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A taladlmany targyat mielin autoantigénekbdl, azaz példaul
MBP-b&1, MOG-b6él, PLP-b&l és MAG-bdl szarmazd izolalt peptidek
és a peptidek kombindcidi képezik, amelyek alkalmasak a szkle-
rézis multiplex kezelésére, beleértve a profilaktikus és tera-
pias készitményeket, valamint a szklerdzis multiplex
megel&zésére vagy kezelésére szolgald eljardsokat. A taldlmany
szerint eldnyben részesitett készitmények legaldbb egy izolalt,
tisztitott peptidet tartalmaznak, amely mentes minden egyéb
polipeptidtél vagy szennyezddéstdl, a peptid a T-sejt aktivi-
tassal rendelkezd mielin autoantigén aminosav szekvenciajaval
rendelkezik. A talalmény szerinti terédpids készitmény képes

korlatozni a mielin autoantigénre adott autoantigén-specifikus



immunvalaszt emberek olyan populdcidjéban, akik szklerdzis mul-
tiplexben szenvednek vagy arra érzékenyek, oly médon, hogy a
betegség tilneteit csodkkenti, elimindlja vagy visszaforditja
és/vagy megakaddlyozza vagy lelassitja a betegség tiineteinek
fellépését vagy eldrehaladidsdt. Emellett a jelen taldlmany
szerinti készitmények és mdédszerek, ha a betegség eldrehaladott
dllapotban alkalmazzuk &ket, akkor visszaforditjadk az éppen
folyd bénulast vagy a betegség egyéb tilineteit, ha a betegség
akut fazisaban adjak be, vagy megakaddlyozzdk a betegség

visszatérését, ha remisszid sordn adjak be.
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Az autoimmun betegségek sulyos humén egészségigyi
problémat jelentenek, és viszonylag kevéssé értjik Sket. Mivel
jelenleg nem ismerink kdézvetleniil felelds mikrobidlis vagy
viradlis okozdt, ezért ezeknek a betegségeknek a megeldzésére,
kezelésére és diagnosztizalasara a betegség etioldégidjén
alapulé megkdzelitést kell haszndlni. Ez mindig magéban
foglalja az endogén metabolikus intermedierek, szerkezeti
komponensek, sejtek, etc. reakcidéinak komplex sorozatdt. Az au-
toimmun &llapot természetében benne van azonban az is, hogy
legalédbb egy autoantigénnek szerepet kell jatszania azoknak az
eseményeknek a 1létrehozasdban, amelyek a tilneteket ered-
ményezik. Az autoimmun demielinez& betegségek, azaz példaul a
szklerdzis multiplex sem képez kivételt.

A szklerdzis multiplex ismétldédd téamadédsok formdjdban
jelentkezik, ami a kozponti idegrendszerben levd lézidkra utal.
A témadasok az évek sordn lejatszddnak, elmilnak, majd ujra
lejatszoddnak, latszdlag véletlenszer(en. A fellangolasok
gyakorisaga az els6 3-4 évben a legnagyobb, de az elsé
tamadést, ami olyan enyhe lehet, hogy elkerili az orvos
figyelmét, alig 1lehet késébb felidézni, és 10-20 évig nem
kovetheti Ujabb tamadds. Az egy epizdd uténi regenerdlddési
peridédus nagysaga erdsen eltérhet két beteg kdzdtt. A remisszid
lehet teljes, féleg a korai témaddsok utan. A remisszid azonban

gyakran nem teljes, és ahogy a tamadasok kovetik egymast, foko-
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zatos romlds 4ll be, fokozddd mértékd &llandd karosodassal. A
szklerdzis multiplex klinikai képét a demielinezd8dési pontoknak
a kdzponti idegrendszeren beliili lokalizacidja hatdrozza meg. A
klasszikus jellemzdk kozé tartozik a romld latas, a nystagmus,
a dysarthria, a csokkend rezgés- és pozicid-érzékelés, az
ataxia és a szandék-reszketés, egy vagy tobb végtag gyengesége
vagy bénulasa, spaszticitas és hdélyagproblémdk. A klinikailag
meghatarozott szklerébzis multiplex diagnosztizalasanak
kritériuma legalabb két neurolégiai deficit eld&fordulasanak
megbizhaté ismerete, valamint 1ézidé objektiv klinikai megfi-
gyelése a kozponti idegrendszerenek egynél tobb pontjan. A
szklerdzis multiplexnek jelenleg nem ismert hatékony kezelése.
A jelenleg ismert terdpids erdéfeszitések az akut epizdd
enyhitésére, valamint a betegség visszatérésének vagy
tovabbfejlddésének megelbzésére iranyulnak [ Harrison’ s
Principles of Internal Medicine, 12. kiadas, 2. kotet, 308-
2043, McGraw Hill (1991)].

A szklerdzis multiplex &altalanosan hasznalt &llatmodellje
a kisérleti allergias enkefalomielitisz (EAE), a koézponti ideg-
rendszer demielinezdédési betegsége, amit erre érzékeny
egértdrzsekben mielin bazikus fehérjével (MBP), proteolipid fe-
hérjével (PLP), mielin oligodendrocita fehérjével (MOG), vagy
ezeknek a mielinhez kapcsoldddé fehérjéknek a szekvencidjéan
alapuld szintetikus fehérjékkel lehet indukdlni. Az MBP egyike
azoknak az autoantigéneknek, amelyekrdl feltételezik, hogy a
szklerdzis multiplexben szerepet jatszanak, és mind emberi
[Ota és mtsai: Nature 346, 183-187 (1990)], mind ragcsald

[ Zamvil és mtsai: Nature 324, 258-260 (1986)] rendszerekben



meghatédroztdk az epitop-térképen vald elhelyezkedésiiket. Azokat
a peptideket, amelyekrdl azt gondoljak, hogy az MBP (mielin
bazikus fehérje) legaldbb egy T-sejt epitopjat tartalmazzak, a
szakirodalomban k&z6lték [WO 93/21222; EP 0 304 279, WO
91/15225; Ota és mtsai: Letters to Nature 346, 183-187 (1990);

Wucherpfennig és mtsai: J. Exp. Med. 170, 279-290 (1994)].
Egyéb MBP T-sejt epitopot tartalmazdé polimer peptideket is
leirnak azokban a szabadalmi bejelentésekben, amely publika-
cidkat a tovédbbiakban referenciaként kezeliink: az 1994.
oktéber 25-én benyujtott 08/328,224 sza&mi Amerikai Egyesiilt
Allamok-beli bejelentés, és az 1994. mdjus 10-én benyGjtott
08/241,246 szamd Amerikai Egyesilt Allamok-beli bejelentés. T-
sejt aktivitdssal rendelkezd MOG peptideket azonositottak a
08/300,811 sza&md Amerikai Egyesilt Allamok-beli bejelentésben,
amely publikacidét a tovébbiakban referenciaként kezeliink.

A proteolipid fehérjérdl (PLP) és a mielinhez kapcsolédd
glikoproteinrdél (MAG) is azt gondoljédk, hogy a szklerdzis mul-
tiplexben autoantigén szerepet jatszhatnak. Szklerdzis multi-
plexben a PLP-re adott autoimmun valasz patogenezisét 1leird
vizsgalatokat irtak 1le Trotter és munkatdrsai [ Trotter és
mtsai: J. Neuroimmunol. 33, 55-62 (1991)]; a PLP T-sejt
epitopjait Pelfrey és munkatarsai irtdk le [ Pelfrey és mtsai:
J.Neuroimmunol. 46, 33-42 (1993)]. A MAG-ot mint potenciédlis
autoantigént leird wvizsgélatokat Johnson és munkatérsai
k6zoltek [ Johnson és mtsai: J. Neuroimmunol. 13, 99-108
(1986)] .

A kisérleti autoimmun enkefalitisz (EAE) egy CD4+ T-sejtek



altal kozvetitett autoimmun betegség, amely néhény klinikai és
hisztoldgiai tulajdonsdgdban hasonlit a szklerézis multiplexre,
és kisérleti modellként szolgadl ehhez, valamint egyéb autoimmun
betegségekhez. Az EAE a koézponti idegrendszernek egy gyulla-
dasos megbetegedése, ami bénuldst ¢és egyéb neuroldgiai
rendellenességeket okoz. Tipikusan tisztitott mielin fehér-
jékkel és peptidekkel lehet indukd&lni. Mindazonaltal az EAE-t
kiterjedten haszndljédk az autoimmunitds mechanizmuséanak vizsga-
latara, valamint az autoimmun betegségek potencidlis gyégy-
szereinek vizsgdlatéara.

Mar 1965-ben megfigyelték, hogy az EAE nem-enkefalitogén
formédjat MBP Dbeaddsdval lehet kezelni, feltehetd8leg az
immunoldgiai valaszképtelenség vagy tolerancia indukdlasaval
( Alvord, C.E. és mtsai: NY Acad. Sci. 122, 333 (1965); Levine,
S.E. és mtsai: Science 161, 1155 (1968); Bernard, C.C.A.: 1977
Clin. Exp. Immunol. 29, 100 (1977)] . Ezt a korai megfigyelést
az elmult években kiterjesztették, és szdmos kutatd kimutatta,
hogy az MBP és az MBP peptidek sziiletés eldtti vagy felnétt
korban valdé beaddsa megakadalyozza az EAE-t [ Bernard, C.C.A:
1977 Clin. Exp. Immunol. 29, 100 (1977); Clayton, J.P. és
mtsai: J. Exp. Med. 169, 1681 (1989); Smilek, D.E. és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 88, 9633
(1991); Guar, A. és mtsai: Science 258, 1491 (1992); Metzler,
B. és mtsai: Int. Immunol. 5, 1159 (1993); Miller, A. és mtsai:
J. Neuroimmunol. 46, 73 (1993); Critchfield, J.M. és mtsai:
Science 263, 1139 (1994); Miller, A. és mtsai: Proceedings of

the National Academy of Sciences, USA 82, 421 (1992)]. Ezekben



a vizsgalatokban szamos kiilénb6z8 beaddsi médot javasolnak,
azaz példaul szubkutdn, intraperitonedlis, intranazalis, intra-
vénas és oralis médot. Az immunolégiai valaszképtelenség
indukcidéjat intravénids peptidekkel felndtt 4&llatokban szamos
kiildénbézé antigén rendszerekkel igazoltak. Szamos, az
alabbiakban ismertetett ok miatt vannak korlAtai az autoanti-
gének oréalis, enterélis, vagy aeroszol Uton vald beadasa klini-
kai alkalmazasanak, ilyen példaul az, hogy a gyomorba vald
bejutas utan nem lehet jellemezni egy terdpias készitmény aktiv
komponensét, mivel a gyomorban enzimes lebomlds jatszdédik le.
Tehat ezekkel a mdédszerekkel nehezen lehet elérni megjésolhatéd
és reprodukalhaté hatdsokat, nem is emlitve azt, hogy a gydégy-
szernek a testben vald tovabbi véltozadsa miatt valészindleg nem
lehet megbecsilni a potencidlis k&ros mellékhatdsokat.

