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Keksintd koskee menetelmdd polypeptidin val-
mistamiseksi, joka polypeptidi sisdltdd sek-
venssinVal-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-Leu-
Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-
Ala-Asn-Glu-Asp tai sen mink8 tahansa muun-
noksen, joka on sen kanssa immunologisesti
ristireaktiivinen, mutta joka el ole koko
lamp8sokkiproteiini, edellyttden, ettd poly-
peptidi,
venssi

jolla on seuraava aminohapposek-

1 HAXTIAYDEE ARRCLERGLN ALADAVKVTL CPKGRNVVLE KKWCAPTITN DCVSIAXKEIE

61 LEDPYEKIGA ELVKEVAKXT DOVAGDGTTT ATVLAQALVR ECLRNVAACA NPLCLKRCIE
121 KAVEXVTETL LKGAKEVETK EQIAATAAIS AGDQSICDLI AEAMDKVGNE GVITVEESNT
181 FCLQUELTEC HRFDKGYISC YFVIDPERQE AVLEDPYILL VSSKVSTVKD LLPLLEKVIG
241 AGKPLLITAE DVECEALSTL VVNKIRGTFK SVAVEKAPGFG DRRKAMLQDM AILTGGQVIS
301 FEVCLTLENA DLSLLGKARK VVVTKDETTI VEGAGDTDAI AGRVAQIRQE TENSDSDYDR
361 EXLQERLAKL AGGVAVIKAG AATEVELKER KHRIEDAVRN AKAAVEECTV AGCGVTLLQR
421 APTLODELKLE CDEATCANIV KVALEAPLEQ _IAFNSCLEPG VVAEXVRNLP AGHGLNAQTC
48] VYEDLLAAGV ADPVKVTRSA LQNAASTAGL FLTTEAVVAD KPEKEKASVP GGGDKGGMDF
ja polypeptidit, joilla on aminohapposek-
venssit 234 - 540, 61 - 540, 109 - 540,
171 - 540, 272 - 540 ja 280 - 540, sekd ih-
misen mitokondrioproteiini Pl ovat poissul-
jettua. Polypeptidi syntetisoidasan peptidi-
kemiassa tavanomaisin menetelmin ja se on
kdytt8kelpoinen insuliinista

sokeritaudin hoidossa.

riippuvaisen

Uppfinningen avser ett forfarande for fram-
stdllning av en polypeptid som innehdller
sekvensen Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-
Leu-Arg-Cys-1le-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-
Pro-Ala-Asn-Glu-Asp eller vilken som helst
modifikation av denna, vilken &r immunolo-
giskt korsreaktiv med denna men inte dr ett
helt varmechockprotein, under forutsdttning
att polypeptiden med f&ljande aminosyrasek-

.vens

1 MAKTIAYDEE ARRGLERCLN ALADAVEVTL GPKCRNVVLE KXWGAPTITN DCVSIAXKEIE
61 LEDPYEKIGA ELVKEVAXKT DDVAGDGTTT ATVLAQALVR ECLRNVAACA NPLCLKACIE
121 KAVEKVTETL LKGAKEVETR EQIAATAAIS ACDQSICDLI AEAMDKVGNE GVITVEESKT
181 FCLQLELTEC MRFDKCYISG YFVIDPERQE AVLEDPYILL VS5KVSTVKD LLPLLEKVIG
241 AGKPLLIIAE DVEGEALSTL VVNKIRGTFK SVRAVKAPGFC DRRKAMLQDH AJILTGGQVIS
301 CEVCLTLENA DLSLLGKARK VVVTKDETTI VEGATDTDAI AGRVAQTRQE IENSDSDYDR
361 EXLOQERLAKL AGGVAVIKAG AATEVELKER KHRIEDAVRA AKAAVEEGTIV ACGGVTLLQA
421 APTLDELKLE GDEATGANIV KVALEAPLKQ IAFNSGLEPC VVAEKVRNLP AGCHCLNAQTG
48) VYEDLLAAGV ADPVKVTRSA LONAASIAGL FLTTEAVVAD KPEKEKASVP GGGOMGGHDF

samt polypeptiderna med aminosyrasekvenserna
234 - 540, 61 - 540, 109 - 540, 171 - 540,
272 - 540 och 280 - 540, samt humant mito-
kondrieprotein Pl &r uteslutna. Polypeptiden
syntetiseras medelst inom peptidkemin sed-
vanliga metoder och den &r anvdndbar vid
behandling av insulinberoende dilabetes.
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Menetelmd terapeuttisesti kayttokelpoisen polypeptidin

valmistamiseksi
Jakamalla erotettu FI-hakemuksesta 905614.

Keksinnén kentta

Tamd keksintd koskee menetelmdd polypeptidin val-
mistamiseksi, joka polypeptidi sisdltdi sekvenssin Val-
Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-Leu-Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-
Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-Glu-Asp tai sen mink& tahansa
muunnoksen, joka on sen kanssa immunologisesti ristireak-
tiivinen, mutta joka ei ole koko lamp&sokkiproteiini,
edellyttden, ettd polypeptidi, jolla on seuraava aminohap-

posekvenssi

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MAKTIAYDEE
LEDPYEKIGA
KAVEKVTETL
FGLQLELTEG
AGKPLLIIAE
EEVGLTLENA
EKLQERLAKL
APTLDELKLE
VYEDLLAAGV

ARRGLERGLN
ELVKEVAKKT
LKGAKEVETK
MRFDKGYISG
DVEGEALSTL
DLSLLGKARK
AGGVAVIKAG
GDEATGANIV
ADPVKVTRSA

ALADAVKVTL
DDVAGDGTTT
EQIAATAAIS
YFVTDPERQE
VVNKIRGTFK
VVVTKDETTI
BRATEVELKER
KVALEAPLKQ
LONAASTAGL

GPKGRNVVLE
ATVLAQALVR
AGDQSIGDLI
AVLEDPYILL
SVAVKAPGFG
VEGAGDTDAI
KHRIEDAVRN
IAFNSGLEPG
FLTTEAVVAD

KKWGAPTITN
EGLRNVAAGA
AEAMDKVGNE
VSSKVSTVKD
DRRKAMLQDM
AGRVAQIRQE
AKAAVEEGIV
VVAEKVRNLP
KPEKEKASVP

DGVSIAKZIE
NPLGLKRGIE
GVITVEESNT
LLPLLEKVIG
AILTGGQVIS
IENSDSDYDR
AGGGVTLLQA
AGHGLNAQTG
GGGDMGGMDF

ja polypeptidit, joilla on aminohapposekvenssit 234 - 540,
61 - 540, 109 - 540, 171 - 540, 272 - 540 ja 280 - 540,
sekd ihmisen mitokondrioproteiini P1 ovat poissuljettuja.
Polypeptidi on kdyttdkelpoinen insuliinista riippuvan so-
keritaudin (IDDM, insulin dependent diabetes mellitus) es-
tdmiseen tai IDDM:n hoitamiseen sen alkuvaiheissa.

Keksinnén tausta

Insuliinista riippuvan sokeritaudin (IDDM:n) esiin-
tymistiheys on kasvanut moninkertaiseksi viime vuosikymme-
nien aikana monissa maissa, etta 1 %:11le
talla hetkelld elavistd ihmisistd on kehittynyt IDDM, en-
IDDM:n aiheuttaa

ja arvioidaan,

nen kuin he saavuttavat 70 vuoden i&n.
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autoimmuuniprosessi, joka tuhoaa insuliinia tuottavia bee-
tasoluja. Diabetes tulee kliinisesti havaittavaksi vasta
hyvin suuren osan (ehkd 90 %) beetasoluista tuhouduttua
peruuttamattomasti, ja té&mdn yksildén eldmd tulee riippu-
vaiseksi ulkoisesta insuliinildhteestd. Toisin sanoen
kliinisen diagnoosin tekohetkelld autoimmuuniprosessi on
jo aiheuttanut palautumatonta vahinkoa, suurimman osan
siita ilman havaittavia oireita.

Mainitun sairauden syyna olevan autoimmuuniproses-
sin menestyksellinen hoito tulisi aloittaa, ennen kuin po-
tilaalla on ilmeisid sokeritaudin oireita ja han tarvitsee
insuliinia korvaamaan menetetty kyky tuottaa insuliinia.
Tamdn autoimmuuniprosessin pysdyttdminen johtaisi sairau-
den paranemiseen ja ulkopuolisen insuliinin tarpeen esté-
migseen vain silloin, jos sairausprosessi voitaisiin py-
sdyttdd vaiheessa, jossa potilaalla vielé on riittava m&& -
ra beetasoluja endogeenisen insuliinin tuottamiseksi riit-
tdvassd maddrin. Siksi mika tahansa hoitomuoto olisi tehok-
kaampi, jos vaarassa olevat henkildt voitaisiin identi-
fioida silloin, kun heilld ei vield ole nékyvia IDDM-oi-
reita, ja ennen kuin potilaat tarvitsevat eksogeenista
insuliinia.

Onneksi on olemassa erilaisia IDDM-elé&inmalleja,
mukaan luettuina BB-rotat ja NOD-hiiret [katso esimerkiksi
Rossini et al., Ann. Rev. Immunol. 3 (1985) 289 - 320].
Monilla eldimilla kehittyy spontaanisti autoimmuuni-IDDM,
jolla on monia ihmisten IDDM:m piirteita.

Lampdsokkiproteiinit (hsp:t) ovat ryhma proteiine-
ja, joita tuottavat korotetuille lampdétiloille tai muille
rasituksille altistetut solut. hsp:ihin kuuluu proteiine-
ja, joilla on erilainen moolimassa, mukaan luettuina
20 kD, 65 - 68 kD, 70 kD, 90 kD, 110 kD jne. Lampbsokki-
proteiineja esiintyy kaikkialla luonnossa; niita tuottavat
bakteerit, hiivat, kasvit, hydnteiset ja ylemmat eldimet,

mukaan luettuna ihminen. hsp-proteiinit ovat hyvin evoluu-
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tiossa sdilyneitd ja huomattavan homologisia kaikkien n&i-
den erilaisten elididen kesken. Koska l&mp&sokkiproteiinit
ovat s&ilyneet &&rimmdisen hyvin koko evoluution ajan,
niiden ajatellaan toteuttavan elintdrkeit& tehtdvi&. Nii-
den synteesi tavallisesti lisdantyy solujen jouduttua alt-
tiiksi rasittaville &rsykkeille, mukaan luettuina lampd,
tietyt metallit, l&akkeet tai aminohappoanalogit. N&iden
proteiinien erityistehtdvadt ovat kuitenkin vield tuntemat-
tomia.

Systeemistd punahukkaa (SLE, systemic lupus erythe-
matosus) sairastavilla potilailla on esimerkiksi havaittu
vasta-aineita 90 kD:n l&mpdsokkiproteiinille ([Minota et
al., J. Clin. Invest. 81 (1988) 106 - 109]. Ndiden hsp90:n
vasta-aineiden toimintaa ei tunneta.

hspé65:n on havaittu liittyv&n adjuvanttiartriittiin
rotilla [katso van Eden et al., Nature 331 (1988) 171 -
173] . Adjuvanttiartriitti on autoimmuuniartriitti, jonka
laukaisee tiettyjen rottakantojen immunisointi Mycobacte-
rium tuberculosis -organismien (MT) suhteen. On havaittu,
ettd T-lymfosyyttiklooni, joka reagoi MT:n hspé65:n eria-
seen 9 aminohapon pituiseen peptidisekvenssiin (180-188),
voi siirtdd tamdn taudin immunologisesti kehittymdttémiin,
sateilytettyihin rottiin. Niinp& ilmeni, ett& adjuvantti-
artriitti on anti-hsp65-T-lymfosyyttien aikaansaama auto-
immuunisairaus. Niveliin kohdistuvan autoimmuunihydkkayk-
sen aiheutti osittainen sekvenssihomologia hsp65-peptidin
180-185 ja ruston proteoglykaanin kytkentdproteiinin erdan
segmentin valilld [katso Cohen, Scientific American 256
(988) 52 - 60]. On myds havaittu reumatoidista artriittia
sairastavien potilaiden nivelnesteiden T-lymfosyyttien
reagoivan MT:n hspé5:een [katso Res et al., Lancet II
(1988) 478 - 480].

hsp65:n annon rotille ennen adjuvanttiartriitin
indusointia havaittiin estdvédn artriitin mydhempi kehit-

tyminen. Niinpd immuunivasteen l&sndolo hspé65:1le liittyi
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artriittiin sekd@ rotissa ettd@ ihmisissd, ja hspé5:n anto
pystyl johtamaan resistenssiin artriittin suhteen.

