213> Yapay Sekans
<220>

<223> Der p 23 Fragmani

<400> 148



10

189

Gly Tyr Phe Ala Asp Pro Lys Asp Pro His Lys Phe Tyr Ile Ser Ser

1

5

10

15

Asn Trp Glu Ala Val His Lys Asp Ser Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn

Glu Asp Glu Glu Thr Ser Thr

<210> 149
<211> 317
<212> PRT

35

20

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Yapay Sekans

<400> 149

His Gly

Glu Ala

Ser Glu

Vval Phe
50

Ser Llys
65

Leu Gly

Ser

val

Pro

Glu

Pro

Phe

Glu

Phe

Cys

Ala

Arg

Phe

Fro

Glu

Ile

Asn

Lys

Pro
85

Cys

Ala

Ile

Gln

Gly

70

Asp

Ile

Asn

His

Asn

55

Met

His

Ile

Gln

Arg

40

Ser

Gly

Gln

25

His

Asn

Gly

Lys

Thr

Leu

Arg

10

Ser

Lys

Thr

Asn

Asp
20

Gly

Lys

Pro

Ala

Leu

75

Pro

Lys

Thr

Phe

Lys

€0

Ser

Ala

Pre

Ala

Gln

45

Gly

Val

Phe

30

Phe

Lys

30

Leu

Gly

Pro

Gly

Gln

15

His

Glu

Trp

Asn

Ala
95

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

80

Asn



Ser Asn Asn

Ala Ala Asn
115

Pro His Gly
130

Thr Thr Val
145

Gly Arg Gln

Gln Ala Met

Pro Arg Val
195

Thr Val Asn
210

Ala Arg Thr
225

Asp Pro Asn

Gln Tyr Asp

Ser Glu Asn
275

Tyr Met Lys
290

Thr Trp Ile
305

<210> 150
<211> 389
<212> PRT

Pro

100

Gln

Gly

Ser

Pro

Gln
180

Arg

Pro

Gly

Ala

Ile

260

Glu

Cys

Val

Asp

val

Ile

Thr

Thr

165

Trp

Gly

Ala

Asp

Cys

245

Lys

Val

Pro

Pro

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> Yapay Sekans

Trp

Gly

Leu

Ile

150

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro

230

His

Tyr

Asp

Leu

Lys
310

Asp

val

Gly

135

Pro

Ile

Ser

Tyr

Asn

215

Val

Tyr

Thr

Val

val

295

Ile

190

Phe

Gly

120

Trp

Pro

Ser

Thr

Phe

200

Ile

Thr

Met

Trp

Pro
280

Lys

Ala

Asn

105

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala
185

Pro

Ala

Asn

Lys

Ile

265

Gly

Gly

Pro

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

170

Phe

Ala

Ser

Glu

Cys

250

Val

Ile

Gln

Lys

Ile

Gly

Gln

Ser

155

Leu

His

Gly

His

Val

235

Pro

Pro

Asp

Gln

Ser
315

Lys

Pro

Ala

140

Thr

Arg

Gln

Gly

Ile

220

Asp

Leu

Lys

Pro

Tyr

300

Glu

Asp

Gly

125

Gln

Asn

Asp

Ala

Ser

205

Ser

Val

Val

Ile

Asn
2B5

Asp Ile

Asn

His

110

Leu

Gly

Arg

Ser

Leu
190

Ser

Ser

Pro

Lys

Ala

270

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln

His

175

Gln

Ser

Ile

Gly

Gly

255

Pro

Cys

Lys

Pro

Pro

Leu

Ser

180

Pro

Asp

Gly

Ser

Ile

240

Gln

Lys

His

Tyr



<400> 150

His

Glu

Ser

val

Pro

Glu

Pro

Phe

Asn

Asn

145

Gly

val

Gln

Val
225

Asn

Gly

Ala

Glu

Phe

50

Cys

Ala

Arg

Phe

Pro

130

Gln

Gly

Ser

Pro

Gln

210

Arg

Pro

Ser

val

Pro

35

Glu

Ile

Asn

Lys

Pro

115

Asp

val

Ile

Thr

Thr

195

Trp

Gly

Ala

Glu

Phe

20

Cys

Ala

Ile

Gln

Gly

100

Asp

Trp

Gly

Leu

Ile
180

Pro

Asn

Leu

Pro

Pro

Glu

Ile

Asn

His

Asn
85

Met

His

Asp

Val

Gly

165

Pro

Ile

Ser

Tyr

Asn
245

Cys

Ala

Ile

Gln

Arg

Ser

Gly

Gln

Fhe

Gly

150

Trp

Pro

Ser

Thr

Phe

230

Ile

Ile

Asn

His

Asn

55

Gly

Lys

Thr

Leu

Asn

135

Ala

Ser

Pro

Pro

Ala

215

Pro

Ala

191

Ile

Gln

Arg

40

Ser

Lys

Thr

Asn

Asp

120

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro

200

FPhe

Ala

Ser

His

Asn

25

Gly

Lys

Pro

Ala

Leu

105

Pro

Ile

Gly

Gln

Ser
185

Leu

His

Gly

His

Arg

10

Ser

Lys

Thr

Phe

Lys
90

Ser

Ala

Lys

Pro

Ala

170

Thr

Arg

Gln

Gly

Ile
250

Gly

Lys

Pro

Ala

Gln

Gly

Val

Phe

Asp

Gly

155

Gln

Asn

Asp

Ala

Ser

235

ser

Lys

Thr

Phe

Lys

60

Leu

Gly