A legtdbb ilyen példaban a betegség megeldzését vagy a to-
lerancia indukcidéjat a klondlis anergia, [Guar, A. és mtsai:
Science 258, 1491 (1992)], a periferialis delécié [ Critchfield,
J.M. és mtsai: Science 263, 1139 (1994)] vagy az antigén-speci-
fikus tolerancia egyéb formdi szamldjdra lehet irni. Azonban

Ugy tdnik, hogy a TGF-f &ltal koézvetitett inaktiv szuppresszid

egy tovabbi mechanizmus, amivel az ordlisan beadott MBP és az
MBP peptidek gatolhatjdk az EAE-t [Miller, A. és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 82, 421
(1992)] . Az MBP peptideket valamint a helyettesitett MBP peptid
analégokat megvizsgdltdk, hogy alternativ gydgymdédot IJe-
lentenek-e az EAE ellen PLJ, Bl0.PL és (PLJxXSJL)Fl egerekben.

Az MBP Ac-11 az immundomindns enkefalitogén peptid ezeknél a



torzseknél, és a megkdététt Aa'AB” ismeri fel [ Wraith, D.C. és

munkatarsai] . Az MBP Ac-ll-et alaposan tanulmdnyoztdk helyette-
sitési elemzéssel, és meghatdroztdk a T-sejt felismerési és f§
hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) kotédési igényeket. A 3-as
és 6-os csoport oldallancai f&8leg a T-sejt felismeréshez
jarulnak hozz4d, mig a 4-es és 5-06s csoport f&leg az MHC

kétS8déshez jarul hozzad. Az MBP Ac-11 Aa’AB'-~hoz vald kotddését

jelentdsen javitani lehet a 4-es csoportban végzett szamos ki~
16nbdz8 aminosav helyettesitéssel, beleértve az alanin (Ac-
11[ 4A] ) és tirozin (Ac-11[ 4Y]) helyettesitést [ Wraith, D.C. és
munkatdrsai; Fairchild, P.J. és mtsai: Int. Immunol. 5, 1151
(1993)] . Ezek a 4-es csoportban, fd&leg tirozinnal végzett
helyettesitések lathatéan fokozzadk az ezekkel a peptidekkel
képezett peptid-MHC komplexek stabilitdsat. Az Acl-11[ 47A] és
Acl-11[ 4Y] megtartja az antigenicitdshoz szilikséges T-sejt re-
ceptor (TCR) kontakt csoportokat, és hatékonyabb mint az MBP
Acl-11 az MBP-specifikus T-sejtek in vitro serkentésében. Az
Acl-11[ 4Y] 1in vivo 1is enkefalitogén (az Acl-11{ 42] gyengén
enkefalitogén, ismeretlen okbdél). Mind az Acl-11[ 4A] -rdl mind
az Acl-11[ 4Y] -r6l kimutattédk, hogy megakaddlyozzadk az EAE-t, és
azt gondoljédk rdéluk, hogy antigén-specifikus mechanizmus révén
mikddnek [ Smilek, D.E. és mtsai: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 88, 9633 (1991); Wraith, D.C. és
munkatarsai] .

Az eld6z8 vizsgélatokban kiderilt, hogy ha az MBP pep-
tideket vagy peptid analdgokat nem-komplett adjuvansban adjéak

be kodzvetlenil a betegség megjelenése elétt, akkor ez azutén



megakadalyozta az EAE kifejlddését [ Smilek, D.E. és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 88, 9633
(1991); Guar, A. és mtsai: Science 258, 1491 (1992)] . Egy masik
vizsgdlatban, amelyben egy MBP-specifikus TCR transzgenikus
egérbdl szarmazé limfocitdkat haszndltak, az adoptiven Atvitt
EAE-t megakadalyozta az MBP-nek a klinikai tiinetek megjelenése
elétt végzett korai és agressziv beaddsa [ Critchfield, J.M. és
mtsai: Science 263, 1139 (1994)]. Ezek a vizsgdlatok azt
mutatjéak, hogy lehetséges lehet az EAE megakadidlyozasa, ha az
MBP peptideket azutdn injekcidzzuk be, miutdn az enkefalitogén
T-sejteket aktivaltuk, de nem adnak valaszt arra a kérdésre,
hogy vajon az éppen lejatszdédd bénulds (és feltehetdleg az
aktiv kozponti idegrendszeri gyulladds) visszafordithatd-e,
vagy a remisszidt kovetd visszaesés megakaddlyozhatd-e ezzel a
megkdzelitési mdddal. Emellett néhany mésok &altal végzett ki-
sérletben rendkivil nagy MBP vagy MBP peptid dézis gyakori
beadésara volt szikség a hatékony kezeléshez. A jelen taldlmany
szerz8i irtak le elsdként egy eldzd bejelentésiikben [az 1994.
oktdéber 25-&n benyujtott USSN 08/328,224 szamu szabadalmi beje-
lentésben] a bénulads visszaforditéasat, valamint a remisszidt
kovetd visszaesés megakadalyozasat. A jelen taldlmany
szerz8inek kordbbi bejelentése oéta masok, a szakterileten
dolgozd szakemberek is meglepddve tapasztaltdk, hogy bizonyos
MBP eredetd peptid analdgok vissza tudjak forditani az EAE-ben
éppen lejatszddd bénulédst [ Karin és mtsai: J. Exp. Med. 180,
2227-2237 (1994 december)] .

A jelen taldlmdny lekiizdi az eléz8kben ismertetett
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akadélyokat, és uj peptideket, készitményeket valamint
moédszereket szolgdltat a szklerdzis multiplex kezeléséhez,
olyan készitmények alkalmazésaval, amelyek legaldbb egy olyan
peptidet tartalmaznak, amelynek aminosav szekvenciaja az MBP T-
sejt aktivitasaval rendelkezik. Emellett a Jjelen talalmany
megcélozza azt az»'eddig még megoldatlan problémat is, hogy
ahhoz, hogy altalanosan alkalmazhatd legyen a szklerdzis multi-
plex peptidekkel vagy peptid analégokkalvvalé kezelése, ahhoz
az kell, hogy ezek a peptidek vagy peptid analdgok akkor is
hatékonyak kell hogy legyenek, ha a betegség egy késdi vagy
kifejlett allapotaban alkalmazzuk, vagy a remisszidk sordn vagy
a visszaesések soran, mikdézben a nem-kivant immunvalasz még
folyik.

Ennek megfelelden a jelen taldlmany targya olyan peptidek
és peptid-kombindcidk elddllitédsa, amelyek alkalmasak a szkle-
rbézis multiplex kezelésére, beleértve a betegség fellépésének
pillanatét is. A taldlmény tédrgya tovadbba az MS hatékony keze-
lése céljabol azonositott fehérjék, peptidek és peptid analégok
profilaktikusan és terdpidsan hatékony dézistartomanyainak és
beaddsi modédjainak meghatdrozdsa. A taldlmany targya tovabba
olyan kezelés azonositédsa, amely sikeresen kezeli az MS késéi
fazisat, megakadalyozza a visszaeséseket, ledllitja a beteg-
séget és/vagy visszaforditja az MS progresszidjat.

A jelen taldlmadny targya mielin autoantigénekbdl, azaz
példaul MBP-bdl, MOG-b&l, PLP-bSl és MAG-bOl szarmazd izolalt
peptidek és peptid-kombindcidk képezik, amelyek alkalmasak a

szklerdzis multiplex kezelésére, Dbeleértve a megeldzd és
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gybgyitd készitményeket, valamint a szklerdzis multiplex keze-
lésére szolgdld mbdszereket. A taldlmdny szerinti eldnyben ré-
szesitett készitmények legaldbb egy izoldlt, tisztitott pep-
tidet tartalmaznak, amely mentes minden egyéb peptidtdl vagy
szennyez&t8l, és a peptid a T-sejt aktivitassal rendelkezd
mielin autoantigén aminosav szekvencidjat tartalmazza. A taldl-
many szerinti gydgyaszati készitmény képes visszaszoritani a
mielin autoantigénre adott autoantigén-specifikus immunvalaszt
egy olyan humdn populaciéban, amely szklerdzis multiplexben
szenved vagy arra érzékeny, azaz a betegség tilinetei csdkkennek,
elimindlédnak vagy visszafordulnak, és/vagy a betegség tii-
neteinek fellépését vagy eldérehaladdsat le lehet lassitani vagy
meg lehet akadalyozni. Emellett a jelen taldlmdny szerinti
készitményeknek és médszereknek a betegség eldrehaladott
allapotban valdé adagolasa visszaforditja az éppen lejatszddd
bénuldst vagy a betegség egyéb tilineteit, ha a betegség akut
fadzisdban adjuk be, illetve megakaddlyozza a visszaesést, ha a
remisszid soran adjuk be.

Az alédbbiakban rdviden ismertetjilk a mellékelt abrakat.

Az 1. 4&bran a hum&n MBP teljes aminosav szekvenciaja
lathaté, az aminosavak szamozasaval egyitt.

A 2. abran a MBP-b6l szarmazd, eldnyben részesitett pep-
tidek lathatodk.

A 3. abran az 1. példaban haszndlt atlapold peptidek vala-
mint hosszabb peptidek lathatdk.

A 4a. &bran az 0ssz-MBP valasznak a 3. abran lathatd pep-

tidekre vonatkozd szazaléka lathatd. Az MBP reaktivitasat az
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egyik MBP peptidekre pozitivnak bizonyult betegek egyes cso-
portjaban MBP-pozitiv mikrotiter tenyészetek szdzaléka alapjéan
szamitjuk. Az O0ssz-MBP pozitiv mikrotiter tenyészetek szama 89-
184 kozott volt az egyes peptidre vizsgdlt 19-43 beteg egyes
csoportjaban.

A 4b. 4&bra az MBP-re reagaldk szazalékdnak grafikus
bemutatidsa, amelyek felismerik a 3. A4brédn bemutatott Osszes
peptidet. A betegeket MBP-re reagaldknak tekintettiik, ha a mik-
rotiter tenyészeteik ko&zil legaldbb egy pozitivnak bizonyult
MBP reaktivitéds alapjédn. Az Osszes peptidre levizsgdlt 19-43
beteg mindegyik csoportjdban 12-31 MBP-re reagadld beteg volt. A
peptid reaktivitasédt az egyes csoportokban levé MBP-re reagdld
betegek szdzaléka alapjan szamitottuk, amely betegeknek
legaldbb egyik mikrotiter tenyészete pozitivnak bizonyult az
egyik MBP peptidre.

Az 5a. abra az Aatlagos klinikai értékek grafikonja 0-40
nappal azutédn, hogy az egerekben csak MBP Acl-ll-gyel (65.
szadmu szekvencia) intravénasan injekcidézva indukdltuk a beteg-
séget, egy kontrollal O6sszehasonlitva.

Az 5Sb. &abra az A&tlagos klinikai értékek grafikonja 0-40
nappal azutan, hogy az egerekben MBP 31-47-tel kombindlva MBP
Acl-1ll-gyel (65. szami szekvencia) intravénédsan injekcidzva
indukdltuk a betegséget, egy kontrollal Osszehasonlitva.