EP-hakemusjulkaisussa 262 710 esitetddn polypepti-
dej&, jotka ovat kayttdkelpoisia autoimmuuniartriitin ja
vastaavien autoimmuunisairauksien lievittamisessa, hoidos-
sa ja diagnosoinnissa. Ihmisen Pl-proteiinin koko primaa-
rirakenne, mukaan luettuina nukleotidisekvenssi ja pdatel-
ty aminohapposekvenssi, on 3julkaistu jokin aika sitten
[Jindal, 8. et al., Primary Structure of a Human Mito-
chondrial Protein Homologous to the Bacterial and Plant
Chaperonins and to the 65-Kilodalton Mycobacterial Anti-
gen, Molecular and Cellular Biology 9, 5 (1989) 2 279 -
2 283]. Tama proteiini, jonka moolimassan ilmoitetaan ole-
van noin 63 kD, on ihmisen lamp&sokkiproteiini, jota kut-
sutaan t&ssd hHSP65-proteiiniksi. Taman Jjulkaisun koko
sisdltd mainitaan tassd viitteend. Tam&n hakemuksen kuvi-
ossa 3 toistetun tdmé&n proteiinin rakenteen on tarkoitus
olla identtinen Jindalin julkaisussa esitetyn kanssa.

EP-hakemusjulkaisussa 261 648 esitetddn autoimmuu-
nisairaudelle spesifisten aktivoitujen T-solujen kayttda
tadllaisen sairauden hoitoon. T-solut on edullista kasitel-
14 ensin paineella ja sitten kemiallisella silloitusai-
neella ja/tail solurunkoa hajottavalla aineella niiden im-
munogeenisyyden parantamiseksi. Koko kasiteltyd solua tai
osaa siitd voidaan k&ytt&& rokotteena sitd autoimmuunisai-
rautta vastaan, jolle T-solu on spesifinen.

Tunnetussa menettelyssd autoimmuuni-T-solujen sal-
paamiseksi kohde immunisoidaan heikennetyilla tai aviru-
lenteilla T-soluilla, joilla on kyseinen autoimmuunispesi-
fisyys, tai niiden fragmenteilla tai osilla. Kohde reagoi
aktivoimalla vahint&#n kahta tyyppia olevia sdételevia T-
soluja: antiergotyyppi-T-soluja, jotka tunnistavat T-solu-
jen aktivaatiomarkkereita, Jja anti-idiotyyppi-T-soluja,
jotka nadytt&vat tunnistavan patogeenisilla endogeenisilla

autoimmuuni-T-soluilla esiintyvid oma-antigeenireseptore-
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ja. T-solurokotus indusoi koe-eldimissd tehokkaasti tode-
tun sairauden pysyvadn remission samoin kuin est&3 sairau-
den. Howell et al. [Scence 246 (1989) 668 - 670]
denbark et al. [Nature 341 (1989) 541 - 544] esittavat T-

solureseptorin f-ketjun peptidisekvenssien kdyttdi rottien

ja Van-

rokottamiseen kokeellista autoimmuunienkefalomyeliitti&
vastaan ja tukevat siten pddtelmdd, ettd itse autoimmuuni-
T-solun reseptori voi olla kohde-epitooppildhteend siite-
ly-T-soluille.

Vaikka tallainen T-solujen tai niiden fragmenttien
kayttd autoimmuunisairauksien yhteydessd on tunnettu ylei-
sesti, el juuri IDDM:1lle spesifistd antigeenia ole aiemmin
tunnettu, eikd aktivoituja T-soluja rokotusten tekemiseksi
IDDM:da& vastaan ole siten ollut saatavissa.

Yhteenveto keksinnésta

Tama keksintd® koskee menetelmdd polypeptidin val-
mistamiseksi, Jjoka polypeptidi sis8ltidd sekvenssin Val-
Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-Leu-Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-
Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-Glu-Asp tai sen mink4 tahansa
muunnoksen, joka on sen kanssa immunologisesti ristireak-
ole koko lampésokkiproteiini,

tiivinen, mutta joka ei

edellyttden, etta polypeptidi, jolla on seuraava aminohap-

posekvenssi

1
€1
121
i81
241
301
381
421
481

MAKTIAYDEE
LEDPYEKIGA
KAVEKVTETL
FGLQLELTEG
AGKPLLIIAE
EEVGLTLENA
EKLQERLAKL
APTLDELKLE
VYEDLLAAGV

ARRGLERGLN
ELVKEVAKKT
LKGAKEVETK
MRFDKGYISG
DVEGEALSTL
DLSLLGKARK
AGGVAVIKAG
GDEATGANIV
ADPVKVTRSA

ALADAVKVTL
DDVAGDGTTT
EQIAATAAIS
YFVTDPERQE
VVNKIRGTFK
VVVTKDETTI
AATEVELKER
KVALEAPLKQ
LONAASIAGL

GPKGRNVVLE
ATVLAQALVR
AGDQSIGDLI
AVLEDPYILL
SVAVKAPGFG
VEGAGDTDAI
KHRIEDAVRN
IAFNSGLEPG
FLTTEAVVAD

KKWGAPTITN
EGLRNVARGA
AEAMDKVGNE
VSSKVSTVKD
DRRKAMLQDM
AGRVAQIRQE
AKAAVEEGIV
VVAEKVRNLP
KPEKEKASVP

DGVSIAKEIE
NPLGLKRGIE
GVITVEESNT
LLPLLEKVIG
AILTGGQVIS
IENSDSDYDR
AGGGVTLLQA
AGHGLNAQTG
GGGDMGGMDF

ja polypeptidit, joilla on aminohapposekvenssit 234 - 540,

61

- 540,

109 -

540,

171 -

540,

272 -

540 ja 280 -

540,

sekd ihmisen mitokondrioproteiini Pl ovat poissuljettuja,
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jolle menetelmdlle on tunnusomaista, ettd polypeptidi syn-
tetisoidaan peptidikemiassa tavanomaisin menetelmin.

Uudet polypeptidit ovat kdyttdkelpoisia IDDM:n eh-
k&isemisessd ja hoitamisessa myds alkuvaiheissa.

Taman keksinndén yhteydessd tehtyjen havaintojen
mukaan IDDM:n kehittymisen aikana eldimet tuottavat hspé65-
molekyylejd tai molekyyleja, jotka ovat sen kanssa risti-
reaktiivisia ja jotka kulkeutuvat eldinten vereen ja virt-
saan. Ne tuottavat myds vasta-aineita ja T-soluja, jotka
ovat spesifisesti tadllaisten molekyylien vastaisia. Niinpa
hsp65:n tai sen kanssa ristireaktiivisten molekyylien tai
sille spesifisten vasta-aineiden tai T-solujen lasndolo
veressad tal virtsassa osoittaa IDDM-prosessin, ennen kuin
beetasolut ovat kokonaan tuhoutuneet ja yksild on tuomittu
elinikaiseen sokeritautiin.

Alkamassa olevan diabeteksen detektointi antaa sit-
ten potilaalle mahdollisuuden ryhtyad toimenpiteisiin, joi-
den p&d&mddrdnd on pysadyttaa autoimmuuniprosessi. hspé5:n
tai sen aktiivisen epitoopin tai jonkin muun, sen kanssa
immunologisesti ristireaktiivisen molekyylin (antigeenin)
anto indusoi esimerkiksi tehokkaasti resistenssin IDDM:&aan
liittyvdlle autoimmuuniprosessille. Téallaisille antigee-
neille spesifisten T-solujen antaminen heikennetyssa tai
avirulentissa muodossa tai antigeenisyyttd parantavan ka-
sittelyn jéalkeen tai niiden fragmenttien tai aktiivisten
osien antaminen indusoi myds resistenssin IDDM:dan liitty-
v&lle autoimmuuniprosessille.

Keksinndén yhteydessd on myds havaittu, etta im-
munisoituminen sopivassa adjuvantissa olevalle hspé5:1lle
tai sen aktiiviselle epitoopille tai muulle molekyylille
(antigeenille), joka on immunologisesti ristireaktiivinen
sen kanssa, voi indusoida IDDM:n. Rokottaminen tédllaisella
antigeenilla ilman tehokasta adjuvanttia ja edullisesti
yhdessa tolerogeenisen kantajan kanssa voi kuitenkin saada

aikaan spesifisen toleranssin té&lle antigeenille. Tama
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synnyttaa tehokkaasti resistenssin IDDM-autoimmuuniproses-
sille. Sama patee rokottamiseen té&llaisille antigeeneille
spesifisilld T-soluilla heikennetyssd tai virulentissa
muodossa tal antigeenisyyttd parantavan kdsittelyn j&lkeen
tai niiden fragmenteilla tai aktiivisilla osilla. Jos po-
tilaan osoitetaan jo olevan IDDM:n esikliinisess& alkuvai-
heessa, tdllaisen antigeenin tai T-solujen (tai fraktioi-
den) injektointi voi synnytt&3 toleranssin tidlle anti-
geenille ja pysdyttdd siten autoimmuuniprosessin ennen
merkittdvien, pysyvien vaurioiden tapahtumista.

Piirustusten lyhyt kuvaus

Keksintd lienee helpommin ymmdrrettivissi seuraa-
vasta piirustusten lyhyesté& kuvauksesta ja sit8 seuraavas-
ta edullisten suoritusmuotojen yksityiskohtaisesta kuvauk-
sesta.

Kuvio 1 esittdd ihmisen Pl-proteiinin, joka on
hHSP65, nukleotidisekvenssid ja p&atelty&d aminochapposek-
venssid. Vasemmalla olevat numerot viittaavat nukleotidi-
sekvenssiin suhteessa koordinaattiin 1, joka on otaksutun
aloituskodonin alussa. Aminohapposekvenssi on numeroitu
samasta pisteestd l&htien aloittaen numerosta 1. T&aman
lukukehyksen 5'-pd&n pidennys esitet&in yksikirjaimisin
koodein. Sisdisen, lambda22a-sekvenssin alkua osoittavan
EcoRI-kohdan (nukleotidi 712) sijainti on osoitettu. Poly-
adenylaatiosignaali, joka on 15 nukleotidin p&&ssd 3'-pdan
A-hdnndstd, on alleviivattu. Oletettu mitokondriokohdis-
tussekvenssi N-terminaalisessa pd&ssd ja keratiinin kal-
tainen aminochapposekvenssi C-terminaalisessa pdissi, joka
8isdltdd toistuvia Gly-Gly-Met-jaksoja, on merkitty laati-
kolla. Positiivisesti varatut aminohapot C-terminaalisessa
alkujaksossa on osoitettu (+).

Kuvio 2 on kayrd, joka esittd4 NOD/Lt-hiirten T-
solujen spontaania reaktiivisuutta ihmisen hsp65:n, MT-
hspé65:n ja MT-hsp70:n suhteen i&n funktiona.



10

15

20

25

30

35

8 104179

Kuvio 3 on kéyra, joka esittdd T-solujen prolife-
raatiovastetta p277:43a8n Jja p278:aan peptidipitoisuuden
funktiona.

Kuvio 4 on pylvdsdiagrammi, joka esittdd T-solu-
kloonien C7 ja C9, joilla on kyky siirtda akuutti diabetes
nuoriin, diabetesta edeltavidssd vaiheessa oleviin NOD/Lt-
hiiriin, proliferaatiovastetta p277:44n, MThspé5:een ja
plasmidivertailundytteeseen.

Kuvio 5 esittd& peptidien p277 ja p278 vastaisen
immunisoinnin tuloksia indusoidun diabeteksen vastustami-
sessa. Taplat osoittavat veren glukoosipitoisuuden kolmen
viikon kuluttua testiryhmien kunkin hiiren immunisoinnis-
ta.

Edullisten suoritusmuotojen yksityiskohtainen ku-
vaus

Seuraavissa esimerkeissd esitetd&n tadmdn keksinndn
erityissuoritusmuotoja ja tahdn keksintddn liittyvia ko-
keita. Ne on tarkoitettu vain esimerkeiksi ja esitetdén
keksint®a rajoittamattomina.