Pro

Gly

His

140

Leu

Gly

Arg

Ser

Leu

220

Ser

Ser

Pro

Ala

Gln

15

His

Glu

Trp

Asn

Ala
125

Trp

Thr

Ile

Gln

His

205

Gln

Ser

Ile

Phe

Lys

30

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

110

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser
190

Pro

Asp

Gly

Ser

Gln

15

His

Glu

Ser

val

Ser
95

Leu

Ser

Ala

Pro

Thr

175

Gly

Gln

Pro

Thr

Ala
255

Leu

Gly

Ala

Glu

Phe

Lys

Gly

Asn

Ala

His

160

Thr

Arg

Ala

Arg

Val

240

Arg



10

Thr Gly Asp Pro Val
260

Asn Ala Cys Hig Tyr
275

Asp Ile Lys Tyr Thr
290

Asn Glu Val Asp Val
305

Lys Cys Pro Leu Val
325

Ile Val Pro Lys Ile
340

Gly Ile Asp Pro Asn
385

Gly Gln Gln Tyr Asp
370

Pro Lys Ser Glu Asn
385

<210> 151

<211> 289

<212> PRT

<213> Yapay Sekans

<220>
<223> Yapay Sekans

<400> 151

Thr

Met

Trp

Pro

310

Lys

Ala

Ala

Ile

Asn

Lys

Ile

295

Gly

Gly

Pro

Cys

Lys
375

192

Glu

Cys

280

Val

Ile

Gln

Lys

His
360

Tyr

Val

265

Pro

Pro

Asp

Gln

Ser
345

Tyr

Thr

Asp

Leu

Lys

Pro

Tyr

330

Glu

Met

Trp

Val

Val

Ile

Agn

315

Asp

Asn

Lys

Ile

Pro

Lys

Ala

300

Ala

Ile

Glu

Cys

val
380

Gly

Gly

285

Pro

Cys

Lys

val

Pro
365

Pro

Ile Asp Pro
270

Gln Gln Tyr

Lys Ser Glu

His Tyr Met
320

Tyr Thr Trp
335

Asp Val Pro
350

Leu val Lys

Lys Ile Ala



Gly

Asn

Ala

Ala

Pro

65

Phe

Asn

Asn

Gly

val
145

Gln

Met

val

Asn

Thr
225

Tyr

Trp

Asp

val

S0

Arg

Fhe

Pro

Gln

Gly

130

Ser

Pro

Gln

Arg

Pro

210

Gly

Phe

Glu

Pro

35

His

Lys

Pro

Asp

val

115

Ile

Thr

Thr

Trp

Gly

195

Ala

Asp

Ala

Ala

20

Lys

Lys

Gly

Asp

Trp

100

Gly

Leu

Ile

Pro

Asn

180

Pro

Fro

Asp

val

Asp

Asp

Met

His

85

Asp

Val

Gly

Pro

Ile

165

Ser

Tyr

Asn

val

Pro

His

Pro

Cys

Gly

70

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro
150

Ser

Thr

Phe

Ile

Thr
230

Lys

Lys

His

Pro

55

Thr

Leu

Asn

Ala

Ser

1358

Bro

Pro

Ala

Pro

Ala

215

Asn

|

Asp

Asp

Lys

40

Gly

Asn

Asp

Pro

Phe

120

Pro

Ala

Pro

Phe

Ala

200

Ser

Lys

93

Pro

Cys

25

Phe

Asn

Leu

His Lys

10

Pro Gly

Tyr Ile

Thr Gly

Ser Val

75

Pro Ala Phe

950

Ile Lys Asp

105

Gly Pro Gly

Gln Ala Gln

Ser

Leu

His

185

Gly

His

Phe

Thr Asn
155

Arg Asp

170

Gln Ala

Gly Ser

Ile Ser

Tyr Ile
23%

Phe

Asn

Cys

Gly

60

Pro

Gly

Eis

Leu

Gly

140

Arg

Ser

Leu

Ser

Ser

220

Cys

Tyr

Thr

Ser

45

Trp

Asn

Ala

Trp

Thr

125

Ile

Gln

His

Gln

Ser

205

Ile

Ser

Ile

Gly

30

Asn

Ser

Pro

Asn

Pro

110

Pro

Leu

Ser

Pro

Asp

190

Gly

Ser

Asn

Cys

15

Tyr

Trp

Ser

Leu

Ser

95

Ala

Pro

Thr

Gly

Gln

Ser

Phe

Glu

Lys

Gly

80

Agn

Ala

His

Thr

Arg
160

Ala

175

Pro

Thr

Arg

val

Ala Arg

Trp Glu

2490



Ala

Glu

Lys

Thr

val His

Thr Cys

Asp Cys
275

<210> 152
<211> 329
<212> PRT
<213> Yapay Sekans

<220>

Lys Asp Cys Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu Asp
250

Thr Lys Phe Tyr Ile Cys Ser Asn Trp Glu Ala Val

260 265

245

194

270

255

Glu

His

Pro Gly Asn Thr Arg Trp Asn Glu Asp Glu Glu Thr Cys

<223> Yapay Sekans

<400> 152

Gly

Asn

Glu

His

Pro

Trp

Tyr

Trp

Asp

Lys

50

Gly

Ser

Phe

Glu

Glu

35

Phe

Asn

Ser

Ala

Ala

Glu

TYE

Thr

Lys

Asp

val

Thr

Ile

Arg

Pro
85

Pro

His

Ser

Ser

Trp

70

Arg

Lys

Lys

Thr

Ser

Asn

Lys

280

Asp

Asp

Gly

40

Asn

Glu

Gly

Pro

Ser

Tyr

Trp

Asp

Met

His

10

Pro

Phe

Glu

Glu

Gly
90

Lys

Gly

Ala

Ala

Glu

75

Thr

Phe

Asn

Asp

val

Thr

Asn

285

Tyr

Thr

Pro
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