Az 5c. az atlagos klinikai értékek grafikonja 0-40 nappal
azutdn, hogy az egerekben OVA 323-339-cel (69. szami szekven-
cia) intravéndsan injekcidzva 1indukédltuk a betegséget, egy

kontrollal 6sszehasonlitva.
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A 6a. abra az a&tlagos klinikai értékek grafikonja 0 és
legalabb 30 nappal azutan, hogy az alanyokban vagy 250 nmol
Acl-11[ 4Y] (67. szamlu szekvencia) vagy Acl-11 (65. szadmd szek-
vencia) injekcidval indukaltuk a betegséget, kontrollal 6ssze-
hasonlitva.

A 6b. &bra az A&tlagos klinikai értékek grafikonja 0 és

legaldbb 30 nappal azutédn, hogy az alanyokban 250 nmol Acl-

11[ 4Y] (67. szamd szekvencia) injekcidéval indukdltuk a beteg-

séget, kontrollal Osszehasonlitva.

A 6c. &abra az atlagos klinikai értékek grafikonja 0 és
legaldbb 30 nappal azutédn, hogy az alanyokban 2,5 nmol Acl-11
(65. szaml szekvencia) injekcidval indukdltuk a betegséget,
kontrollal &sszehasonlitva.

A 7. &bra egy oszlopdiagramm, a peptiddel kezelt egerek
atlagos hisztoldégiai értékeit mutatja a kontrollal kezelt
egerekkel Osszehasonlitva, ahol az alacsonyabb érték a gyulla-
dasos CNS beszlrodések kisebb szamat és stlyossagat jelenti.

A 8. dbra egy oszlopdiagramm, amely a lépsejtek
kapacitédsdt mutatja, amik in vivo impulzust kaptak a jelzett
idétartamig (1-10 6ra) 250 nmol Acl-11[ 4Y} -nal (67. szami szek-
vencia), hogy in vitro aktivdljunk egy hibridéma sejtvonalat
(1934-es hibridéma), amely egy MPB-specifikus T-sejt klénbdl
szarmazik.

A 9. &bra egy diagramm, amely az egerek 250 nmol Acl-
11[ 4Y] -nal (65. szamu szekvencia) vald kezelését hasonlitja
0ssze a kontrollal, PBS-sel és OVA 323-337-tel (70. szamQ szek-

vencia) vald kezeléssel.



A 10. &bra egy grafikon, ami azoknak a kezeléseknek az
Osszehasonlitasat mutatja, amiket a remisszidé sordn 25 nmol
Acl-11[ 4Y] -nal (67. szamd szekvencia) végeztiink, a kontrollal
0sszehasonlitva.

A lla. abra egy grafikon, ami a 250 nmol MBP Acl-1ll-gyel
(65. szamu szekvencia) intravéndsan eldkezelt egerek
nyirokmirigy szaporodasanak Osszehasonlitdsdt mutatja, kont-
rollokkal &sszehasonlitva.

A 1lb. &bra egy oszlopdiagramm, ami a relativ nyirokmirigy
.interleukin—Z termelést mutatja MBP Acl-ll-re (67. sza&mi szek-
vencia) adott valaszként, olyan egerekben, amelyeket Acl-
11[ 4Y} -nal (67. sza&mu szekvencia) eld8kezeltek, kontrollal
6sszehasonlitva.

A 12a. abra egy olyan kisérletnek a grafikus ismertetése,

amely az interferon-f hatdsait mutatja az EAE-re két csoportba

osztott 10 (SJL x TLP) F, ndstény egerekben, amelyekben az EAE-
t komplett adjuvans plusz szamarkdhdgés toxin keverékben
beadott tengerimalac MBP-vel induk&ltuk a 0. napon és vagy csak
nem-komplett Freund féle adjuvanst (kontroll) kaptak, vagy 2000

egység interferon-B-val kezeltik intraperitonedlisan a 9., 12.,

le. és 20. napon (nyilak jelzik az x tengelyen), az Y tengely
az atlagos klinikai értéket (MCS) mutatja az egyes cso-
portokndl. O=nincs klinikai Jjele az EAE-nek, 1=béna, nem
reagaldé farok, 2=részleges héatsd végtag Dbénulds, 3=komplett
hatsé végtag bénuléds, 4=részleges vagy teljes elsé végtag
bénuléds, 5=haldoklas.

A 12b. abra egy olyan kisérletnek a grafikus ismertetése,
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amely az Acl-11] MBP peptid (65. szadml szekvencia) hatédsait
mutatja két csoportba osztott 10 (SJL x TLP)F, ndstény
egerekben, amelyekben az EAE-t komplett adjuvans plusz
szamadrkohogés toxin keverékben beadott tengerimalac MBP-vel
indukdltuk a 0. napon, és vagy csak PBS-t kaptak (kontroll),
vagy 250 gmol Acl-1ll-gyel (65. szaml szekvencia) kezeltik int-
ravéndsan a 10., 13., 17. és 21. napon (nyilakkal jelezzik az X
tengelyen), az Y téngelyen az atlagos klinikai érték lathatd az
egyes csoportokra, az la. &dbrdndl ismertetett mddon.

A 12c. &bra egy olyan kisérletnek a grafikus ismertetése,

amelyben interferon-B-val kombindltan beadott Acl-11 MBP peptid

(65. szaml szekvencia) hatasait mutatja két csoportba osztott
10 (SJL x TLP) F, néstény egerekben, amelyekben az EAE-t
komplett adjuvadns plusz szamadrkdhdgés toxin keverékben beadott
tengerimalac MBP-vel indukdltuk a 0. napon, és vagy csak PBS-t
kaptak (kontroll), vagy 250 nmol Acl-ll-gyel (65. szamld szek-
vencia) kezeltik intravéndsan a 10., 13., 17. és 21. napon

(ires nyilakkal jelezziik az X tengelyen), és 2000 egység IFN-PB-

val kezeljlik interperitonealisan a 9., 12., 16. és 20. napon
(fekete nyilak Jjelzik az X-tengelyen), az Y tengelyen az
dtlagos klinikai érték 1lathatdé az egyes csoportokra, az la.
abrédndl ismertetett mdédon.

A 13. &bra egy olyan kisérletnek a grafikus ismertetése,
amelyben kiilonb6éz8 dodzish interferon-f (10000 és 2000 egyséq)
hatasait mutatja indukalt EAE-re, két csoportba osztott 10 (SJL
x TLP)F1l néstény egerekben, amelyekben az EAE-t komplett adju-

vans plusz szamdrkShdgés toxin keverékben beadott tengerimalac
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MBP-vel indukaltuk a 0. napon, és vagy csak PBS-t kaptak (kont-
roll), vagy 10000 egység illetve 2000 egység interferon-B-val

kezeltik O&ket interperitonealisan a 9., 13. és 16. napon
(fekete nyilak Jjelzik az X-tengelyen), az Y tengelyen az
atlagos klinikai érték lathatdé az egyes csoportokra, az la.
‘dbranél ismertetett mddon.

A 14. abran MBP-b&l szarmazd kildnbozd peptidek lathatdk,
amelyek jo6l1 hasznalhatdék lehetnek a taldlmidny szerinti készit-
ményekben és mbédszerekben.

A 15. A4bradn a pozitivitdsi index grafikus bemutatésa
lathaté (Y-tengely) (az atlagos S.I./MBP reagdld beteg),
szorozva az egyes peptidekre reagdld egyedek szazalékaval (X-
tengely), amely ugyanazokbdél a kisérleti adatokbél szarmazik,
mint amiket a 4a. és 4b. &brakon mutattunk be és az 1. példaban
ismertetink.

A 16. abra az atlagos klinikai értéknek az Acl-11[ 4Y] (67.
szamu szekvencia) felhaszndlasaval inicialt terdpiéhoz
viszonyitott grafikus bemutatasa az egyes betegekben (1. nap =
a klinikai tlnetek megjelenése az egyes egereknél). Az egereket
a betegség 1., 3., 6. és 9. napjan kezeljik PBS-sel (fekete
négyzetek), 250 nmol Acl-11[ 4Y] nal (67. sza&mi szekvencia) int-
ravénasan (lires haromszdgek), vagy 250 nmol Acl-11[ 4Y] -nal
szubkutan (67. szaml szekvencia) (Ures kordk). Ezek az adatok
azt mutatjak, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szami szekvencia)
visszaforditja az EAE-t, ha a bénulds fellépése utan adjuk be.

A 17. abra az atlagos klinikai értékszamot mutatja be, ha

Acl-11] 4Y] -t adunk be, mielétt megjelennek a tilinetek. Az
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adatokat a gpSpinal Cord Homogenate (gpSCH) &altal indukdlt be-
tegséghez viszonyitva &brazoljuk, a 0. napon, valamint a keze-
1lés napjain. A tulélé egerek csoportjait a 8., 10., 13. és 17.
napon intravéndsan kezeljiik 25 nmol Acl-11[ 4Y] -nal (67. szamu
szekvencia) (lires hadromszogek), szubkutdn kezeljlik 25 nmol Acl-
11 4Y] -nak (67. sza&mi szekvencia) (fekete ko6rdk), illetve
vannak egerek, amelyek nem kapnak kezelést (lires négyzetek).
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szamu
szekvencia) megelézi az EAE fellépését.

A 18. &bra az Aatlagos klinikai értékszamnak a kezelés
iniciacidéjdhoz viszonyitott grafikus &brazoldsa, Acl-11 4Y]
(67. szami szekvencia) alkalmazasa esetén intravéndsan lres
haromszogek), vagy szubkutdn beadva (fekete haromszogek). Az
lires négyzetek kontrollt jelentenek.

A 19. &bra az Aatlagos klinikai értékszamnak az indukalt
betegség napjédhoz viszonyitott grafikus &brazolasa, 75 pg gpMBP
(fekete koérdk), 100 pg huMOG (Gres haromszogek), valamint 75 ug
gp MBP és 100 pg huMOG kombinacidéja (fekete négyzetek) alkalma-
zdsaval. Amint az lathatd, a MOG-gal és MBP-vel indukdlt beteg-
ség sokkal sualyosabb mint az a betegség, amit csak az egyikkel
indukaltunk.

A 20. &bra az 4&tlagos klinikai értékszamnak az indukalt
betegség napjédhoz viszonyitott grafikus &brézolasa, Acl-11[ 4Y]
(67. sza&mi szekvencia) alkalmazaséaval (Ures négyzetek), PBS
kontrollhoz (fekete négyzetek) viszonyitva. Ezt a betegséget a
10. példéban leirtak alapjan indukaljuk, huMOG+gpMBP alkalma-

zdsaval. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy az Acl-11[ 4Y] (67.
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szamu szekvencia) a kontrollhoz viszonyitva jelentdsen csdk-
kenti az &tlagos klinikai értékszamot.