Esimerkki 1

MThsp65-molekyylin tuotanto

Mycobacterium tuberculosisin hsp-molekyyli trans-
fektoitiin E. coliin tavanomaisin menettelyin ja puhdis-
tettiin van Edenin et al. [Nature 331 (1988) 171 - 173]
kuvaamalla tavalla. Tallaiset geeniteknisesti kasitellyt
E. coli -solut tuottavat olennaisia madria MThspé65:a. Eri-
laisista lahteistd perdisin olevien hsp:iden l&heisen ho-
mologian ansiosta nisdkds- tai ihmisperdinen hspé5 on te-
hokas my®s tuotettuna geeniteknisesti tai eristamdalla so-
luista.

hHSP65, jota esiintyy veressd tai virtsassa yksi-
161114, joissa on kehittymass&d IDDM, voisi tulla muutamis-
ta lahteist&. N&ihin l&hteisiin wvoi kuulua hHSP65, jota
tuottavat normaalisti terveet beetasolut ja jota vapautuu

immunologisen tuhoutumisen esivaiheena beetasolujen joutu-
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essa virusinfektion tai myrkkyvaikutuksen kohteiksi, tai
sita voi vapautua beetasoluista immunologisen tuhoutumisen
aiheuttaman rasituksen vuoksi. hHSP65:4 voisivat myds
erittdd immuunijdrjestelmdn solut pitkittyneen beetasolu-
jen vastaisen aktiivisuutensa aikana. Vaikka hHSP65:n 1&h-
teitd tdssd jédrjestelmissid ei tdll&d hetkelld tunneta lo-
pullisesti, on ma&ritetty, ettd kun hHSP65:4 wvapautuu,
vksild stimuloituu tuottamaan vasta-aineita hHSP65-mole-
kyylille.

Vasta-aineita mddrittdmdttdmalle molekyylille, jon-
ka moolimassa on 64 000, on kuvattu esiintyvln joissakin
juuri diagnosoiduissa IDDM-potilaissa [Baekeskov et al.,
Nature 298 (1982) 167 - 168]. Ei kuitenkaan tiedet&, onko
64 kD:n antigeeni hsp. Lisdksi t&mdn 64 kD:n antigeenin ei
tiedetd esiintyvén veressd tai virtsassa ennen IDDM:n puh-
keamista. Toisin kuin t&md ma3ritt&mitdn 64 kD:n beetaso-
luantigeeni on hspé65 maddritetty proteiini, jonka aminohap-
posekvenssi tunnetaan [Thole et al., Infection and Immuni-
ty 55 (1987) 1 466 - 1 475]. Samoin hHSP65:n aminohappo-
sekvenssi tunnetaan ja esitetd3n kuviossa 1.

Esimerkki 2

MThsp65:n vastaisten vasta-aineiden tuotanto

Tavanomaisen laboratoriokannan kaniinit (New Zea-
land White) inokuloitiin injektoimalla ihonalaisesti sel-
kdan 100 ug esimerkin 1 mukaisesti tuotettua MThspé65:4&
fysiologisessa suolaliuoksessa (0,5 ml) emulgoituna mine-
raaliéljyyn (0,1 ml) (epdtdydellinen adjuvantti). Kuukau-
den kuluttua kaniineille annettiin tehosteeksi 100 ug
MThspé65:a fysiologisessa suolaliuoksessa (1,0 ml) ja kah-
den viikon kuluttua kaniineista otettiin verindytteet ja
kerattiin seerumi. Kaniineille annettin tehosteannos sa-
malla tavalla kahden kuukauden kuluttua ja otettiin jal-

leen verindyte.
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Esimerkki 3

Monet hiiren molekyylit ovat ristireaktiivisia my-

kobakteeri-hsp65:n kanssa

Mykobakteeri-hsp65:n tunnistamien nisdkasmolekyy-
lien identifioimiseksi testattiin kaniinin anti-hspé5-an-
tiseerumia samoin kuin monoklonaalista vasta-ainetta, jos-
ta kaytetddn merkint&d TB78. Tamdn vasta-aineen on kehit-
tanyt ja toimitti tri J. Ivanyi, MCR Tuberculosis Unit,
Hammersmith Hospital, Lontoo. Tamd vasta-aine on spesifi-
nen M. tuberculosisin hspé5-molekyylille. Tutkittiin si-
toutuminen ndihin vasta-aineisiin viiden tyyppisesta val-
misteesta: kloonatusta M. tuberculosishsp6S5:std; NOD-hii-
rien, joille on kehittymdssd IDDM, ja terveiden vertai-
lueldinten seerumeista; ja lampdsokilla kasiteltyjen rotan
fibroblastien lysaateista ja vertailufibroblastilysaateis-
ta.

hspé5 valmistettiin esimerkissa 1 kuvatulla taval-
la. Rotan embryofibroblasteja viljeltiin tavanomaisin me-
nettelyin. Lampdsokkiproteiinien indusoimiseksi fibroblas-
tiviljelmid inkuboitiin lampdtilassa 42,5 °C kaksi tuntia
ja sitten l&mpdtilassa 37 °C % tuntia. Lampdsokkikdsitel-
tyjd fibroblasteja 3ja vertailufibroblasteja wviljeltiin
lampdtilassa 37 °C, ja hajotettiin ne sitten (noin 5 -10°
solua kumpaakin lajia) kayttdmdlld hajotuspuskuria, joka
sisllsi 0,1 % SDS:44 ja 1 % Tritonia, yhdessa proteaasi-
inhibiittoreiden kanssa. Proteiinipitoisuus sadédettiin
Bradford-midrityksen avulla arvoon 2 mg/ml. Materiaalille
tehtiin tavanomainen elektroforeettinen kdsittely 10-%:i-
sessa polyakryyliamidigeelissd pelkistavissd olosuhteissa
(2 $ 2-merkaptoetanolia); ndytemddrd oli 100 pg/kaista.
Terveistd vertailuhiiristd ja IDDM:n kehittdvista NOD-hii-
ristad saadut seerumit laimennettiin pitoisuuteen 2 mg/ml.
Kullekin ndistd seerumivalmisteista tehtiin erotus polyak-
ryyliamidigeelielektroforeettisesti edella kuvatulla ta-

valla. Erotettuja proteiineja siirrettiin sitten ydén yli
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nitroselluloosapaperiin tavanomaisin menettelyin. Paperei-
ta inkuboitiin sitten yksi tunti huoneenl&mp&étilassa hemo-
globiinin kanssa (1 %, suojaamista varten) ja sitten joko
normaalin kaniinin seerumin tai anti-hsp65:n kanssa lai-
mennussuhteen ollessa 1:100 tai TB78:n tai monoklonaalisen
vertailuvasta-aineen kanssa laimennussuhteen ollessa 1:100
kaksi tuntia huoneenlémpdtilassa. Vasta-aineiden sitou-
tuminen mihin tahansa erottuneeseen vydhykkeeseen detek-
toitiin inkuboimalla vuohen '**I-leimatun anti-kaniini-Ig:n
tai anti-hiiri-Ig:n kanssa, pestiin ja kehitettiin autora-
diografisesti. Mukaan sis&llytettiin moolimassastandar-
dit.

Havaittiin, ettd anti-hspé5-vasta-aineet tunnisti-
vat muutaman vybdhykkeen. Mykobakteeri-hsp65:n tunnisti
seka kaniinin antiseerumi ettd monoklonaalinen TB68. Vas-
ta-aineet tunnistivat my&s yhden hiiren fibrioblastien
65 kD:n vydhykkeen, joka syntyi autetusti lampdsokin j&l-
keen. Kuummenetuissa fibroblastilysaateissa oli my&s posi-
tiivisia vyShykkeit& moolimassojen 30 kD ja 47 kD kohdal-
la. IDDM:n kehittdvien NOD-hiirten seerumeissa tuli detek-
toiduksi yksi 1lisdvydhyke suunnilleen kohdalla 25 kD.
Niinpd& nisdkasmolekyylit, joiden moolimassa on 65, 47, 30
ja 25 kD, ovat ristireaktiivisia mykobakteeri-hsp65:n
kanssa.

Esimerkki 4

hsp65:4 muodostuu haiman saarekkeissa

Koska IDDM:n kehittymiseen liittyy hspé65:n voimis-
tunut esiintyminen veressd ja virtsassa, ajateltiin, ettd
saarekkeiden beetasolut voisivat olla hsp65:n l1&hde. Tam&n
teorian testaamiseksi tutkittiin kaniinin anti-hspé65:4&,
jotta ndhtaisiin, sitoutuuko se saarekesoluihin.

Kaytettiin tavanomaista menetelmdd 6 - 8 um:n pak-
suisten pakastettujen rotan haimaleikkeiden valmistamisek-
si. Leikkeet peitettiin normaalilla kaniinin seerumilla

tai anti-hspé65-antiseerumilla (absorptiokadsitelty maksa-
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jauheella epéspesifisten vasta-aineiden poistamiseksi)
laimennettuna suhteessa 1:50, inkuboitiin 30 min huoneen-
lampdtilassa, pestiin perusteellisesti PBS:114 ja inkuboi-
tiin sitten 5 min 5-%:isen normaalin vuohen seerumin kans-
sa ennen inkubointia vuohen fluoreseiinilla leimatun anti-
kaniini-Ig:n kanssa 30 min huoneenldmpdtilassa. Saarekkeet
varjaytyivat voimakkaasti anti-hspé5-seerumin vaikutukses-
ta, mutta eivadt kaniinin vertailuseerumilla. Siksi saarek-
keet tuottavat hspé65:4a.

Esimerkki 5

Immunisoituminen hsp:lle indusoi IDDM:n

Koska havaittiin, ettd saarekesolut tuottavat
hspé65:4, oletettiin, ettd hsp:n vastainen immuunivaste
vaurioittaa beetasoluja Jja aiheuttaa siksi IDDM:n.
C57BL/Ksj-uroshiiret, jotka olivat 8 viikon ik&aisi4, tai
4,5 viikon ikdiset NOD-naarashiiret immunisoitiin injek-
toimalla vatsakalvonsisdisesti 50 ug hspé65:4, ja testat-
tiin saattaisiko niille kehitty& IDDM, jonka osoituksena
on arvon 250 mg/100 ml ylittdvad veren glukoosipitoisuus.
4,5 viikon ik&isilla NOD-hiirillé spontaanin IDDM:n kehit-
tyminen kestdd vield ainakin kolme kuukautta. C57BL/Ksj-
hiirilld ei kehity spontaania IDDM:3&. hsp65 annettiin
emulgoituna &ljyyn tai PBS:&4&n. Oljyyn emulgoitua naudan
seerumialbumiinia (BSA) kaytettiin vertailunaytteend. Tu-
lokset esitetddn taulukossa 1. Havaittiin, etta hspé5 in-
dusoi IDDM:n O&ljyssd mutta ei PBS:ssda annettuna. Siksi
immuunivaste hspé5:een voi laukaista IDDM:n, todenndkdi-
sesti siitd syystd, ettd beetasolut tuottavat hspé5:n

kanssa ristireaktiivista antigeenia.
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Taulukko 1
hsp65 adjuvantissa indusoi IDDM:n

IDDM:n esiinty-
mistiheys 3 vii-

Hiiret Antigeeni Adjuvantti kon kuluttua

NOD hspés 313y 7/10
hspé65 PBS 0/10
BSA 61ljy 0/20

C57BL/ksj hspé5 8ljy 6/7
hsp65s , PBS 0/9
el anti- el adjuvanttia 0/15
geenia

Lisdkokeessa normaalihiirikannat, joille ei kehity
spontaanisti IDDM:&&, kuten NOD-hiirille, eikd edes pienen
streptotsotosiiniannoksen jdlkeen, kuten C57BL/ksj-hiiril-
le, inokuloitiin intraperitoneaalisesti 50 ug:lla antigee-
nia, Jjoko hsp65:4 tai naudan seerumiantigeenia (BSA),
emulgoituna epdtdydelliseen Freundin adjuvanttiin (&1jy).
Hijristd otettiin verindytteet aamulla 19 p&ivdn kuluttua
ja mitattiin veren glukoosi. IDDM-diagnoosina pidettiin
veren glukoosipitoisuutta yli 200 mg/100 ml. Tulokset esi-
tetdan taulukossa 2. On ndhtidvissl, ettd immunisointi
hspé65:11a voi indusoida IDDM:n jopa nédenndisesti normaa-
leissa hiirkannoissa, erityisesti sopivana annoksena an-
nettuna. Ta&md tukee paidtelmidd, ettd hspé65 tai sen kanssa
immunologisesti ristireaktiiviset molekyylit ovat kohdean-

tigeeneja IDDM:n yhteydessa.
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Taulukko 2
Immunisointi hsp65:114 indusoi IDDM:n diabetesta sairasta-
mattomissa hiirikannoissa

IDDM:n esiinty-

Veren glukoosi (mg %) l mistiheys
Antigeenit Antigeenit
Hiirikanta hspés BSA I hsp65 BSA
C3H.eB/Fej 270141 96+32 l 5/5 0/5
C57BL/67 298+52 122+26 l 5/5 0/5
DBA/2 146133 126421 I 0/5 0/5
SJL/j 162427 139+26 I 0/5 0/5

Esimerkki 6

hsp65 voi indusoida resistenssin IDDM:n kehittymi-

selle

On hyvin tunnettua, ettd@ antigeeni annettuna ilman
tehokasta adjuvanttia tai yhdessa tolerogeenisen antigee-
nin kanssa voi indusoida immunologisen reagoimattomuuden,
ts. spesifisen toleranssin mainitun antigeenin suhteen.
Siksi hiiret, joihin oli injektoitu hspé65:4 PBS:ssa, tut-
kittiin sen m&drittamiseksi, olivatko hiiret saaneet re-
sistenssin IDDM:1lle, jonka indusoi hspé5 6ljyssé. Kuukau-
den kuluttua siit&, kun C57BL/Ksj-hiiret olivat saaneet
hsp65:4 PBS:ssd, niille annettin hsp65:4 61jyssd, eika yh-
dellek&4an n&ist& hiirist&d kehittynyt IDDM:4&, jonka merk-
kind pidettiin veren suurempaa glukoosipitoisuutta kuin
260 mg/100 ml kolmen viikon kuluttua. Sit& vastoin 8 ver-
tailuhiirelle 10:std, jotka eivadt olleet saaneet hspé5:a
PBS:ssd, kehittyi IDDM, kun ne olivat saaneet hspé65:a &l-

jyssa.
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Eraddssd toisessa kokeessa annettiin hsp65:4 PBS:ssi
30 pdivdn ikdisille NOD-naarashiirille intraperitoneaali-
sesti 15 pdivdd ennen hspé65:n (50 pug) antamista &ljyssa
IDDM:n indusoimiseksi. IDDM:n esiintymisen mittana oli
veren glukoosipitoisuus yli 200 mg/100 ml 35 p&ivan kulut-
tua indusointiannoksen antamisesta. IDDM:n esiintyminen
mitattiin uudelleen hiirten ollessa 5 kuukauden ik&isii.
Tiedetddn, ettd téssd i8ssd 50 %:1la kaikista k&sittele-
mattdmistd NOD-hiiristd on detektoitavissa oleva IDDM.

Tulokset esitetd8n taulukossa 3.

Taulukko 3
hsp65:n kdyttd rokotteena IDDM:&a vastaan

IDDM:n esiintymistiheys

hsp65 PBS:ssi 35 pdivdd immuni- 5 kuukauden
{pa) Soinnin jdlkeen idssi e
0 7/8
1 o/8 o/8
5 0/8 0/8
50 0/8 0/8

Niinpd on ndhtdvissd, ettd hsp65:4 voidaan kayttaa
indusoimaan toleranssi diabetekseen johtavan immuunipro-
sessin suhteen. Ta&md toleranssi ei ole tehokas pelkadst&in
immunogeenisen hsp65-hydkkdyksen suhteen vaan sidilyy te-
hokkaana kédsittelynd spontaanin IDDM:n luonnollista kehit-
tymista vastaan NOD-hiirissi.

Esimerkki 7

Alkavan IDDM:n hoito kayttamalla hHSP65:a

Kuten esimerkissd 6 osoitetaaan, hsp65:4& voidaan
kayttda indusoimaan resistenssi IDDM-autoimmuuniprosessil-
le. Taman nayttdd aiheuttavan beetasolujen immunologinen

toleranssimekanismi niiden jouduttua alttiiksi ulkopuoli-
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selle hspé5:1le. Niinpa hsp65 voi olla kayttdkelpoinen
IDDM:n hoidossa ennen sairauden muuttumista kliinisesti
havaittavaksi, ja autoimmuuniprosessi voidaan pysadyttaa
ennen merkittdvien pysyvien vaurioiden syntymista. Tauluk-
koon 3 kootut koetulokset, se ettd spontaanin IDDM:n luon-
nollinen kehittyminen voidaan estda NOD-hiirissé, on mer-
kittavi todiste siitd, ettd hspé5:4, erityisesti hHSP65:4,
voidaan kayttdd terapeuttisesti. Tama autoimmuuniprosessi
alkaa hyvin varhain NOD-hiirissd. Insuliitti on havaitta-
vissa Jjo yhden kuukauden idssd. IDDM tulee kliinisesti
havaittavaksi 5 kuukauden idssd& 50 %:1la tdmdn kannan naa-
rashiiristd. hspé5:n anto 30 pdivan ikdisille hiirille py-
sdyttd4 tamdn luonnollisen kehityksen. Tama osoittaa, etta
hoito voi olla tehokas jopa autoimmuniteetin saarekkeita
kohtaan jo synnyttya.

Esimerkki 8

T-solujen reagointi hHSP65:een liittyy kehittyméissa

olevaan sokeritautiin

Kuviossa 3 esitetty ihmisen hspé5-geeni kloonattiin
ilment&mistd varten tavanomaisella tavalla ja siitd saa-
tiin suurin piirtein puhdasta ihmisen yhdistelmd-hsp65:a.

Té&m& koe osoittaa, ettd hiirissd, joiden beetasolut
tuhoutuvat spontaanisti, T-solut reagoivat ihmisen yhdis-
telm&-hsp65:een. Pernasolususpensioista, jotka saatiin 5 -
7 eri ikdisen NOD/Lt-naarashiiren ryhmista, tutkittiin T-
solujen proliferaatio olennaisilta osiltaan T-solujen ty-
roglobuliinivasteiden yhteydess& kuvatulla tavalla [Maron,
R. et al., J. Immunol. 131 (1983) 2 316 - 2 322]. Lyhyesti
esitettynd soluja (1 -10° solua/ml) inkuboitiin 72 tuntia
kolmena rinnakkaisndytteend mikromaljan syvennyksissa kas-
vualustassa (0,2 ml) seuraavien antigeenien (5 pug/ml) las-
n& tai poissa ollessa: ihmisen hspé5, MThspé65 ja MThsp70.
Proliferaatio mitattiin sis&llyttdmilld [Hltymidiinia
DNA:han 12 viimeisen inkubointitunnin aikana. Tulokset

esitetddn /A cpm-arvona, joka on tutkittavaa antigeenia si-
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sdltédvien syvennysten keskimddrdinen cpm-arvo miinus ilman
lisattyad antigeenia viljeltyjen vertailusyvennysten keski-
maardinen cpm-arvo i standardivirhe (SE). Vertailu-cpm-
arvot vaihtelivat alueella 9 000 - 10 500. IDDM:n puhkea-
minen noin 50 %:ssa hiiristd tapahtui 4 - 5 kuukauden i&s-
sd, kuten osoitetaan merkinn&lla "IDDM" kuviossa 4.

Taman kokeen tulokset, jotka osoittavat NOD/Lt-
hiirten T-solujen spontaanin reaktiivisuuden erilaisten
antigeenien suhteen idn funktiona, esitet&in kdyréna kuvi-
ossa 4. 1 kuukauden i&ssd, kun NOD/Lt-hiirissid esiintyy
vahdn tai ei ollenkaan insuliittia, ei ollut havaittavissa
T-solujen reaktiivisuutta mink&&n antigeenin suhteen. 2 ja
3 kuukauden idss&, lisd&ntyvadn insuliitin ohella, havait-
tiin kuitenkin voimakas ja kasvava reaktiivisuus ihmisen
hsp65:n suhteen, suhteellisesti heikompi reaktiivisuus
MThspé5:n suhteen eikd ollenkaan reaktiivisuutta MThsp70:n
suhteen. Reaktiivisuus ihmisen hspé65:n ja MThspé65:n suh-
teen aleni IDDM:n puhjetessa 4,5 kuukauden iidssi ja laski
edelleen 6 kuukauden i&ssi IDDM:n kliinisen ilmenemisen
jalkeen. Niinpd T-solujen reaktio ihmisen hsp65:een niytti
liittyvdn beetasolujen vaurioitumisen lis&antymiseen ennen
nakyvaa IDDM:3&. T-solujen reaktiivisuuden lasku IDDM:n
puhkeamisen yhteydessd voidaan selittd& alentuneella im-
muunistimulaatiolla, kun beetasolut ja niiden antigeenit
on menetetty.

Esimerkki 9

Ihmisen hspé65:een reagoivat T-solut aiheuttavat

diabeteksen

Pernasolususpensiocita tehtiin ryhmistd, jotka si-
sdlsivdt wviisi 3,5 kuukauden ik&istd kannan NOD/Lt,
C57NL/6 tai C57BL/KS naarashiirt&d. Yksi NOD/Lt-hiiriryhma
(ryhm@ 2) oli pohjustettu 9 pdivii aikaisemmin immunisoi-
malla intraperitoneaalisesti MThsp65:114 (50 pg/ml) &ljys-
sd. Jotkut pernasoluista (ryhmdt 4, 6 ja 8) aktivoitiin
inkuboimalla niit& 48 tuntia Con A:n kanssa (1,25 pg/ml) .
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Con A -késitellyt solut siirrettiin kasvaamaan vield 5§
pédivaksi elatusalustaan, josta puuttui Con A. Pernasoluis-
ta testattiin niiden lisddntymisvasteet ihmisen yhdistel-
mé-hspé5:een, yhdistelmd-MThspé5:een tai E. coli -vertai-
luantigeeniin viikon kuluttua aktivoinnista esimerkissi 12
kuvatulla tavalla. E. coli -vertailusolut transfektoitiin
plasmidilla pEX2, joka el sisdltanyt hspé5-geenejid. Anti-
geeneja kaytettiin pitoisuutena 5 ug. Kolmesta rinnakkais-
nayttesta saadut lisadntymisvastetulokset esitet&&n stimu-
laatioindeksind (SI), joka on tutkittavan antigeenin kans-
sa inkuboituihin pernasoluihin sisdllytetyksi tulleen [?H] -
tymidiinin cpm-arvon suhde lisattyd antigeenia sigs&dlt&mé&t-
tébmiin vertailuviljelmiin sisdllytetyksi tulleen [*H]tymi-
diinin cpm-arvoon. Vertailuviljelmien cpm-arvo oli 5 000 -
7 000 ja standardipoikkeamat cpm-arvon keskiarvosta olivat
aina alle 10 % keskiarvosta. Solujen kyky saada aikaan
diabetes testattiin aktivoimalla jotkut niistd viljelem&l-
13 Con A:n kanssa 48 tuntia. Diabetesta edeltdvédssd vai-
heessa olevista, 1 kuukauden ik&isist&@ vastaanottajanaa-
rashiiristd koostuvat ryhmét inokuloitiin intraperitoneaa-
lisesti koskemattomilla pernasoluilla tai MThspé65:114 poh-
justetuista tai kédsittelematt®dmistd hiiristd saaduilla Con
A -aktivoiduilla pernasoluilla. Vastaanottajahiirista ar-
vioitiin 21 pdivan kuluttua akuutin sokeritaudin kehitty-
minen, josta olivat osoituksena hyperglysemia (veren glu-
koosi > 200 mg/100 ml) ja histologiset merkit insuliitis-
ta. Veren glukoosi mitattiin ottamalla kunkin hiiren han-
tdlaskimosta verindyte noin klo 9 Jja glukoosipitoisuus
mitattiin kayttamdlld Diascan Glucose Meter -laitetta ja
testiliuskoja (Behringwerke, Saksan liittotasavalta). In-
suliitti mddritettiin histologisesti osoittamalla (hema-
toksilineosiini ja vaalean vihred varjaytyminen, tekija
the Histology Laboratory of The Weizmann Institute). Insu-
liitin arvosteli vyksild, joka ei tuntenut testilevyjen

identiteettia.
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Tulokset esitetddn taulukossa 4. Erot NOD/Lt-perna-
solujen reaktioiden v&lilld ihmisen hspé5:n ja MThsp65:n
suhteen (ryhm&t 1 - 4) olivat merkitsevisti suuremmat
(P <0,01) kuin NOD-Lt-pernasolujen reaktiot E. coli -ver-
tailuantigeeniin tai muiden hiirikantojen (ryhmdt 5 - 7)
reaktiot hspé5-antigeeneihin kéytettéessd Studentin T-tes-
tid; ND = ei mddritetty.
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Tulokset, jotka esitetd&n taulukossa 4, osoittavat,
etta 3,5 kuukauden ikadisten NOD/Lt-hiirten T-solujen reak-
tioita ihmisen hsp65:een voitiin voimistaa immunisoimalla
hiiret MThspé65:114 (ryhma 2) tai aktivoimalla T-solupopu-
laatio T-solumitogeenilla konkanavaliini A (Con A; ryhmi
4). Con A:n on osoitettu in vitro stimuloivan ensisijai-
sesti eldimissd in vivo esiintyvid aktivoituja autoimmuu-
ni-T-soluja. Niinpd NOD/Lt-T-solut, jotka on herdtetty in
vivo immunisoimalla MThspé65:11& tai aktivoitu in vitro Con
A:lla, reagoivat luonnostaan ihmisen hspé65:een.