Azok a szabadalmak és tudomé&nyos publikacidk, amelyekre a
leirasban hivatkozunk, a szakterilleten jartas szakember szamara
elérheté tudast képviselnek. A 1idézett megadott Amerikai
Egyesilt Allamok-beli szabadalmi bejelentéseket, PCT publika-
ciékat és egyéb publikdcidkat a tovabbiakban referenciaként
kezeljuk. '

A jelen taldlmdny targyat mielin autoantigénekbdl szarmazd
izoldlt peptidek és azok kombinacidi képezik, amelyék 361 hasz-
nadlhatok szklerdzis multiplex kezelésében, valamint a taldlmany
tdrgyat képezik a szklerdzis multiplex kezelésére haszndlhatod
készitmények és kezelési eljaradsok. A tovabbiakban a “szklerd-
zis multiplex kezelése” szakkifejezés jelentése a kovetkezd:
szklerdzis multiplexre érzékeny emldsdk megeldzd kezelése; a
szklerdzis multiplex kezdetekor végzett kezelés; és minden
“eldrehaladott allapotu” szklerdzis multiplex kezelése,
beleértve a csbkkenb-visszatérd szklerdzis multiplexet, krod-
nikus progressziv szklerdzis multiplexet, primer progressziv
szklerdzis multiplexet és a rosszindulati szklerdzis multi-
plexet. A taldlmdny szerinti gyodgydszati készitmények tartal-
maznak legaldbb egy tisztitott peptidet, amely 1lényegében
mentes minden egyéb fehérjétél és szennyezdbktdl, és egy T-
sejtet serkentd aktivitédssal rendelkezd mielin antigén meghata-
rozott aminosav sorrendjét tartalmazza, amely peptid szintén
lehet egy izolalt peptid. A tovabbiakban az “izolalt” szakkife-
jezés jelentése .egy olyan peptid, amely mentes minden egyéb

polipeptidtdél, szennyezdétdél, kiinduldsi reagenstél vagy egyéb
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anyagoktdl, és amely semmi mas molekuldhoz nincs konjugédlva.

A jelen talalmény szerint a “peptid” szakkifejezés amino-
savak meghatdrozott szekvencidjat jelenti, amely kisebb, mint a
természetes fehérje-antigén aminosav szekvencidja. A taldlmany
szerinti peptid eldnydsen legaldbb korilbelil hét aminosavat
tartalmaz, illetve eldnydsen legalabb kérilbeldil 12-40 amino-
savat, de még eldnydsebb, ha '13-30 aminosavat tartalmaz, és
amely, ha egy fehérije antigénbdl szarmazik, akkor kevesebb ami-
nosavat tartalmaz mint a fehérjé antigén, elénydsen nem tobbet
mint a teljes fehérje antigén aminosav csoportjainak kérilbelil
75%-at. A jelen taldlmlny szerinti peptidek T-sejt aktivitéssal
rendelkeznek. Egy "“T-sejt aktivitédssal" rendelkezd peptid egy
vagy tobb aldbbi jellemzdkkel rendelkezhet: a) képes T-sejt
valaszt kivaltani, azaz serkenteni (azaz példaul a szaporodast
vagy limfokin szekrécidt); b) képes a megfeleld T-sel
szubpopulacidékban T-sejt valaszképtelenséget vagy csdkkentett
T-sejt valaszképességet okozni, ugy, hogy nem vesznek részt
immunvalasz serkentésében a tamaddé autoantigénnel szemben (azaz
példaul anergia, tolerancia vagy apoaptdzis révén); c) képes
mdédositani a limfokin szekrécidés profilt, a természetes auto-
antigénnel valdé érintkezéssel Osszehasonlitva; d) képes T-
szuppresszor sejteket indukdlni; és e) képes az autoimmun
betegség tineteinek a korlatozédséira, barmilyen mechanizmussal;
vagy f) egy tétlen antigénbdl szarmazik, és azzal a képességgel
rendelkezik, hogy szuppresszor T-sejteket valt ki a mielin au-
toimmun tamadds helyén, aminek viszont az a kovetkezménye, hogy

az immunvalaszt a mielin autoimmun tédmadas helyére korlitozza.



N dee T,
A legalabb egy T-sejt epitopot tartalmazd peptidek T-sejt
aktivitéssal rendelkeznek, és képesek T-sejt valasz
kivadltasara, azaz a T-sejt serkentésére (azaz példaul T-sejt
szaporodidsra vagy limfokin szekrécidra) és/vagy  képesek
korldtozni az autoantigén-specifikus T-sejt valaszt, ami auto-
antigén-specifikus T-sejt valaszképtelenséget eredményez, vagy
az autoantigén-specifikus T-sejt valaszképesség csokkent
szintjét eredményezi. Egy T-sejt epitop az alapeleme vagy a
legkisebb egysége a T-sejt receptor alapu felismerésnek, aholis
az epitop a receptor-felismeréshez nélkildzhetetlen amino-
savakat tartalmaz. A T-sejt receptorokrdl az a vélemény alakult
ki, hogy szerepet jadtszanak egy antigénre vagy autoantigénre
adott immunvalasz inicidlaséban és fenntartdsdban. Ezekrdl a T-
sejt epitopokrdél azt gondoljdk, hogy korai immunvalasz
eseményeket valtanak ki a T-helper sejtek szintjén, egy megfe-
lelé HLA molekuldhoz kotédve az antigént bemutatd sejt
felszinén, és a megfeleld T-sejt szubpopuldcidét serkentve. Ezek
az események a T-sejtek szaporodadsdhoz, a limfokinek szekréci-
6j&hoz, helyi gyulladésos reakcidkhoz, tovabbi immunsejteknek
az adott helyre vald gyllekezéséhez, valamint az ellenanyagok
termelését okozd B-sejt kaszkddhoz vezetnek. Az autoimmun be-
tegség esetében a keletkezd ellenanyagok autoantigének, azaz
példidul MBP elleni auto-ellenanyagok, amik egy autoimmun beteg-
ség klinikai tlineteit eredményezik.
A meghatérozott aminosav-Osszetétellel rendelkez8 pep-
tidekben, amelyek T-sejt epitopokat tartalmaznak, kimutathatunk

barmilyen mielin autoantigént, beleértve a MBP-t is. Az egyik
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eljaras szerint a fehérje antigént kivdnt hosszisaga, nem-
atfedd vagy atfedd peptidekre osztjuk, majd megszintetizaljuk,
tisztitjuk és vizsgdljuk ezeket a peptideket, hogy meghata-
rozzuk, vajon a peptidek tartalmaznak-e legaldbb egy MBP
epitopot, tetszés szerinti szdma vizsgdlat alapjan (azaz
példdul T-seit szaporodasi vizsgdlatok, limfokin szekréciéds
vizsgalatok és T-sejt valaszképtelenség vizsgdlatok). Egy masik
médszer szerint egy algoritmust haszndlunk azoknak a pep-
tideknek a megjdslasdra, amelyekrdl valdészind hogy T-sejt
epitopokat tartalmaznak, majd megszintetizaljuk, tisztitjuk és
vizsgaljuk az algoritmus 4altal megjdésolt peptideket T-sejt
vizsgdlatokban vagy in vivo vizsgédlatokban, hogy meghatarozzuk,
hogy ezek a megjdsolt peptidek okozzdk-e a T-sejtek szapo-
rodasat, vagy a limfokin szekrécidt, vagy a T-sejtek
valaszképtelenségét, és ennek kdvetkeztében valdszinl, hogy T-
sejt epitopokat tartalmaznak. Amint azt szamos, az eldzd8kben
idézett dokumentumban targyaljdk, a humdn T-sejt aktivités
vizsgadlhaté olyan T-sejteknek, amelyeket egy autoantigénre,
azaz példaul MBP-re érzékeny egyedbdl izoldltunk, az antigénbdl
szarmaz6 peptiddel egyltt vald tenyésztésével, azt meghata-
rozva, hogy a T-sejtek szaporodnak-e a peptidre adott valasz-
ként, amit példaul a sejtek tricialt timidin felvételével lehet
mérni. A T-sejteknek a peptidekre adott serkentését ugy
szamithatjuk, hogy a peptidre adott maximalis belitésszam per
perc (CPM) értéket elosztjuk a kontroll CPM értékkel. Egy, a
hédttérszinthez viszonyitva kétszer vagy eldnydsen haromszor

nagyobb T-sejt serkentési indexet (S.I.) tekintink “pozi-
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tivnak” . A pozitiv eredményeket haszndljuk a peptidek
potencialis terdpids hatékonysdgdnak elemzésére, amit a
kés8bbiekben az 1. példédban targyalunk. A jelen taldlmany
szerinti eldnyds peptidek legaldbb egy T-sejt epitopot, eldnyo-
sen legalabb kettd vagy tdbb T-sejt epitopot tartalmaznak.

A T-sejtet serkentdé aktivitédssal rendelkezd peptidek
megjésolasara hasznalt egyik algoritmust Rothbar k6zdlte
[ Rothbard: 1st Forum 1in Virology, Annals of the Pasteur
Institute, 518-526 (1986. december); Rothbard és Taylor: EMBO
7, 93-100 (1988); EP O 304 279]. Ezekben a publikaciékban
leirjdk egy altalédnos mdédszer (algoritmus) meghatdrozasat, egy
peptidnek az MHC II osztdlyhoz wvaldé kotddésének meghata-
rozdsara, statisztikai szignifikancidjat és a mintadzatnak az
ismert T-sejt epitopokkal valé korreldcidjat, valamint sikeres
alkalmazasat kilénb6z6 fehérje antigének és autoantigének
korabban nem ismert T-sejt epitopjainak megjbésolasdra. Egy
olyan peptidnek az altalanos mintazata, amelynél ismert, hogy
j6l kotédik az MHC II osztalyhoz, amint azt az el&zékben
emlitett publikacidkban kézlik, tartalmaz egy linearis
mintdzatot, ami egy toltdétt aminosavbdél vagy glicinb8l 4&ll,
amit két hidrofdb csoport kévet. Annak meghatdrozdsa utén, hogy
egy peptid megfelel-e az 4altaldnos minté&zatnak, vizsgalhatd a
peptid T-sejtekkel vald reakcidképessége. Kordbban nem meghaté-
rozott fehérjék T-sejt epitopjainak megjdésolidsdra hasznilt
egyéb algoritmusok k&zé tartozik egy Margalit és munkatarsai
dltal ismertetett algoritmus [ Margalit és mtsai: J. of Immunol.

138, 2213-2229 (1987)], ami az amfipatikus hélix modellen
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alapul.