Itse ihmisen hspé65 ei ole mitogeeni; t&ysikasvui-
silla hiirilléa, jotka kuuluvat kantoihin, joille ei spon-
taanisti kehity IDDM:&&, kuten kantaan C57BL/6 (ryhmat 5
ja 6) tai C57BL/KS (ryhmat 7 ja 8), ei esiinny T-solujen
reaktiivisuutta Con A -stimuloinnin jélkeen.

Lopuksi mainittakoon, ettd taulukko 4 valaisee si-
td, ettd ihmisen hspé65:n vastaisen T-solupopulaation akti-
vointi in vitro Con A:lla teki T-solut kykeneviksi siirtéa-
madn akuutin diabeteksen 1 kuukauden ik&isiin diabetesta
edeltavissd vaiheessa oleviin NOD/Lt-hiiriin (ryhmit 2 ja
4) .

T-solujen reagoivuuden ihmis-hspé65:een ja diabetek-
sen valinen yhteys vahvistetaan taulukossa 5. Kokeessa,
jossa saatiin taulukon 5 tulokset, T-solulinjat saatiin
stimuloimalla toistuvasti pernasoluja MThspé5:11a
(5 pg/ml) Maronin (supra) kuvaamalla tavalla. Kloonit
eristettiin solulinjoista rajalaimennusmenetelmilli. T-so-
luklooneista testattiin niiden kyky siirt&& akuutti diabe-
tes olennaisilta osiltaan taulukon 4 yhteydessd kuvatulla
tavalla, paitsi ettd siirrettiin intraperitoneaalisesti
5-10° Con A -aktivoitua solua. Kloonien lisdintymisvasteet
antigeeneihin mitattiin SI:n& taulukon 4 yhteydessa kuva-
tulla tavalla. Vertailuviljemien cpm-arvo oli 4 500 -
6 500 ja standardipoikkeamat cpm-keskiarvosta olivat aina
alle 10 %.
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Taulukko 5
Diabetogeeniset T-solukloonit tunnistavat ihmisen hsp65:n

T-solu- Akuutin diabe- Proliferaatiovasteet (SI) anti-
klooni teksen siirto geeneihin

" (Esiintymis- Thmisen E. coli

tiheys) = hspé5 MT-hspé5 vertailundyte

27 9/11 16,9 7,1 0)9
c7 10/12 23,8 6,7 1,1
(04°) 10/15 38,5 5.8 1,2
21 0/13 643 | 2,8 1¥o

Kloonien havaittiin reagoivan voimakkaammin ihmisen
hspé5:een kuin MThspé5:een tai E. coli —vertailuantigée—
niin. Lisaksi kloonit 27, C7 ja C8, jota reagoivat voimak-
kaasti ihmisen hspé65:een, olivat diabetogeenisia, kun taas
klooni 21, joka reagoi suhteellisen heikosti ihmisen
hspé65:een, el pystynyt siirtdmdan diabetesta. Koska kloo-
natuilla T-soluilla esiintyy spesifisyydeltdén vain yhden-
laisia antigeenireseptoreja, voidaan paatella, ettd akuu-
tin diabeteksen voivat siirtad diabetesta edeltdvéssa vai-
heessa oleviin NOD/Lt-hiiriin T-solut, jotka tunnistavat
ihmisen hspé5:114 epitoopin, joka on jossakin maddrin ris-
tireaktiivinen MThsp65:n epitoopin kanssa.

Esimerkki 10

Virulentit T-solut toimivat rokotteena spontaania

IDDM:&&a vastaan

Ryhmdt, jotka koostuivat 5 - 7 diabetesta edelta-
va&ssad vaiheessa olevasta kahden kuukauden ikaisesta
NOD/Lt -naarashiirestd, pohjustettiin immunisoimalla anti-
geenilla (50 ug) O6ljyssad tai Jjatettiin pohjustamatta.
Hiirten pernasolut aktivoitiin inkuboimalla niita antigee-

nien (5 upg/ml) tai Con A:n (1,25 pg/ml) kanssa esimerkissa
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9 taulukon 5 yhteydessa& kuvatulla tavalla tai jétettiin
aktivoimatta. Soluja (25 -10°) siirrettiin sitten intraperi-
toneaalisesti kuukauden ik&isistd, diabetesta edeltdvissi
vaiheessa olevista hiiristé koostuviin ryhmiin. Hiirista
tutkittiin akuutti diabetes (hyperglysemia; veren glukoosi
>200 mg/100 ml) 3 viikon kuluttua esimerkiss& 9 kuvatulla
tavalla. Spontaani IDDM mddritettiin 8 kuukauden idssi
tutkimalla hyperglysemia ja insuliitti. Erot vertailuryh-
madn (ryhma 1) ndhden olivat merkitsevid osoitetuissa ta-
pauksissa (* p < 0,01). Luvut edustavat 2 - 3 kokeen kumu-

latiivisia tuloksia.
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Kuten odotettiin, kdsittelemd&tt®d4mit vertailuhiiret
(ryhma 1) eivat olleet hyperglyseemisid 7 viikon ik&isini,
ja spontaani IDDM havaittiin 81 %:1la 8 kuukauden i&ssi.
Akuutti diabetes (veren glukoosi yli 200 mg/100 ml) siir-
tyi sitdvastoin kéytettdessd diabetesta edeltavissd vai-
heessa olevien hiirten pernasoluja silld edellytyksells,
ettd pernasolut oli aktivoitu in vitro MThsp65:114 (ryhm&
2) tai Con A:1lla (ryhm& 3).

Pernasoluja, jotka oli saatu hiiriltd, jotka oli
pohjustettu in vivo MThsp65:114, BSA:1la tai MThsp70:114,
annettiin aktivoituina in vitro vastaavalla antigeenilla.
Anti-MThspé65-solut (ryhm& 6) indusoivat akuutin diabetek-
sen, mutta anti-BSA- tai anti-MThsp70-solut (ryhmdt 4 ja
5) eivat. Toisin kuin Con A:lla ja MThsp65:118 aktivoitu-
jen solujen kohdalla, jotka reagoivat voimakkaasti ihmisen
hsp65:een (taulukot 3 ja 4), BSA:n tai MThsp70:n kanssa
reagoivien solujen proliferaatiomddrityksissd ei havaittu
reaktiivisuutta MThspé5:een tai ihmisen hspé65:een (tulok-
sia ei esitetd). Niinp&d akuutin diabeteksen siirto oli
spesifinen solupopulaatioille, jotka sisdlsivdt ihmisen
hspé65:een reagoivia T-soluja.

Taulukko 6 osoittaa myds, ettd akuuttia diabetes-
kohtausta seurasi merkittdvd alentuminen 8 kuukauden idssi
kehittyvén spontaanin IDDM:n esiintymistiheydess4. Hiirten
inokulointi BSA:n tai MThsp70:n vastaisilla pernasoluilla
ei indusoinut akuuttia diabetesta eikd estdnyt spontaania
IDDM:44 (ryhmét 4 ja 5).

Akuutin, ulkoa siirretyn diabeteksen kyky keskeyt-
tad spontaani IDDM-prosessi havaittiin my®s kokeissa, joi-
ta tehtiin edell&d kuvatuilla hspé65:n vastaisilla T-solu-
klooneilla (taulukko 4). 31 hiireen injektoitiin virulent-
tia kloonia 27, C7 tai C9, ja kaikille syntyi akuutti dia-
betes 1 - 2 viikon kuluessa. Kaikki toipuivat spontaanisti
hyperglysemiasta 2 viikon aikana, ja wvain 2:1le 31:sti
kehittyi spontaani IDDM 8 kuukauden i&ss&. 13 hiirelle,
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joihin injektoitiin avirulenttia kloonia 21, ei sen sijaan
kehittynyt akuuttia diabetesta, ja 6:1le naistd& hiiristéa
kehittyi spontaani diabetes 6 kuukauden iassa (P <0,01).

Niinpda diabetes, joka aiheutetaan siirtam&lld ul-
koapdin ihmisen hspé5:n vastaisia T-soluja, on ohimeneva.
Hiiret eivdt kuitenkaan pelkdstddn toipuneet akuutista
diabeteksesta vaan saivat resistenssin mydhemmdn spontaa-
nin IDDM:n kehittymista wvastaan. Niinpad luonnollisen
IDDM:n puhkeamisen nopeuttamisen tai vakavuuden lisd&misen
sijasta diabetesta edeltdvéss&d vaiheessa olevien hiirten
saattaminen alttiiksi virulenteille T-soluille itse asias-
sa johti resistenssin saamiseen diabetesprosessia vastaan.

Esimerkki 11

Heikennetyt T-solut toimivat rokotteena hspé65:een

kohdistuvaa autoimmuniteettia vastaan ja estavat

IDDM:n

Muodostettiin T-solurokotteita 3 kuukauden ikaisten
diabetesta edeltdvissi vaiheessa olevien NOD/Lt-hiirten
pernasoluista aktivoimalla solut inkuboimalla niita Con
A:n tai MThspé65:n kanssa esimerkissa 8 taulukon 3 yhtey-
dessd kuvatulla tavalla ja heikent&mdlld sitten aktivoidut
solut gammasateilytyksella (1500 R) tai glutaarialdehydil-
14 (0,3 %, 15 min) Liderin et al. kuvaamalla tavalla
[Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84 (1987) 4 577]. Ryhméat,
jotka koostuivat 15 tai 25 viiden viikon ikdisestd diabe-
testa edeltdvissad vaiheessa olevasta NOD-Lt-naarashiires-
td, jatettiin sitten rokottamatta tai rokotettiin inoku-
loimalla intraperitoneaalisesti 10’ kédsitellylld pernaso-
lulla. Kuuden kuukauden idssd kunkin ryhmdn 5 hiiresta
tutkittiin pernan T-solujen proliferaatiovasteet ihmis-
hsp65:een, jotka esitetdédn stimulaatioindeksind (SI). Il-
man lisdtty&d antigeenia saadut vertailu-cpm-arvot olivat
2 465 t 235 ja 2 246 t 185 rokottamattomilla ja vastaavas-
ti rokotetuilla hiirill&. Lopuista hiiristé otettiin veri-

niaytteet ihmisen hsp65:n vastaisten vasta-aineiden maarit-
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tamiseksi tavanomaisella kiintedfaasiradioimmuunimiairityk-
selld [Schechter et al., J. Biol. Chem. 259 (1984) 6 411 -
6 419]). Seerumin vasta-aineiden detektoimiseksi mikromal-
jat padllystettiin inkuboimalla niitd4 hspé5:n (anti-
hspé65:n mddrittdmiseksi), insuliinin (anti-insuliinin m&&-
rittamiseksi) tai marsun DM-idiotyypille positiivisen an-
ti-insuliinin (anti-idiotyyppivasta-aineen mi&rittamisek-
si) kanssa (50 pg/ml kutakin). N&iden antigeenien vasta-
aineiden lasndolo detektoitiin inkuboimalla piillystettyja
syvennyksid tutkittavien hiiren seerumien kanssa (laimen-
nettuina suhteessa 1:50) ja kehitt&mill& vuohen **I-leima-
tulla anti-hiiri-Ig:114 (Amersham, Englanti; 10° cpm/syven-
nys) . hspé65-antigeenin (tai sen kanssa ristireagoivan an-
tigeenin) detektoimiseksi syvennyksii inkuboitiin 1,5 ul:n
kanssa tutkittavaa seerumia, joka oli laimennettu suhtees-
sa 1:5, ja peitettiin sitten kaniinin anti—hsp65—Ig:ilé
(laimennettuna suhteessa 1:100). Sitoutuminen mitattiin
kayttédmédlla vuohen '**I-leimattua anti-kaniini-Ig:t4 (Amer-
sham) . Suhteellinen tiitteri merkitsee suhteessa 1:100
laimennetun seerumin sitoutumista ihmisen hspé65:een cpm-
arvona. Diabetesta sairastamattomilta 1 kuukauden ik&isil-
td NOD/Lt-hiirilt4d saadun ihmisen hsp65:n vastaisen seeru-
mivasta-aineen keskiml3rdinen cpm-arvo oli 1 450 1 194.
Hiirten seerumeista mi8ritettiin hsp65:n tai ristireaktii-
visen antigeenin 1l&4sndolo k3yttamillad edelld kuvattua
kiintedfaasiradicimmuunimddritystd. Tulokset esitetiin
taulukossa 7. Rokotetut hiiret erosivat merkitsevasti ro-

kottamattomista vertailuhiiristd (*p <0,01).
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Taulukossa 7 esitetyt tulokset osoittavat, etta
muuten virulentit Con A:1la tai MThspé65:114 aktivoidut T-
solut voidaan heikent&i kdsittelemdlld ne gammasidteilylla
(1 500 R) tai glutaarialdehydilld (0,3 %) ja niit4 voidaan
kayttad rokottamiseen spontaania IDDM:4&4 vastan. Samoin
kuin on osoitettu muiden kokeellisten sairauksien yhtey-
dessa, sateilytetyt tai glutaarialdehydilld k&sitellyt
autoimmuuni-T-solut eivét olleet virulentteja eivatka ai-
heuttaneet akuuttia diabetesta (tuloksia ei esitetd).
IDDM:n ehkaisyyn liittyi rokotettujen hiirten spontaanin
T-solu- ja vasta-aineaktiivisuuden merkitt&v&d heikkenemi-
nen ihmisen hspé5:n suhteen.

Kuten aiemmissa esimerkeissid on kuvattu, NOD/Lt-
hiirten saarekkeiden vaurioituminen on merkittivii siihen
mennessad, kun seerumiin ilmaantuu proteiini, jonka hspé5:n
vastaisen vasta-aineet tunnistavat. Koska t&mi4 seerumian-
tigeeni on mahdollisesti per&isin vahingoittuneista beeta-
soluista, oli kiinnostavaa nadhda, oliko T-solurokotuksella
mitddn vaikutusta sen m&&rd&n. On nahtivissi (taulukko 7)),
ettd T-solurokotteen anto vihensi merkittdvdsti 6 kuukau-
den idss8 seerumiin ilmaantuvan hspé5:n tai ristireaktii-
visen antigeenin mdar44. T4m& viheneminen liittyi detek-
toitavissa olevan insuliitin puuttumiseen histologisessa
tutkimuksessa (tuloksia ei esitetd).

Niinpd MThsp65:114 tai Con A:1la aktivoituja viru-
lentteja ihmisen hspé65:n vastaisia T-soluja voitiin hei-
kentdd ja k&ytt&4 NOD/Lt-hiirten rokottamisen spontaanin
IDDM:n kehittymist& vastaan. Rokotetun tilan merkkini oli
IDDM-prosessin immunologisten merkkien, ihmisen hspé5:n
vastaisten T-solujen ja vasta-aineiden, vaheneminen. Sa-
malla hspé65:n tai hspé5:n kanssa ristireagoivan seerumian-
tigeenin md&rd vaheni, mik4 on selitett&vissd insuliitin

pysédhtymisella.
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Esimerkki 12

T-solurokotus antaa resistenssin akuuttia indusoi-

tua diabetesta vastaan

Esimerkiss8 5 osoitettiin, ettd akuutti diabetes,
jonka merkkeind on insuliitti ja hyperglysemia, voitiin
indusoida diabetesta edeltdvassd vaiheessa olevissa
NOD/Lt-hiiriss& immunisoimalla ne MThspé65:114 &ljysséa.
Havaittin myds, ettd tdmd@ akuutin diabeteksen muoto oli
ohimenevd ja johti itse asiassa resistenssiin my&hempaa
spontaania IDDM:&& vastaan. Tdssd kokeessa tutkitaan ihmi-
sen hsp65:114 tehdyn immunisoinnin vaikutuksia ja T-solu-
rokotuksen vaikutusta akuuttiin indusoituun diabetekseen.

Ryhmédt, jotka koostuivat 4 viikon ik&isistd NOD/Lt-
naarashiirist&, rokotettiin 10”7 Con A:lla aktivoidulla,
glutaarialdehydilld kasitelylld pernasolulla esimerkissa
15 taulukon 12 yhteydessa kuvatulla tavalla tai jatettiin
rokottamatta. Kahden viikon kuluttua hiirille annettiin
MThsp65:4 tai ihmisen hspé65:4 (50 pug 6ljyssd) akuutin dia-
beteksen indusoimiseksi. Hiirist& tutkittiin sitten spon-
taanin IDDM:n kehittyminen 8 kuukauden idssd mittaamalla
hyperglysemia ja insuliitti esimerkiss& 9 kuvatulla taval-
la. Tulokset esitet&dn taulukossa 8. Erot olivat merkitse-
vid, kun *p <0,01.

Taulukko 8

T-solurokotus akuuttia hsp65:n indusoimaa diabetesta ja

spontaania diabetesta vastaan

Indusoitu diabetes Spontaanin
IDDM:n
veren esiintymis-
T-soluanti- Esiintymis- glukoosi tilieys
geenl rokotus  Indusointi tibheys. {ma/dl) 1DDM
ei el 0/10 151+19 8/10
el Ihmisen hspé5 12/15 258£22% 2/15%
el MT hspé65 8/10 339+116% 0/10%

kylla MT hspé5 0/20 140£20

1/20%
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On nahtavissd, ettd rokottamattomat hiiret reagoi-
vat ihmisen hspéS5:een tai MThspé65:een, ja niiss3 kehittyi
akuutti, ohimenevd diabetes. T&t4 seurasi resistenssi
spontaanille IDDM:lle. T-soluilla k&sitellyt hiiret olivat
sita vastoin resistenttejd antigeenilla indusoidulle akuu-
tille diabetekselle. Ne olivat suojassa myds spontaanilta
IDDM:1t&. Niinp& T-solurokotus antaa tehokkaasti resis-
tenssin sekd keinotekoisella immuniscinilla aiheutetulle
akuutille diabetekselle ettd mydhemmdlle spontaanille
IDDM:1le.

Esimerkki 13

Peptidisynteesi

Otaksuttiin, ettad ihmisen hspé65-molekyylin
avainepitooppi oli aminohapposekvenssi, joka on osittain,
mutta ei tdydellisesti, homologinen MThspé65-sekvenssin
kanssa. Koska viimeksi mainittu toimii vihemm&n hyvin, on
vastaavan epitoopin sekvenssi otaksuttavasti hieman eri-
lainen.

Syntetisoitiin sarja peptidejad aloittaen ihmisen
hspé5-sekvenssin karboksyylipddst8 ja valiten sekvensseja,
joissa oli pienié eroja mykobakteerin ja ihmisen sekvens-
sien valilla. Erddssd tillaisessa peptidissd on kuviossa 1
esitetyn ihmisen hspé5-molekyylin aminohapposekvenssi 437-
460, ts. H-Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-Leu-Arg-Cys-
Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-Glu-Asp-OH.
Talle peptidille on annettu nimeksi p277.

Vertailupeptidi p278 menee pd&llekkdin p277:n kar-
boksyylipddn kanssa 3 aminohapon verran, ja silld on seu-
raava sekvenssi: H-Asn-Glu-Asp-Gln-Lys-Ile-Gly-Ile-Glu-
Ile-Ile-Lys-Arg-Thr-Leu-Lys-Ile-OH. TAmd vastaa kuvion 1
aminohapposekvenssi8 458-474.
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Esimerkki 14

Immuunivaste p277:a4an IDDM:n kehittymisen diagno-

soinnissa

Diabetesta edeltavassd vaiheessa olevien 3 kuukau-
den ik&isten NOD/Lt-naarashiirten pernasolususpensioista
testattiin niiden proliferaatiovasteet p277:34n esimerkis-
s4 8 kuvatulla tavalla, ja tulokset esitetdan kuviossa 3.
Vaikka n&ill4d hiirillad ei kehity nédkyvda IDDM:34 vield 1 -
3 kuukauteen, niiden pernan T-solut reagoivat voimakkaasti
p277:8&n mutta eivat p278:aan. Optimaalinen peptidipitoi-
suus tass& ja muissa in vitro -kokeissa on 5 ug/ml.

Esimerkki 15

Patogeeniset T-solukloonit reagoivat p277:&an ja

hspé5-variantteihin

Kuvio 4 osoittaa, etta T-solukloonit C7 ja C9,
joilla on kyky siirtd& akuutti diabetes nuoriin, diabetes-
ta edeltdvidssi vaiheessa oleviin NOD/Lt-hiiriin (katso
edelld oleva taulukko 5), reagoivat p277:84n. Kloonien
havaitaan reagoivan p277:4an samoin kuin koko mykobaktee-
ri-hsp65:een mutta ei vertailuplasmidivalmisteeseen, joka
ei sis&dlld hspé65-geenid. Niinpd on paatelty, ettd peptidi
p277 sisdlt&dd patogeenisen epitoopin, koska patogeeniset
T-solut tunnistavat sen.

p277-epitooppi esiintyy myds mykobakteerin hspé65-
molekyylissd, koska C7 ja C9 reagoivat myds siihen mole-
kyyliin. Niinp& sekvenssille p277 homologinen mykobaktee-
rin hspé5-sekvenssi on immunologisesti toimiva. Seuraavana
esitetdidn mykobakteerisekvenssi, jossa on alleviivattu
ihmisen p277-sekvenssin korvatut ryhmdt: H-Asp-Ala-Gly-
Gly-Gly-Val-Thr-Leu-Leu-Gln-Ala-Ala- Pro-Thr-Leu-Asp-Glu-
Leu-Lys-----Leu-Glu-Gly-Asp-OH. On ndhtdvissd, etta 13
aminohappoa 24:std on korvautunut. Siksi voimme paatella,
ettd peptidin p277 immunologiset ominaisuudet pystyvat
sietidmd4n sekvenssin noin 60-%:isen muuttumisen. Vaikka

pienin mahdollinen epitooppi olisi 10 aminohappoa 24:n si-
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jasta, ei ole olemassa p277:n 10 aminohapon sekvenssii,
joka el erca vdhintd&n 4 - 6 aminohapon kohdalla mykobak-
teerisekvenssisti.

Esimerkki 16

Peptidia p277 voidaan kdyttdd diabeteksen hoitoon

Esimerkissd 6 on osoitettu, ettd ei-immunogeenises-
sa muodossa oleva koko hspé65-molekyyli voi indusoida
NOD/Lt-hiiriss& resistenssin akuuttia diabetesta vastaan,
joka indusoidaan immuniscimalla immunogeenisella hsp65:11&
adjuvantissa. Kuvio 5 osoittaa, ettd myds peptidid p277,
mutta ei peptidid p278, voitaisiin k&yttdi resistenssin
aikaansaamiseksi indusoitua diabetesta vastaan. Ryhmi4,
jotka koostuivat 7 wviiden viikon ik&isestid diabetesta
edeltavdssd vaiheessa olevasta NOD/Lt-naarashiirestd, k&-
siteltiin p277:114 tai p278:1la (50 ug) epatdydellisessi
Freundin adjuvantissa. Kahden viikon kuluttua hiiret im-
munisoitiin immunogeenisella hsp65:114 (50 ug) ep&tdydel-
lisessa Freundin adjuvantissa akuutin diabeteksen indusoi-
miseksi. Kolmen viikon kuluttua mitattiin veren glukoosi.
On nahtévissa, ettad yksikd&n p277:114 ké&sitellyistid hii-
ristd ei tullut hyperglyseemiseksi (vereen glukoosipitoi-
suus vahintadn 200 mg/100 ml). Sen sijaan 5 peptidilla
p278 kasitellyistd 7 hiirest& sai diabeteksen.

Hoito p277:114 esti myds spontaanin diabeteksen
kehittymisen kaikilla n&ill4 7 hiirelld, kun taas 80 %:1lle
vertailuhiiristd, joita oli hoidettu erilaisilla antigee-
neilla, kuten naudan seerumialbumiinilla tai hsp70:114,
kehittyi diabetes 7 kuukauden ik&3n mennessd. Niinpa p277-
kasittely johti resistenssiin sek& indusoitua ettd spon-
taania diabetesta vastaan. Niinp8 jokin tietty peptidi voi
saada aikaan ei-immunogeenisessa muodossa annettavan koko
hsp65-molekyylin terapeuttisen tehon.

Vaikka edelld esitetyt p277:118 saadut tulokset
koskevat NOD-hiirten diabetesta, on ilmeist&d, ett& t&ta
peptidia, samoin kuin koko hspé65-molekyylid tai mitd ta-
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hansa muuta sen kanssa immunologisesti ristireaktiivista
molekyylid, voidaan kaytt&& hoitoon ihmisillad. Tamd johtuu
siitd, ettd NOD-hiirten diabetes tunnustetaan ihmisen
IDDM:n luotettavaksi malliksi. Lisdksi Toddin et al. mu-
kaan [Nature 329 (1987) 599] NOD-hiirilla on erds pdahis-
tokompatibiliteettikompleksiryhmdn (MHC-ryhmdn) II mole-
kyyli (Ia), Jjoka on samanlainen kuin ihmisen IDDM:&&n
liittyvad ihmis-DQ;. Siten voidaan odottaa, ettd sekd ihmi-
sen ettd NOD-hiiren diabetogeenisten T-solujen pitdisi
tunnistaa sama peptidisekvenssi, joka esiintyy MHC-ryhman
II molekyylissd, josta puuttuu asparagiinihappo DQg-ketjun
asemasta 57. Jos i1hmiset ja NOD-hiiret, joille kehittyy
diabetes, tunnistavat samanlaisen peptidiantigeenin, kuten
p277:n, voidaan tallaista peptidid kayttad ihmisilld sa-
moin kuin NOD-hiirilla IDDM:n hoitoon.