Emellett a “kriptikus T-sejt epitopokat” tartalmazdé pep-
tidek meghatarozhatdk, és szintén jél haszndlhatdék a taldlmany
szerinti készitményekben és eljarasokban. A kriptikus T-sejt
epitopok azok a determindnsok egy fehérje antigénben, amelyek a
processzalads és a természetes fehérje antigénnek a megfeleld
MHC molekulédnak vald bemutatadsa kovetkeztében normalis koril-
mények ko6zott nem lathatdk az immunrendszer sza&mdra. Azonban
egy kriptikus T-sejt epitopot tartalmazd peptid képes a T-
sejteket nem-valaszoldékka tenni, és ha egy él&lényt egy ilyen
peptiddel kezelink, akkor az él&lénybdl kapott T-sejtek in
vitro fognak szaporodni, annak a peptidnek vagy fehérje anti-
génnek a hatasara, amelybll a peptid szarmazik. Azokat a pep-
tideket nevezzik “kriptikus peptideknek", amelyek legaldbb egy,
egy fehérje antigénbdl szarmazd T-sejt epitopot tartalmaznak.
Ahhoz, hogy igazoljuk a kriptikus T-sejt epitopok jelenlétét,
egy, a szakterileten jartas szakember szamara ismert T-sejt
szaporodasi vizsgadlat haszndlhatd, amelyben antigénnel kezelt
T-sejteket tenyésztink in vitro kildn-kildn az egyes peptidek
jelenléetében, hogy meghatdrozzuk a peptiddel reagdlni képes T-
sejt vonalakat. Akkor gondoljuk, hogy egy peptid legaldbb egy
T-sejt epitopot tartalmaz, ha létrehozhatdé egy T-sejt vonal az
adott peptiddel, és a T-sejtek képesek szaporodni a peptiddel,
és azzal a fehérje antigénnel vald vald ingerlés hatéséra,
amelyb6l a peptid szarmazik.

Emellett nem szﬁkségés, hogy egy, a taldlmadny szerint

hasznalt peptid mielin autoantigén, azaz példaul az MBP amino-
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sav szekvencidjabdél szarmazzon. Barmelyik olyan peptid hasz-
nadlhatdé a taldlmédny szerinti eljérédsokkal, amely meghatdrozott
aminosav szekvenciaval rendelkezik, és amely képes korlatozni
egy antigén-specifikus immunvadlaszt a mielin autoantigén ellen.
Példaul meghatdrozott aminosav szekvenciaju peptidek
szintetizéihaték, amiknek az aminosav szekvencidja nem a mielin
antigén aminosav szekvenciajan alapul, és mégis képes egy anti-
gén-specifikus immunvalasz korlatozésara, azaz at peptid a
mielin autoantigénnek egy T-sejt epitopjét utanozza, és ezzel a
mielin autoantigénnel szembeni immunvalasz korldtozasat okozza,
illetve az immunvalaszt mas ok miatt korlatozza, mivel egy
tétlen antigénbdl szarmazik. Anélkiil, hogy barmilyen elmélethez
ragaszkodnank, az a véleménylink, hogy a tétlen antigének,
amelyek szintén szovet-specifikusak (de nem célpontjai az
immun- vagy autoimmun téamadédsnak), rendelkezhetnek azzal a
tulajdonsdggal, hogy szuppresszor T-sejtek képzddését valtjak
ki az immuntamadds helyén, ami viszont azt eredményezi, hogy az
immunvalaszokat az immunvalasz korzetében korlatozza (azaz az
érintett “sajat” szovetekre az autoimmun betegségek esetében,
vagy allergia esetében az orrnyadlkahdrtyara, bdrre és tiddre).
A tétlen antigének kézé tartoznak, anélkiil, hogy ezekre korla-
toznank magunkat, az antigénnek vagy az autoantigénnek azok a
részei, amik Onmaguk nem célpontjai az immuntamadésnak, és
amelyek szuppressziv aktivitdssal rendelkeznek az immuntémadéas
helyén. A tovabbiakban a “mielin antigén" vagy "“mielin auto-

antigén" szakkifejezés olyan tétlen antigéneket jelent, amelyek
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nem rendelkeznek szuppressziv aktivitadssal a mielin autoimmun
tamadas helyén.

Emellett barmely olyan vegylilet, amely képes egy mielin
autoantigén elleni antigén-specifikus immunvalasz korldtozaséara
képes peptidet utdnozni (azaz peptidomimetikum), hasznalhatd a
jelen taladlmanyban. Egy ilyen vegylilet nem all teljes egészében
peptidkdtésekkel Osszekapcsolt alegységekbdl, hanem egyéb
kdtések kapcsoljdk Ossze (azaz tiolészter kotések, redukalt
kotésanaldégok, amidkoétés izoszterdzok), azzal a feltétellel,
hogy a nem-peptid vegyllet utdnoz egy olyan peptidet, amely
képes egy szamunkra lényeges antigén elleni antigén-specifikus
immunvalasz korladtozéasara, amit a tinetek hatékony
teridpids/profilaktikus kezelése mutat. A peptidomimetikumok
alapulhatnak barmelyik, a jelen taldlmany szerinti peptiden, de
tartalmazhatnak példadul kotésanalédgokat (azaz N-metilamid
kotések: NH-C, [ -CO-NCH;-] Cy;) és redukalt kotésanaldbgokat (NH-
Cqol —CO-NH-] C,;) egy vagy tobb normal peptidkoétés helyett.

Ha a T-sejt epitopot tartalmazd peptideket azonositottuk,
akkor az is lehetséges, hogy a jelen talalmény szerint mddo-
sitsuk ezeknek a peptideknek a struktirajat, azzal a céllal
példaul hogy noveljik az oldhatdésagukat (kiildondsen kivénatos,
ha a készitményt injekcidzni kell), fokozzuk a terapias vagy
megeldzd hatékonysagukat (ldsd példadul az alébbiakban a
fokozott MHC kot8déssel rendelkezd peptidek térgyalédsat), vagy
a stabilitasukat (azaz példéul az ex vivo tarolasi iddét és az
in vivo proteolitikus lebomlés elleni rezisztenciat), vagy

egyszerlsitsik a peptidszintézist. El&allithaté egy mddositott
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peptid vagy peptidanalédg, amelyben az aminosav szekvencidt a
természetes fehérjeszekvencidhoz (amelybd8l szarmazik) képest
valtoztatjuk meg, vagy a mdbédositatlan peptidhez képest
valtoztatjuk meg, amelybdél a mddositott peptid szarmazik, azaz
példaul aminosav helyettesitéssel, delécidval vagy addiciédval,
azzal a céllal, hogy mébédositsuk az immunogenitdst, fokozzuk a
peptid oldhatdésagat, vagy fokozzuk a peptidszintézis
egyszerliségét (azaz az automatizdlt peptidszintézist).

Egy peptid példaul agy mbédosithatd, hogy 1legaldbb
megtartja, ha nem fokozza szklerdzis multiplexben az autoimmun
vdlasz csoOkkentésének képességét (azaz azaltal, hogy T-sejt
valaszképtelenséget, vagy csdkkent T-sejt valaszképességet
indukal) . Ebben az esetben a T-sejt receptorhoz kritikus T-sejt
receptor ismert technikdkkal hatdrozhatdé meg (azaz az egyes
csoportok helyettesitésével és a T-sejt reaktivitds meglétének
vagy hiadnydnak meghatarozaséval). Azokat a csoportokat 1lehet
médositani, amelyekrél ismert, hogy kdlcsdonhatésba lépnek a T-
sejt receptorral, oly médon, hogy a lényeges aminosavat egy
masik, eld8nydsen hasonld aminosavval helyettesitjik (kon-
zervativ helyettesités), amelyeknek a jelenlétérdl kimutattak,
hogy fokozza, gyengiti, de nem elimindlja vagy nem érinti a T-
sejt aktivitdst. Emellett azok az aminosav csoportok, amelyek
nem lényegesek a T-sejt receptor kdlcsdnhatéshoz, mdédosithatdk,
ha egy masik aminosavval helyettesitjik, amelyeknek a jelenlé-
térdl kimutattak, hogy fokozza, gyengiti, de nem eliminalja
vagy nem érinti a T-sejt aktivitédst, de nem elimindlja a megfe-

leld MHC-hez vald kotbdést. Emellett a taldlmédny szerinti pep-
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tidek ugy mdbdosithatdk, hogy egy olyan aminosavat, amelyrdl
igazoltadk, hogy lényeges az MHC fehérjekomplexszel vald kol-
cs6nhatashoz, egy masik, eldénydsen hasonld aminosavval helyet-
tesitjik (konzervativ helyettesités), amelynek a jelenlétérdl
kimutattdk, hogy fokozza, gyengiti, de nem elimindlja vagy nem
érinti a T-sejt aktivitdst. Emellett azokat az aminosév cso-
portokat, amelyek nem lényegesek az MHC fehérjekomplexszel vald
kélcsdnhatashoz, de még kétik az MHC fehérjekomplexet, Ugy md-
dosithatjuk, hogy egy masik aminosavval helyettesitjik J&ket,
amelyeknek a beéplilése fokozza, nem érinti wvagy csdkkenti, de
nem elimindlja a T-sejt reaktivitdst. A nem-lényeges aminosav
esetében az eldnyben részesitett aminosav helyettesitések kozé
tartoznak, anélkiil, hogy ezekre korldtoznidnk magunkat, az
alaninnal, glutaminsavval vagy egy metilaminosavval végzett
helyettesitések. A WO 94/06828 Dbejelentés egyik példajaban
helyettesitett peptideket 1irnak 1le, amelyekben lényegében
mindegyik aminosav csoportot egy konzervativ aminosavval, egy a
természetben nem taldlhatdé aminosavval vagy alaninnal lehet
helyettesitani, és a helyettesitett peptid mégis képes egy
antigén-specifikus immunvalasz korlatozaséra. Egy masik
példdban Karin és munkatdrsai olyan vizsgdlatokat irnak le,
amelyekben az MBP-nek egy immundomindns patkény epitop ana-
l6gjait hasznaljak, amik a 43. szaml szekvencia 87-99-es amino-
savait tartalmazzak, a 14. abran lathatdé mdédon [ Karin és mtsai:
J. Exp. Med. 180, 2227-237 (1994)] . Az analdgok 13 helyette-
sitett peptid sorozatadt képezik, a 43. szadml szekvencia 87-99-

es aminosavai alapjan, amik az eredeti, a 43. szami szekvencia
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87-99-es aminosavaitdl egyetlen alanin helyettesitésben térnek
el minden egyes pozicidban, a 43. szamli szekvencia 87-99-es
aminosavai mentén. Ezeket a vizsgdlatokat 0gy tervezték meg,
hogy megmutassdk azokat a feltételezett helyeket, ahol az
immundominans peptid kél;sdnhatésba lép az MHC-vel és a TCR-rel
a Lewis patkdnyban, valamint kideriti azokat a mbdositott pep-
tideket, amelyek a potencidlis terapias alkalmazéas
szempontjabél erdsebben mutatjdk a kivant tulajdonsagokat. Ezek
a vizsgalatok azt mutatjdk, hogy ha a 43. szadmi szekvencia 87-
99-es aminosavai koézétt a 9l-es pozicidban levéd 1lizint (K)
alaninnal (A) helyettesitjik (lasd 87-99[ K>A] a 36. szaml szek-
vencidban a 14. abran), akkor ez Lewis patkdnyokban megelbzi és
visszaforditja az EAE-t. Ennek az informacidnak az alapjén az
lenne varhatdé, hogy ha alaninnal helyettesitjiik az egyetlen
lizint (K) azokban a peptidekben, amelyek tartalmazzak a 43.
szamu szekvencia 87-99-es aminosav szekvencidjdt az aminosav
szekvencidjukban, azaz az MBP-2-ben (5. szamui szekvencia), az
MBP-2.1-ben (6. szami szekvencia), az MBP-2.2-ben (7. szamua
szekvencia), az MBP2.3-ban (8. szaml szekvencia), az MBP-2.4-
ben (9. sza&md szekvencia), az MBP-2.5-ben (10. szaml szekven-
cia) és az MBP-2.6-ban (l11l. szami szekvencia), amint az a 2.
abradn lathatd, akkor ez a helyettesitett peptidek fokozott T-
sejt aktivitasdt eredményezi. Példadul, ha az MBP-2.1l-ben (6.
szAmu szekvencia) az MBP-2.1 (6. szadmi szekvencia) 1l0-es pozi-
cidéjéban levd lizint alaninnal helyettesitjik (azaz
DENPVVHFFANIVTPRTPPSQGK) (71. szamid szekvencia), akkor ez

fokozott T-sejt aktivitasban mutatkozik meg, ami erdsebb
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tardpids tulajdonsdgokat eredményez a “kiinduldsi” MBP-2.1 (6.
szamu szekvencia) peptiddel &sszehasonlitva.

Ahhoz, hogy fokozzuk a stabilitdst és/vagy a reaktivitéast,
a peptidek dgy is mdbdosithatdk, hogy egy vagy tdébb
polimorfizmust eépitink be a természetes allélvaridcidkbol
szadrmazé fehérje antigén aminosav szekvencidjdba. Emellett D-
aminosavak, nem-természetes aminosavak vagy nem-aminosav ana-
l6gok hasznadlhaték helyettesité8ként wvagy beszirt egységként,
hogy a jelen taldlmdny oltalmi kdrébe tartozd mdédositott fehér-
jét vagy peptidet &llitsunk elé. Emellett a jelen taldlméany
szerinti peptidek mdédosithatdk A. Sehon és munkatarsai polieti—
lénglikol (PEG) mbdszerének alkalmazidsaval [ Wie és munkatar-
sai], PEG-gel konjugdlt fehérje vagy peptid eldallitédséra.
Emellett PEG adhatdé a molekuldhoz egy taldlmidny szerinti fehér-
je vagy peptid kémiai aGton vald szintézise soran. A peptidek
vagy részeik- médositdsa lehet redukciéd/alkilezés [ Tarr in:
"Methods of Protein Microcharacterization”, szerk.: J. Silver,
Hmana Press, Clifton, NJ, 15-194) (1986)]; acilezés [ Tarr in:
”"Methods of Protein Microcharacterization”, szerk.: J. Silver,
Humana Press, Clifton, NJ, 15-194) (1986)]; kémiai kapcsoléas egy
megfeleld hordozbéhoz [ szerk.: Mishell és Shiigi: “Selected
Methods in Cellular Immunology”, W.H. Freeman, San Francisco,
CA (1980); 4,939,239 szami Amerikai Egyesilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés]; vagy enyhe formalinos kezelés [ Marsh
International Archives of Allergy and Applied Immunoclogy 41,

199-215 (1971)].
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Ahhoz, hogy megkénnyitsiik a tisztitdst és potencidlisan
fokozzuk a taldlmdny szerinti fehérjék vagy peptidek
oldhatésagat, hozzadadhatunk riporter csoporto(ka)t a pep-
tidgerinchez. Példaul poli-hisztidin adhatdé egy peptidhez, hogy
a peptidet immobilizdlt fémion-affinitéds kromatografiaval tisz-
titsuk [ Hochuli, E. és mtsai: Biotechnology 6, 1321-1326
(1988)] . Emellett specifikus endoprotedz hasitasi helyeket
vihetiink be ha szikséges, egy riporter csoport és egy peptid
aminosav szekvencidja ko&zé, hogy ezzel megkdnnyitsik az
irrelevans szekvencidkat nem tartalmazd peptidek tisztitasat.
Hogy egy peptidben potencidlisan eldsegitsiik a T-sejt epitopok
megfeleld antigén processzaldsat, kanonikus protedz-érzékeny
helyeket vihetink be rekombindns DNS médszerekkel vagy szinte-
tikus kémiai mbédszerekkel a régidk kozé, amelyek legalabb egy
T-sejt epitopot tartalmaznak. Példaul toltott aminosav parok,
azaz példaul a KK vagy RR vihetd be a régidk kdzé egy peptidbe
a peptid rekombinans médszerekkel torténd eldallitasa soréan. A
kapott peptidet azutan katepszinre és/vagy egyéb tripszin-szerd
enzimek hasitéasara érzékennyé tehetjik, hogy ezzel olyan
részeket allitsunk eld a peptidekbdél, amelyek egy vagy tdbb T-
sejt epitopot tartalmaznak.

Egy masik példa e peptidek médositésara, ha cisztein cso-
portokat eldénydsen szerinnel, treoninnal, leucinnal vagy gluta-
minsavval helyettesitink, hogy ezzel minimalizaljuk a diszulfid
hidakon keresztiil tdrténd dimerizacidt. A peptidek emellett még
ugy is médosithatédk, hogy fokozzuk a peptid oldhatésagat puf-

ferelt vizes oldatokban azaz gybgyaszatilag elfogadhatd
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hordozdkban vagy higitdszerekben valdé felhaszndlds céljara, oly
méddon, hogy funkcids csoportokat adunk a peptidhez, a peptid
termindlis részeihez, vagy azéaltal, hogy a peptidekbdl
kihagyjuk a hidroféb régidkat. Ahhoz példaul, hogy fokozzuk az
oldhatdésagot, toltott aminosavakat vagy toltdtt aminosav
pdrokat vagy tripletteket adhatunk a peptid C-termindlisidhoz
vagy N-termindlisdhoz, vagy mindkettdéhdz. A tdltdtt aminosavak
k6zé tartozik az arginin (R), a lizin (K), a hisztidin (H), a
glutaminsav (E), és az aszparaginsav (D). A peptidszintézis,
azaz az automatizdlt peptidszintézis megkénnyitésére sziikséges
lehet az olyan aminosavak kivagadsa vagy helyettesitése, amelyek
a peptidszintézist nehezebbé vagy dragadbbd teszik. Ha példaul a
peptid N-termindlisa vagy C-termindlisa ciklizaladsra hajlamos,
vagy lebomldsra hajlamos a peptidszintézis soran vagy utdn,
akkor az ilyen aminosavakat kivaghatjuk vagy helyettesithetjik,
vagy egy masik mdbdszer szerint egy vagy tdébb aminosavat
adhatunk hozza, hogy “blokkoljuk” a kevésbé kivanatos N-termi-
nadlis vagy C-termindlis aminosavat. Az ilyen hozzdadott amino-
savak vagy a természetes fehérjeszekvencidbdl szarmaznak, vagy
lehetnek nem-természetes aminosav csoportok. A hozzdadott ami-
nosavakat hozzaadhatjuk egy peptid N-termindlisdhoz, a C-termi-
ndlisidhoz vagy mindkettdéhoéz, azzal a céllal, hogy az elézdkben
meghatdrozott mbédon fokozzuk a peptid T-sejt aktivitédsat. Az
ilyen hozzéadott aminosav szarmazhat a természetes fehérjeszek-
vencidbdl, vagy lehet nem-természetes aminosav csoport.

A jelen taldlmany szerint beadott peptid-készitmények eld-

nydsen tartalmazzadk a mielin autoantigén T-sejt epitopjainak
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elegendé szazalékdt (azaz 1legaldbb korilbelil 20%-ot, még
elénydsebben korilbelidl 30%-ot, még eldnydsebben korilbelil
40%-ot, és még anndl is eldnybsebben koriilbeliil 60%-ot vagy még
tdbbet) a mielin autoantigén elleni Ossz-T-sejt reaktivitésnak
olyan egyedek populacidéjdban, akik reagélnak az autoantigénre,
és akik szklerdzis multiplexben szenvednek (példidul legaldbb 10
egyed, még eldnydsebb ha 20 egyed), és annyi van beldlik a
készitményben, hogy a készitmény beaddsdnak terdpids tartomanya
egy szklerdzis multiplexben szenvedd betegnél, a talalmany
szerint a szklerdzis multiplex autoimmun valasz korldtozdsat
jelenti. Annak meghatdrozdsara, hogy egy peptid (eldnyben ré-
szesitett terdpids jeldlt peptid), vagy a jeldlt peptidek kom-
bindcibéja feltehetlen elegendd mennyiségben tartalmazza a
mielin autoantigén Ossz-T-sejt reaktivitdsadt ahhoz, hogy
elegends szazalékban korlatozza a szklerdzis multiplex autoim-
mun valaszt szklerdzis multiplexben szenvedd betegekben, szamos
kilénbozé analitikai médszer hasznalhato.

Az egyik analitikai médszer szerint (MBP-t hasznalva
példaként), a T-sejt epitopot tartalmazd peptideket az epitop-
tartalmi peptidekre reagaldé MBP mikrotiter vonalak szama és a
rdjuk reagald szklerdzis multiplex betegek széma alapjén
soroljuk be. Mivel a szklerdzis multiplex betegek PBL-jében az
MBP-specifikus T-sejt gyakorisaga nagyon alacsony lehet, ezért
gyakran nem lehet az Osszes peptidet levizsgalni minden egyes
szklerdézis multiplex betegen. Emiatt a hasznos terapias pep-
tidek meghatédrozasara az aldbbi eszkdzok alkalmasak, és ezeket

az 1. példaban ismertetjik. Vérbdél izoladljuk a PBL-eket, majd
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tenyészeteket inditunk 96 lukas mikrotiter lemezeken. A PBL-
eket friss periferidlis vérmintdakbdél izoldljuk (koOrilbeldl 75
cma), hatdrozottan szklerdzis multiplexben szenvedé betegekbdl,
Ficoll slrlUség-gradienst alkalmazva. A mikrotiter tenyészeteket

lukanként 2 x 10° PBL-lel és 10 pug/ml humdn gerincveld MBP-vel

inditjuk RPMI 1640 tenyésztd kozegben, ami 5% human AB
szérummal, penicillinnel és sztreptomicinnel, valamint L-gluta-
minnal van kiegészitve. A tenyészeteket interleukin-2-vel (20
egység/ml) és interleukin-4-gyel (5 egység/ml) egészitjik ki a
6-7. naptdl kezddddéen. 11-13 nap elteltével a mikrotiter
tenyészeteket mossuk, friss kozegben szuszpendaljuk, majd 12
friss mikrotiter lukra osztjuk szét. Autoldg fagyasztott PBL-
eket adunk hozzajuk antigén-bemutatd sejtekként, 5 x 10!
PBL/luk mennyiségben. A szlrévizsgdlati antigéneket két
parhuzamosban adjuk az egyes mikrotiter lukakbdél szarmazéd 12
padrhuzamos 1lukba. Mindig a kozeget haszndljuk negativ kont-
rollként, és tisztitott human MBP-t hasznalunk 10 pg/ml kon-
centrdcidban pozitiv kontrollként. Mindegyik betegnek wvizs-
galjuk a reaktivitasat is, maximum 4 MBP peptiddel, mindegyiket
10 pmol/1l koncentrécidban. 48 déra elteltével a reakcidelegyeket
impulzus-jelezzik 0,75 pCi °’H-timidinnel, majd 6-16 Oréas
impulzus utdn kinyerjik a sejteket. Az egyes tenyészeteket a
peptidekre a kovetkezd kritériumok alapjan tartjuk pozitivnak:
a serkentési index nagyobb mint 3,0, a valtozas a cpm értékben
nagyobb vagy egyenld 500-zal, és az Aatlag standard hibaja
kisebb mint a vadltozas a cpm-ben. Emellett, az elemzés céljaira