Se nimenomainen proteiini, Jjota ihmiselimistd
tuottaa IDDM:n kehittymisen aikana, on ihmisen lampé&sokki-
proteiini, jonka koko on noin 65 kD (tai sen kanssa risti-
reagoiva antigeeni). Ihmisen 65 kD:n lampdsokkiproteiinin
nukleotidisekvenssi ja pdatelty aminohapposekvenssi esite-
tadan kuviossa 1. T&atad proteiinia kutsutaan téstedes
hHSP65:ksi. In vivo vol syntya myds muita proteiineja,
jotka ristireagoivat 65 kD:n proteiiniin sitoutuvien vas-
ta-aineiden kanssa. Esimerkiksi hiirista ja rotista on
léydetty 47, 30 ja 25 kD:n molekyylit, jotka myds risti-
reagoivat M. tuberculosisin hspé65-molekyylille spesifisen
monoklonaalisen vasta-aineen kanssa. Rotan fibroblasteista
on loydetty myds 47 kD:n molekyyli, joka on ristireagoiva
tadllaisen vasta-aineen kanssa. Kun otetaan huomioon lam-
pdsokkiproteiinin siilyminen lajien kesken, on taysin odo-
tettavaa, ettd niitd esiintyy myds ihmisess&d. Liséksi
IDDM:n aikana vereen ja virtsaan vapautuva proteiini voi
olla muu molekyyli kuin hHSP65, joka on kuitenkin risti-

reagoiva sen kanssa. Se voi olla beetasoluilla esiintyva
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pintaproteiini tai jopa proteiinifragmentti, jossa on sai-
lynyt hHSP65:114 esiintyva epitooppi.

Niinp& molekyyli, joka toimii diagnostisena markke-
rina alkavan IDDM:n ldsndololle, on molekyyli, joka reagoi
immunologisesti hHSP65:4 vastaan syntyneiden polyklonaa-
listen vasta-aineiden kanssa ja edullisesti hHSP65:n p277-
sekvenssid vastaan syntyneiden monoklonaalisten tai poly-
klonaalisten vasta-aineiden kanssa. Tamin selityksen ja
patenttivaatimusten yhteydessd termi "hHSP65" on tarkoi-
tettu lyhenteeksi ihmisen 65 kD:n 1lampd&sokkiproteiinin
lisdksi myds mille tahansa muulle ihmisen seerumissa
esiintyvélle sukulaismolekyylille, 3joka reagoi ristiin
minkd tahansa lajin 65 kD:N lampdsokkiproteiinia vastaan
syntyneiden polyklonaalisten vasta-aineiden kanssa. Tamin
madritelmddn piiriin on erityisesti tarkoitettu kuuluvik-
si, mainittuihin kuitenkaan rajoittumatta, 65, 30, 25'ja
47 kD:n proteiinit, jotka on jo ldéydetty ja joita kdsitel-
laan tassa.

Vaikka edelld yksityiskohtaisesti kuvatuissa ko-
keissa sekvenssin p277 on osoitettu vastaavan patogeenista
epitooppia NOD/Lt-hiiriss&, T-solut eivit reagoi p277:&&n
eradssa toisessa hiirikannassa, C57BL/6:ssa, jossa diabe-
tes voidaan indusoida ihmisen hsp65:114 ja jonka T-solut
reagoivat ihmisen hspé65:een. Siten on ilmeist&, etta t&ma
el ole hHSP65:n ainoa patogeeninen epitooppi. Itse asiassa
on madritetty, etd diabetesta edeltdvissi vaiheessa ole-
vien ihmispotilaiden veressd ja virtsassa esiintyvdn mark-
keriproteiinin moolimassa on noin 62 kD. Niinp4 olisi odo-
tettavissa, ettd padhistokompatibiliteettikompleksissa
(MHC) kulloinkin esiintyvd epitooppi (ihmisen leukosyytti-
antigeeni, HLA) voi vaihdella yksil&ést& toiseen. Niinp4,
vaikka sekvenssi p277 on tdllad hetkelld edullinen, ammat-
timiehet ymmdrténevat, ettd hHSP65-proteiinista ldydetté-
neen myds muita antigeenisekvensseja, joilla on sama tai

samantapainen vaikutus kuin p277:114. T&mdn keksinndén tar-
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koituksena on sulkea piiriinsd kaikki t&llaiset sekvens-
sit.

On merkittavad, etta spontaani IDDM vaistyy, kun on
toivuttu akuutista diabeteskohtauksesta, jonka joko siir-
tdvat virulentit hspé5:n vastaiset T-solut tail indusoi
aktiivinen immunisoituminen hspé5:1le. Tama viittaa sii-
hen, ettéd autoimmuunivasteen kinetiikka ja voimakkuus voi-
vat johtaa itsesddtelyyn. Ilmeisesti salakavala, krooninen
prosessi voi "luikerrella ldpi" luonnollisesta puolustuk-
sesta autoimmuunisairautta vastaan, kun taas avoin autoim-
muunidrsyke saattaa voimistaa sddtelyd. Resistenssin saa-
minen autoimmuunisairaudelle itse sairauden akuutin koh-
tauksen Jjalkeen havaitaan sdanndllisesti kokeellisessa
autoimmuunienkefalomyeliitti (EAE-)rottamallissa. Kun rotat
ovat spontaanisti toipuneet akuutista EAE:sta, jonka on
indusoinut joko aktiivinen immunisoituminen myeliinin
emédksiselle proteiinille tai aktivoitujen T-solujen pas-
siivinen siirto, ne ovat resistenttejd lisdyrityksille in-
dusoida EAE. On havaittu, ettd EAE-kohtaus aktivoi me-
kanismeja, mahdollisesti anti-idiotyyppisuppression, joil-
la on kyky kontrolloida myeliinin emdksiseen proteiiniin
reagoivia virulentteja T-soluja.

T-solurokotus, jossa kaytetdan heikennettyja auto-
immuuni-T-soluja, nayttdd olevan erds tapa aktivoida saa-
telymekanismeja, ilman ettd hintana on akuutti sairaus.
Anti-isotyyppi- Jja antiergotyyppi-T-solut, Jjotka ovat
EAE:n vastaisen T-solurokotuksen yhteydessd esitettyjen
kaltaisia, tukahduttavat hspé5:n vastaisia autoimmuuni-T-
soluja ja estavat siten IDDM:n kliinisen ilmaantumisen.

Nam& perustelut auttavat selittaméan, miten tole-
ranssin indusointi tai hHSP65:n vastaisen immuunivasteen
suppressio estda tai parantaa diabetesprosesin jopa sen
alkamisen jdlkeen. Niinpd hspé5:&, hsp65:n kanssa risti-
reagoivia moolimassaltaan pienid molekyyleja (25, 30 tai
47 kD) tai fragmentteja, muunnettuja peptidisekvensseja,
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synteettisid peptidejd tai jopa orgaanisia molekyylej4i,
jotka perustuvat fuusioproteiinin kopioon ja suunnitellaan
siten, ettd ne tAyttdvit hspé65:lle asetetut fysikokemial-
liset vaatimukset, voidaan k&ytt33 estimiin tai hoitamaan
IDDM-prosessia, kunhan ne ovat ristireaktiivisia hHSP65:3
vastaan muodostuneiden polyklonaalisten vasta-aineiden
kanssa tai saavat aikaan vasta-aineiden syntymisen, jotka
on ristireaktiivisia hHSP65:n kanssa. hHSP65:n sekvenssi
p277 on eras edullinen aine t&hdn tarkoitukseen. Lisdksi
hHSP65:1le tai sen sukulaisantigeenille spesifisi8 heiken-
nettyja T-soluja samoin kuin niiden fragmentteja tai ak-
tiivisia osia voidaan kayttd4 mainitunlaisen immuniteetin
indusointiin tai mainitunlaisen immuunivasteen heikentami-
seen.

hspé5-molekyylin on osoitettu olevan kayttdkelpoi-
nen terapeuttisena koostumuksena, joka on tehokas IDDM:n
kehittymisen jatkumista vastaan synnyttdmdll& toleranssin
hHSPé65:1le ja pysdyttadm&lla siten beetasolujen itsetuhou-
tumisen. Aktiivinen aineosa kdytettavaksi tillaisessa al-
kavan IDDM:n hoidossa voi olla mikd tahansa materiaali,
joka on immunologisesti ristireaktiivinen hHSP65:n kanssa,
ts. joko reagoi ristiin hHSP65:4 vastaan muodostuneiden
polyklonaalisten vasta-aineiden kanssa tai saa aikaan
hHSP65:n kanssa ristiin reagoivien vasta-aineiden muodos-
tumisen. T&llainen materiaali, olipa se sitten peptidi,
proteiini, hiilihydraatti tai jokin muu aine, indusoi to-
lerogeenisesti annettuna toleranssin hHSP65:1le ristireak-
tiivisuutensa ansiosta. Jos t&m& aine on hspé65-proteiini,
se voil olla perdisin mistd lajista tahansa. Aineen ei tar-
vitse olla kokonainen proteiini ollakseen immunologisesti
ristireaktiivinen hHSP65:n kanssa. Se voisi olla proteii-
nifragmentti, jossa on j&ljelld itse proteiinin antigeeni-
aktiivisuus, kuten sekvenssi p277. Se, onko jokin madritty
aine ristireaktiivinen hHSP65:n kanssa, ma3&ritetd&n rutii-
nikokein. Jos aine reagoi ristiin hHSP65:& vastaan muodos-
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tuneen polyklonaalisen vasta-aineen kanssa tai jos se saa
aikaan hHSP65:n kanssa ristireaktiivisten vasta-aineiden
muodostumisen, se on kayttdkelpoinen alkavan IDDM:n hoi-
toon. Lisdtodisteita tdllaisen aineen kyvystad toimia ihmi-
sen hoidossa saataisiin testaamalla toleranssin indusoitu-
mista esimerkissd 10 kuvatussa hiirikokeessa. T&llaisten
kokeiden tekeminen olisi rutiinitoimintaa eik& siihen
liittyisi tarpeetonta kokeellista tydta.

Edullinen yhdiste ihmisen IDDM:n hoitamiseksi on
hHSP65. Ihmisen lampdsckkiproteiinin aminchapposekvenssi
esitetdédn kuviossa 1. Tatd proteiinia voidaan kayttdd mai-
nittuun tarkoitukseen. Sen sekvenssi p277 on erds toinen
tdhdn tarkoitukseen erityisen edullinen molekyyli.

Tédssd ké&sitellyn hspé5-proteiinin lisdksi sen suo-
loja, funktionaalisia johdannaisia, esiasteita ja aktiivi-
sia fraktioita, joilla on kyky immunologisesti ristirea-
goida hHSPé65:n kanssa, voidaan myds kdyttdd. Sellaiset
sekvenssit kuin kuvion 1 mukaiset tai Van Edenin et al.
(supra) esittamdt sekvenssit, joissa yksi tai useampi ami-
nohappo on poistettu, lisdtty tai korvattu muilla aminoha-
poilla, on tarkoitettu kuuluviksi tamén keksinndén piiriin,
kunhan niilld on kyky immunologisesti ristireagoida
hHSP65:n kanssa.

Tassd kaytettynd termi "suolat" tarkoittaa seka
karboksyyliryhmien suoloja etté proteiinimolekyylin amino-
ryhmien happoadditiosucloja. Karboksyyliryhmén suoloja
voidaan muodostaa alalla tunnetuin menetelmin, ja niihin
kuuluvat epdorgaaniset suolat, esimerkiksi natrium-, kal-
sium-, ammonium-, rauta(III)- tail sinkkisuolat tms., ja
suolat orgaanisten emédsten kanssa, kuten suolat, joita
muodostuu esimerkiksi amiinien, kuten trietanoliamiinin,
arginiinin tai 1lysiinin, piperidiinin, prokaiinin tms.,
kanssa. Happoadditiosuoloihin kuuluvat esimerkiksi mine-
raalihappojen, kuten esimerkiksi vetykloridihapon tai rik-



10

15

20

25

30

104179

39

kihapon, ja orgaanisten happojen, kuten esimerkiksi etik-
kahapon tai oksaalihapon, kanssa muodostuneet suolat.