s tenyészeteket csak akkor mindsitjik “peptid-pozitivnak", ha



. -
seee o A4 * o

33

mind az MBP-re, mind a peptidre reagadlnak, és ha nem reagélnak
egynél tobb nem-atfedd peptidre. Eldnydsen koriilbelil 10-50
betegb8l 4&l1l16 csoportokat vizsgalunk meg az egyes MBP pep-
tidekkel, és mindegyik betegcsoportot maximum négy peptiddel
vizsgalunk meg. A peptideket azutédn sorbaallitjuk az alabbi
kritériumok szerint: 1) az MBP pozitiv mikrotiter tenyészetek
szdzaléka az egyes betegcsoportokban (&sszes MBP reaktivitas),
amelyek az MBP peptidek koziil legaldbb még egyre pozitivnak
bizonyultak; 2) az MBP-re reagdld egyedek szazaléka az egyes
olyan csoportokban, amelyek legaldbb egy, az MBP peptidék kézil
egyre pozitivnak bizonyult mikrotiter tenyészettel, ahol az
MBP-reagdld egyedet ugy hatdrozzuk meg, mint egy olyan beteget,
aki legaldbb egy MBP-re pozitivnak Dbizonyult mikrotiter
tenyészettel rendelkezik. Az egyedi peptid-jeldlteket azutén
kivalasztjuk, ha 1) legalédbb 5%-ot, eldnydsen legalabb 10%-ot,
de legeldnydsebb, ha 20%-ot tartalmaz az 6ssz-MBP aktivitasbdl;
és 2) a rajuk vald reagaldképesség az MBP-re reagdld egyedeknek
legalabb 20%-aban, eldnydsen legaldbb 30%-aban, eldénydsebben
legalabb 50%—-4ban, és legeldénydsebben legaldbb 60%-aban
megtaldlhaté. Adott esetben a peptidek sorbadllitasara egyéb
kritériumok is megfontolhatdk, azaz példiul egy adott peptidre
a pozitivitdsi index. A pozitivitdsi index mind a T-sejt
vidlasznak egy adott peptidre adott erdsségét mutatja (S.I.),
mind egy T-sejt egy adott peptidra adott valaszénak gyakorisaga
olyan egyedek populacibéjiban, akik reagdlnak a mielin autoanti-
génekre. Amint az példdul a 15. a&bran lathatd, a 141-165 (MBP-

4) (14. szami szekvencia) pozitivitédsi indexe korulbeludl 2500,
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amit az aladbbiakban ismertetett 1. példaban megadott adatok
alapjan szamoltunk ki. Az MBP-4 (14. szamd szekvencia) peptid
atlagos S.I. értékét osztva az MBP-re valaszold Dbetegek
szamaval, szorozzuk az MBP-4-re (14. szekvencia) reagald
betegek  szazalékaval, akik az MBP-re reagdld betegek
populéacidjaba tartoznak.

Az erdsen tisztitott, lényegében minden egyéb polipep-
tidtél és szennyez6t8l mentes, legaldbb egy T-sejt epitop
aminosav szekvenciajat tartalmazd, a jelen taldlmdny szerinti
terdpias készitményekben haszndlt peptideket elSallithatjuk
szintetikus kémiai mdbédszerekkel, standard technikdk alkalma-
zadsdval. Peptidek kémiai szintézisére kiilonb6z8 moddszerek
ismertek a szakirodalomban, azaz példdul a sziladrd fazisu
szintézis, amit teljesen, vagy részben automatizdltak egy
kereskedelmi forgalomban levd peptid—szintetizétoron.» A
szintetikus Gton el&allitott peptideket azutdn eldénydsen
homogenitasig tisztithatjuk, pontosabban 90%, eldénydsen
legaldbb  95%, még eldénydsebben legaldbb 97% tisztasag
eléréséig, lényegében megtisztitva minden egyén polipeptidtél
és szennyezd&ktdl, barmilyen szaml, a szakteriileten a fehérje
tisztitésara ismert mdédszert alkalmazva.

A taldlmadny szerinti, szintetikus Gton eléallitott pep-
tidek, amelyek kOrilbeliil negyvendét aminosavbdl, eldénydsen
maximum  k&rilbellil harminc aminosavbdél 4&llnak, kilondsen
eldényosek, mivel az aminosavak szamanak novekedése a peptid-

szintézis nehézségeit fokozza. A tObb aminosavat tartalmazd
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peptideket az alabbiakban ismertetett rekombinans DNS
technikaval 4llitjuk eld.

A jelen taldlmany szerinti eljardsokban jé1 haszndlhatd
peptideket eldallithatjuk rekombindns DNS technikdkkal is, egy
ilyen peptidet kédold nukleinsav szekvencidval transzformdlt
gazdasejtben. Ha rekombindns technikdkkal &llitjuk eld, akkor a
kivénﬁ peptidet kdéddoldé nukleinsavval transzformdlt gazda-
sejteket a sejtek szamara megfélelé k6zegben tenyésztjik, majd
az 1zoldlt peptideket tisztithatjukva sejttenyészet kozegébdl,
a gazdasejtekbdl, vagy mindkettdébdl, a ézakterﬁleten a peptidek
és fehérjék tisztitdsdra ismert technikdk alkalmazéasaval,
beleértve az ioncseréld kromatografiat, ultraszlrést, elektro-
forézist vagy immuntisztitast, az adott peptidre specifikus
ellenanyagokkal. A rekombindns mddszerekkel eldallitott pep-
tideket izoldlhatjuk és tisztithatjuk, eldnydsen homogenitdsig,
lényegében a sejt egyéb anyagaitdl, egyéb polipeptidektdl vagy
tenyészkdzeg anyagtdl mentessé, az eldzdékben a szintetikus uton
eléadllitott peptidre leirt mdédszerek alapjan valé felhasznilas
céljara.

Bizonyos korlatozott koériilmények kozdtt a peptidek eldal-
lithaték egy erésen megtisztitott, teljes hosszisagld vagy
természetes fehérje kémiai vagy enzimatikus hasitasaval, aholis
a kémial emésztés vagy enzimatikus hasitds helyét eldére megha-
tdroztdk, és az emésztésbdl kapott eredmények reprodukalhatodk.
A meghatdrozott aminosav szekvenciédval rendelkezd peptidek
erésen tisztithatdk, és izoldlhatdk, lényegében minden egyéb

polipeptidtél vagy szennyezdtdél mentesen, amik jelen vannak
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barmelyik, az elbz8kben ismertetett enzimatikus vagy kémiai
eljarads soran keletkezd elegyben. Az eljardssal er8sen tisz-
titott és 1izoldlt, szintetikus vagy rekombindns mddszerrel
készitett peptidek &allithatdk eld.

Emellett a jelen taldlmdny szerinti peptidek haszndlhatdk
konjugatumokban, amint azt példaul az 5,130,297 szamG, Sharma
és munkatarsainak megadott Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentésben ismertetik, ahol a terdpiads Agenseket
az X-MHC—peptid vagy MHC—peptid-X képlettel 1lehet 1leirni,
aholis X jelentése egy funkcidés csoport, ami egy toxin vagy
jeldld csoport lehet; MHC jelentése az MHC glikoproteinnek egy
hatékony része, és az emlitett glikoprotein disszocidldédik a
sejtfelszinrdl, ahol normdlis korilmények kodzott megtaldlhatd;
a “peptid" jelentése barmelyik, ebben a leirdsban 1listédzott
peptid, pontosabban MBP vagy MOG, még pontosabban a 2. és 14.
abran bemutatott peptidek.

A taldlmany szerinti eldnyds peptidek tartalmaznak még
legalédbb egy, a teljes hosszusagt fehérjébdél, pontosabban MBP-
bél vagy MOG-bdl szarmazdé T-sejt epitopot. A peptidek tartal-
mazhatjak egyetlen epitop, és/vagy egynél tdbb epitop tandem
ismetlddéseit.

Az alabbiakban az MBP T-sejt aktivitésaval rendelkezd pep-
tidek azonositdsédra ismertetett eljardsok (a részleteket lasd
az elbzb8kben, valamint az aldbb kovetkezd 1. példaban) szerint
az MBP-b6l szarmazd, eldnyben részesitett peptidek, amik a
terapids alkalmazadsra is alkalmasak lehetnek, az aldbbi pep-

tideket tartalmazzak: MBP-1 (2. szama szekvencia); MBP-2 (5.
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szami szekvencia); MBP-3 (12. sz&mi szekvencia), MBP-4 (14.
szami szekvencia) és MBP-5 (15. szami szekvencia), amiket mind
bemutatunk a 2. &brén, vagy ezeknek barmelyik részét vagy mdédo-
sitédsat. Ezeknek a peptideknek T-sejt reaktivitasat vizsgaljuk
az 1. példaban leirtak alapjén, és kimutatjuk réluk, hogy
legaldbb egy T-sejt epitopot tartalmaznak, amit mutat azoknak
az MBP-pozitiv mikrotiter ‘lemezeknek az aranya, amelyek az
egyik MBP peptidre is pozitivnak bizonyultak (4a. &bra), vala-
mint az egyes eldnyben részesitett peptidekre adott kimutathatd
vdlasz a vizsgadlt MBP betegek jelentds szamdban (4b. &abra). Az
MBP-4 (141-165) (l4. sz&mG szekvencia) a legreakcidképesebb a
négy peptid koézul, az 6ssz-MBP valasz 21%-a ennek
tulajdonithatdé, és a vizsgdlt MBP-re reagdld betegek 64%-aban
kimutathaté. Az MBP-4 (14. szaml szekvencia) meglepd mddon
sokkal nagyobb aktivitast mutatott, mint amekkora az MBP 141-
160 (28. szamGt szekvencia) és az MBP 151-170 (29. szami szek-
vencia) kombindlt reaktivitésa, amint az a 3. &abran lathatd. A
jelen taldlmiany szerzdi azonositottak eldszdr ezt az immundomi-
nadns peptidet, amirdl Ugy tlnik, hogy tdbb T-sejt epitopot tar-
talmaz. Ez az 0j peptid kildéndsen elénydsen haszndlhatd lehet a
terapiéban.