Termi "funktionaaliset johdannaiset" t&ssi kaytet-
tynd kattaa johdannaiset, joita voidaan valmistaa funktio-
naalisista ryhmista, joita esiintyy ryhmien sivuketjuina
tai N- tai C-terminaalisina ryhmind, alalla tunnetuin me-
netelmin, ja ne sisdllytet&&n keksinnén piiriin, kunhan ne
sdilyvét farmaseuttisesti hyviksyttavin&, ts. ne eivat
tuhoa proteiinin aktiivisuutta, tuo toksisia ominaisuuksia
niitd sisdltédviin koostumuksiin eivatkd vaikuta haitalli-
sesti niiden antigeenisiin ominaisuuksiin.

Naihin johdannaisiin voi esimerkiksi kuulua karbok-
syyliryhmien alifaattisia estereitd, karboksyyliryhmien
amideja, joita muodostuu reaktiossa ammoniakin tai primaa-
risten tai sekundaaristen amiinien kanssa, aminohapporyh-
mien vapaiden aminoryhmien N-asyylijohdannaisia, joita
muodostuu asyyliryhmittymien (esimerkiksi alkanoyyli- tai
karboksyklisten aroyyliryhmien) kanssa, tai vapaan hydrok-
syyliryhmidn (esimerkiksi seryyli- tai treonyyliryhmien
hydroksyyliryhman) O-asyylijohdannaisia, joita muodostuu
asyyliryhmittymien kanssa.

"Esiasteet" ovat yhdisteitd, joita syntyy ennen
hsp65:4 ja jotka muuttuvat hsp65:ksi eldin- tai ihmiseli-
mistdssa.

Suurin piirtein puhdistetun proteiinin "aktiivisiin
fraktioihin" kuuluvat hspé5-proteiinimolekyylin polypepti-
diketjun mitkd tahansa fragmentit tai esiasteet yksin&an
tai yhdess& niihin liittyvien molekyylien tai kytkeytynei-
den ryhmien, esimerkiksi sokeri- tai fosfaattiryhmien,
kanssa tai proteiinimolekyyliaggregaatit tai itse sokeri-
ryhmit silld edellytykselld, ettd fraktiolla on kyky ris-
tireagoida immunologisesti hHSP65:n kanssa. Erds esimerkki
tallaisesta aktiivisesta fraktiosta on hHSP65:n sekvenssi
p277.
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On ratkaisevaa, ettd edelld kuvattu aktiivinen ai-
neosa annetaan tavalla, joka indusoi toleranssin immuno-
geenisen vasteen herattdmisen sijasta. Niinpd sitd ei tu-
lisi antaa 6ljyssd eikd missddn muussakaan immunogeenises-
sa adjuvantissa. Erds edullinen tapa antaa aktiivista ai-
neosaa siten, ettd se indusoi toleranssin, on antaa se
yhdessd kantajan kanssa, joka suosii antigeenitoleranssin
indusoitumista annettaessa antigeeni-kantajakonjugaattia.
T&dllaiset kantajat tunnetaan tolerogeenisina kantajina.
Esimerkkejd tunnetuista tolerogeenisista kantajista ovat
D-aminohappojen polymeerit, polyetyleeniglykoli, sokerimo-
lekyylien polymeerit, omat IgG-molekyylit, omat pernasolut
ja rasvahappomolekyylit. Antigeenia voidaan antaa myds
monomeerisessa hyvin liukenevassa muodossa toleranssin
indusoimiseksi. Erds tunnettu menetelmd toleranssin indu-
soimiseksi antigeenille on sen antaminen suun kautta, jopa
ilman tolerogeenisten ominaisuuksiensa vuoksi erityisesti
valittua kantajaa. Ammattimiehet tuntevat tapoja antigee-
nin antamiseksi toleranssin indusoivalla tavalla, ja mita
tahansa mainitunlaista tapaa voidaan kdyttdd tamén keksin-
nén mukaisesti. Tallaiset menetelmat eivdt itsessaan ole
tdman keksinnén osana.

Mainitunlaista tolerogeenista koostumusta voidaan
antaa rokotteena IDDM:n kehittymisen estamiseksi esimer-
kiksi IDDM-potilaiden perheenjédsenille, joilla voi olla
perinndllinen IDDM:n kehittymisvaara. Koostumusta kayte-
t3&n kuitenkin edullisesti pysdyttamddn IDDM:n kehittymi-
sen jatkuminen henkil®illd, joiden veressd tai virtsassa
on detektoivaissa olevaa hHSP65:4, mutta edullisesti ennen
kuin heissd on kehittynyt immuunivaste hHSP65:een. Tole-
ranssin indusointi est&i mainitun immuunivasteen ja siten
kontrolloimattoman hHSP65:n vastaisen reaktion aiheuttaman
vaurion (IDDM:n). Ei kuitenkaan ole mybhdista kayttaa
koostumusta edes hHSP65:n vastaisten vasta-aineiden il-

maantumisen jalkeen. Kokeet, 3joiden tulokset esitetddn
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taulukoissa 8 ja 13, osoittavat, ettd tamad keksintd voi
pysdyttda immuunireaktion jopa autoimmuniteetin saarekkei-
ta kohtaan jo alettua. Koska autoimmuuniprosessi voi vieda
vuosia ihmiselld, olisi jopa vastetta heikentdva saitely
suotuisaa.

hsp65:4 tai sen sukulaismolekyyli& (joita on k&si-
telty edelld) voidaan kdytt34 immunogeenina farmaseutti-
sissa koostumuksissa, erityisesti rokotteissa, IDDM:n lie-
vittdmiseksi tai hoitamiseksi.

Erdas tapa parantaa hspé65:n tehoa rokotteena tai
terapeuttisena aineena on muodostaa, tunnetuin geenitekni-
sin menetelmin, mikro-organismeja, jotka tuottavat hsp65:&
joko sellaisenaan tai osana fuusioproteiinia tai multimee-
rinddn. Itse nditd mikro-organismeja voidaan kayttaa eli-
van rokotteena valmistamiseen, joka ei pelkdst&din laukaise
kyseisen mikro-organismin vastaisten vasta-aineiden tuo-
tantoa, vaan on myds kdyttdkelpoinen IDDM:n lievitt&mises-
sd ja hoidossa. Esimerkkej& soveltuvista geeniteknisesti
kasitellyistd mikro-organismeista ovat Vaccinia- ja Salmo-
nella-kannat.

Tamén keksinndén mukaisesti saatua yhdistetta voi-
daan antaa oraalisesti tai parenteraalisesti, kuten
ihonalaisesti, lihaksensisdisesti, laskimonsisdisesti,
nendnsisdisesti tai rektaalisesti. Farmaseuttiset tolero-
geeniset koostumukset voidaan valmistaa alalla tunnetulla
tavalla.

Edelld oleva erityissuoritusmuotojen kuvaus valai-
see niin tdydellisesti keksinndén yleisluonnetta, ettd muut
pystyvat yleisesti tunnettuja tietoja soveltamalla helpos-
ti muuntamaan t&llaisia erityissuoritusmuotoja ja/tai so-
veltamaan niitd erilaisiin kayttétarkoituksiin poikkeamat-
ta keksinndn yleisajatuksesta, ja siksi t&llaiset sovellu-
tukset ja muunnokset on tarkoitettu kuuluviksi esitettyjen
suoritusmuotojen ajatuksen ja ekvivalenttien piiriin. On
ymmédrrettdva, etta tdssd kaytetyn fraseologian tai termi-

nologian tarkoituksena on kuvaaminen eikd rajoittaminen.
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joka

polypeptidi sisdltdd sekvenssin Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-

Ala-Leu-Leu-Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-

Ala-Asn-Glu-Asp tai sen minka tahansa muunnoksen,
sen kanssa immunologisesti ristireaktiivinen,
el ole koko lampdsokkiproteiini,

peptidi,

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MAKTIAYDEE
LEDPYEKIGA
KAVEKVTETL
FGLQLELTEG
AGKPLLIIAE
EEVGLTLENA
EKLQERLAKL
APTLDELKLE
VYEDLLAAGV

ARRGLERGLN
ELVKEVAKKT
LKGAKEVETK
MRFDKGYISG
DVEGEALSTL
DLSLLGKARK
AGGVAVIKAG
GDEATGANIV
ADPVKVTRSA

ALADAVKVTL
DDVAGDGTTT
EQIAATAAIS
YFVTDPERQE
VVNKIRGTFK
VVVTKDETTI
AATEVELKER
KVALEAPLKQ
LONAASIAGL

GPKGRNVVLE
ATVLAQALVR
AGDQSIGDLI
AVLEDPYILL
SVAVKAPGFG
VEGAGDTDAI
KHRIEDAVRN
IAFNSGLEPG
FLTTEAVVAD

edellyttden,

jolla on seuraava aminohapposekvenssi

KKWGAPTITN
EGLRNVAAGA
AEAMDKVGNE
VSSKVSTVKD
DRRKAMLQDM
AGRVAQIRQE
AKAAVEEGIV
VVAEKVRNLP
KPEKEKASVP

joka on

mutta joka
ettd poly-

DGVSIAKEIE
NPLGLKRGIE
GVITVEESNT
LLPLLEKVIG
AILTGGQVIS
IENSDSDYDR
AGGGVTLLQA
AGHGLNAQTG
GGGDMGGMDF

ja polypeptidit, joilla on aminohapposekvenssit 234 - 540,

61

- 540,

109 -

540,

171 -

540,

272 -

540 ja 280 -

540,

sekd ihmisen mitokondrioproteiini P1 ovat poissuljettuja,

tunne¢ttu

siita,

ettd polypeptidi

peptidikemiassa tavanomaisin menetelmin.

tunne¢ttu

2. Patenttivaatimuksen

siita,

1 mukainen

syntetisoidaan

menetelma,

ettd valmistetaan polypeptidi,

joka sisaltaa sekvenssin Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-
Leu-Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-

Glu-Asp tail sen minka tahansa muunnoksen,

on vdhintddn 40-%:isesti homologinen sen kanssa.

tunnettu

3. Patenttivaatimuksen
ettd valmistetaan polypeptidi,

siitd,

jossa on 24 aminohappoa.

1 mukainen

jonka sekvenssi

menetelma,
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43
Patentkrav

1.Férfarande for framstdllning av en polypeptid
innehdllande sekvensen Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-
Leu-Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-
Glu-Asp eller ndgon modifikation av denna, vilken modifi-
kation 4r immunologiskt korsreaktiv med denna, men inte &r
ett helt vdrmechockprotein, under f&érutsattning att poly-
peptiden med aminosyrasekvensen

1 MAKTIAYDEE ARRGLERGLN ALADAVKVTL GPKGRNVVLE KKWGAPTITN DGVSIAKEIE
61 LEDPYEKIGA ELVKEVAKKT DDVAGDGTTT ATVLAQALVR EGLRNVAAGA NPLGLKRGIE
121 KAVEKVTETL LKGAKEVETK EQIAATAAIS AGDQSIGDLI AEAMDKVGNE GVITVEESNT
181 FGLQLELTEG MRFDKGYISG YFVTDPERQE AVLEDPYILL VSSKVSTVKD LLPLLEKVIG
241 AGKPLLIIAE DVEGEALSTL VVNKIRGTFK SVAVKAPGFG DRRKAMLODM AILTGGQVIS
301 EEVGLTLENA DLSLLGKARK VVVTKDETTI VEGAGDTDAI AGRVAQIRQE IENSDSDYDR
361 EKLQERLAKL AGGVAVIKAG RATEVELKER KHRIEDAVRN AKAAVEEGIV AGGGVTLLQA
421 APTLDELKLE GDEATGANIV KVALEAPLKQ IAFNSGLEPG VVAEKVRNLP AGHGLNAQTG
481 VYEDLLAAGV ADPVKVTRSA LONAASIAGL FLTTEAVVAD KPEKEKASVP GGGDMGGMDF

och polypeptiden med aminosyrasekvenserna 234 - 540, 61 -
540, 109 - 540, 171 -540, 272 - 540 och 280 - 540 samt
humant mitokondrieprotein P1 &r uteslutna, k & n n e -
t ecknat av att polypeptiden syntetiseras med inom
peptidkemin konventionella metoder.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, k & nn e -
t ecknat av att man framstiller en polypeptid inne-
hallande sekvensen Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Cys-Ala-Leu-Leu-
Arg-Cys-Ile-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-Glu-
Asp eller nagon modifikation av denna, vars sekvens till
atminstone 40 % &r homolog med denna.

3. Fb6rfarande enligt patentkrav 1, k 4 nn e -
tecknat av att man framstiller en polypeptid med 24

aminosyror.
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