Emellett az MBP-1.1-r&1 (3. szami szekvencia), az MBP-1.2-
r8l (4. sz&mi szekvencia), az MBP-2.1-ré61 (6. szadmiu szekven-
cia), az MBP-2.2-r81 (7. szamu szekvencia), az MBP-2.3-ré61 (8.
szami szekvencia), az MBP-2.4-r81 (9. szadmd szekvencia), az
MBP-2.5-r81 (10. szami szekvencia), az MBP-2.6-rd6l (11. szamu

szekvencia) és az MBP-3.1-r8l1 (13. szadmi szekvencia) (amint az
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a 2. &bran lathatd) az a vélemény alakult ki, hogy a terdpiéas
felhaszndlédsra alkalmas jeldltek. Ezek a peptidek az MBP-1 (2.
szami szekvencia), az MBP-2 (5. szami szekvencia) és az MBP-3
(12. sz&mU szekvencia) mdédositott verzidi, és az varhatd tdlik,
hogy hasonld T-sejt aktivitassal rendelkeznek mint a nekik meg-
felelé "kiindulasi peptidek" .”Ezeket a peptideket aminosav
delécidbval, addicidval vagy mindkettdvel mbdositottuk, az
eld8z8kben ismertetett peptid-médositédsi technikdk szerint,
legfdéképpen a peptid-szintézis egyszerlsitése céljabdl.
Azonositottunk, illetve egyéb, ezen é terlileten dolgozd
kutatdk 1is azonositottak egyéb peptideket 1is, amelyekrdl
kimutattuk, hogy immundomindnsak (azaz az MBP T-sejt aktivi-
tdsdval rendelkeznek), vagy az MBP T-sejt aktivitasaval
rendelkezd peptidekbdl szarmaznak [az 1994. oktdber 25-én
benytjtott, 08/328,224 szami Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentés; az 1994. médjus 10-én benyGjtott
08/241,246 szami Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi be-
jelentés; WO 93/21222; EP 0 304 279; WO 91/15225; Ota és mtsai:
Letters to Nature 346, 183-187 (1990); Wocherpfennig és mtsai:
J. Exp. Med. 70, 279-290 (1994); Martin és mtsai: J. of

Immunol. 145, 540-548 (1990); Karin és mtsai: J. Exp. Med. 180,
2227-2237 (1994)] . Ezek a peptidek hasznadlhatdédk még barmelyik,
a jelen taldlmény szerinti készitményben és mdédszerben, kiloéno-
sen akkor, ha kombindljuk az eléz8kben ismertetett, eldényben
részesitett peptid-jeloltekkel. Ezek kdzé a peptidek kozé

tartoznak, anélkil, hogy ezekre korladtoznadnk magunkat, az

aldbbi peptidek vagy azok egy része, amelyeknek az aminosav-
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szamozasa megfelel az 1. abradn bemutatott humédn MBP aminosav-
szamozasanak, és aminosav szekvenciajukat a 14. &bran mutatjuk
be: 13-25 (31. sz&ml szekvencia), 31-50 (18. szam( szekvencia),
61-80 (21. szamu szekvencia), 82-96 (32. szami szekvencia); 82-
97 (34. szamu szekvencia), 82-98 (35. szaml szekvencia), 82-100
(30. szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szamG szekvencia),
83-100 (37. sza&ma szekvencia), 83-101 (38. sz&mi szekvencia),
84-97 (39. szamu szekvencia), 84-100 (40. szadmu szekvencia),
85-100 (41. szama szekvencia), 86-105 (42. szdma szekvencia),
87-99 (43. szamu szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szaAmG szekven-
cia), 88-100 (44. szami szekvencia), 88-99 (45. szaml szekven-
cia), 111-135 (47. szamiu szekvencia), 122-140 (48. szamiu szek-
vencia), 139-170 (49. szadmi szekvencia), 141-160 (28. szamua
szekvencia), 142-166 (50. szamau szekvencia), 142-168 (51. szaml
szekvencia), 146-160 (52. sza&ml szekvencia), és 153-170 (53.
szadmu szekvencia), eldénydsebben az aldbbi peptidek tartoznak
ide: 13-25 (31. szami szekvencia), 87-99 (43. szamd szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szamu szekvencia), 82-100 (30. szama
szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), mindegyik
ugy, ahogy a 14. &brén lathatdé. Ezeknek a peptideknek az elény-
ben részesitett részei, vagy eldényben részesitett mdbddositésai
eldénydsen hasonlo, vagy nagyobb T-sejt aktivitéssal
rendelkeznek azonos vagy nagyobb szdzalékban a vizsgdlt betegek
k6zott, és/vagy hasonld vagy nagyobb terdpias hatékonysaggal
rendelkeznek a taldlmany szerinti mddszerekben mint az a “kiin-

dulasi” peptid, amelybdél a mdébdositott peptid szédrmazik.
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A jelen talalmany targyét képezik az olyan terdpiés
készitmények, amelyek legaldbb egy, T-sejt aktivitassal
rendelkezd mielin antigénbdl szarmazd peptidet tartalmaznak,
vagy egy mielin antigénbdl szarmazd peptidek kombindcibdjat,
amely peptidek mind rendelkeznek T-sejt aktivitdssal, valamint
tartalmaznak egy gydgyédszatilag elfogadhaté hordozdét vagy
higitészert. Az eldnyben részesitett terdpids készitmények a
mielin antigén T-sejt aktivitdsanak elegendd szazalékat tartal-
mazzadk, Ugy, hogy ha egy szklerdézis multiplexben szenvedd
betegnek adjdk be a terdpids tartomanyban, eldnydsen egy nem-
immunogén formaban, akkor képesek korlatozni a mielin-specifi-
kus autoantigén immunvalaszt ilyen antigén-specifikus immunva-
lasz alanyaibdél 4&llé human populacidban. A tovaébbiakban a
“korlatozas” szakkifejezés jelentése, anélkiil, hogy erre korla-
tozndnk magunkat, a betegség tinetei kezdeti fellépésének
megakaddlyozasa, MBP-re vagy més mielin autoantigénre adott
antigén-specifikus immunvadlasz altal okozott szklerdzis multi-
plex koértineteinek csokkentése, azaz a tlnetek csdkkentése,
visszaforditasa, fejlédésik ledllitdsa vagy enyhitése. A
fejldédés ledllitadsat a kovetkezdkkel jellemezhetjik (a) az
aktiv Dbetegség vagy a sulyosbodés rdévidebb idbészaka, (b)
kevésbé sUlyos tinetek vagy korlatozottsag, (c) a betegség
el8rehaladasdnak késleltetése, amikor az alap egészségi allapot
nem csdkken rohamosan, (d) az aktiv betegség vagy sulyosbodéas
kozdotti periddusok hosszénak kiterjesztése vagy
meghosszabbodasa (azaz hosszabb remisszids periddusok), (e)

kevesebb visszaesés vagy sulyosbodads és/vagy az MRI-vel
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kimutatott 1ézid terhelés lassuldsa vagy eld8rehaladasénak
ledllitésa. A Kiterjesztett Korlatozottsagi Allapot Skala
(EDSS) értékelési rendszer és a Neurolégiai Ertékelési Skala
mas eszko6zdOk, amiket a megfeleld szakterlleten dolgozd szakem-
berek hasznadlnak. A tovédbbiakban az “eldrehaladott &llapot”
szakkifejezés Jelentése barmilyen, a megnyilvdnult betegség
tiszta klinikai tinetei feletti pont, attdl figgben, hogy a
betegség visszaesd-remittdld szklerdzis multiplex, krdénikus
progressziv szklerdzis multiplex, rosszindulatid szklerdzis mul-
tiplex vagy primer progressziv szklerdzis multiplex. Emellett a
meghatdrozds mellett az "eldrehaladott A&llapot" szakkifejezés
jelenthet akut fézis(oka)t, remisszidé(ka)t és sulyosbo-
das (oka)t. A tovébbiakban az “akut fézis” szakkifejezés je-
lentése éppen lezajld téamadds, akut betegség és sulyosbodés,
amiket egymads helyett 1is lehet haszndlni. Ahogy azt a
tovabbiakban alkalmézzuk, ezek a szakkifejezések 4ltaldban arra
az allapotra vonatkoznak, amelyben a betegségben szenved$ alany
(diagnosztizalva vagy sem) aktiv tlneteket vagy jeleket mutat,
amiket a szakteriileten jartas szakember &ltaldban ugy ismer
fel, mint amely a szklerdézis multiplexre jellemz8 specifikus
immunvalaszhoz kapcsolddik. A "visszaesés" szakkifejezés je-
lentés egy remisszidt kovetd akut féazis. A sulyosbodas szakki-
fejezés, ha megfeleldéen alkalmazzuk a szévegkdrnyezetben,
szintén értelmezhetd Ggy, mint 4j és romld tilnetek vagy jelek.
A “tlnetek" szakkifejezés jelentése a Dbetegség azoknak a
jelzései, amelyben a beteg szenved. A “jelek” szakkifejezés je-

lentése a diagnosztizald altal megfigyelt vagy mért jelzések. A
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tinetek és jelek szakkifejezések azonban egymds helyett is
hasznalhaté, ha kiildén nem jelezziik az eltérést.

A taldlmany szerinti terdpids készitmények eldénydsen
legalabb egy T-sejt epitopot tartalmazd peptidet wvagy mddo-
sitott peptidet vagy peptid-analdégot tartalmaznak, valamint
tartalmaéhak egy gyodgyaszatilag elfogadhaté higitédszert vagy
hordozot. Ezek a készitmények eldnydsen tartalmazhatnak egy MBP
peptidet, amit a kdvetkezd peptidek csoportjébélAvélaszthatunk:
MBP-1 (2. szaml szekvencia), MBP-1.1 (3. szamd szekvencia),
MBP-1.2 (4. szama szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia),
MBP-2.1 (6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szam( szekvencia),
MBP-2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia),
MBP-2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szami szekvencia),
MBP-3 (12. sza&mu szekvencia), MBP-3.1 13. sza&mi szekvencia),
MBP-4 (14. szami szekvencia), és az MBP-5 (15. szami szekven-
cia), de eldénydsebb, ha az MBP peptidet az aldbbi csoportbdl
vélasztjuk: MBP-1.1 (3. szaml szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu
szekvencia)), MBP-4 (14. szaml szekvencia) és MBP-5 (15. szamu
szekvencia), és még eldnybsebb, ha az MBP peptid az MBP-4 (14.
szama szekvencia).

A taldlmany szerinti készitmények legaldbb két peptidet
tartalmazhatnak (azaz legaldbb két peptid fizikai keverékét),
és mindegyik peptid rendelkezik T-sejt aktivitédssal, valamint
eldénydsen legaldbb egy T-sejt epitopot tartalmaz egy mielin au-
toantigénbdl, azaz példaul MBP-bdél. Ezeket a készitményeket egy
terdpiads készitmény formadjdban adhatjuk be, egy gydégyédszatilag

elfogadhaté elfogadhatd hordozdval vagy higitdszerrel. Egy vagy
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tobb ilyen készitmény terdpidsan hatdsos mennyisége beadhatd
egyidbében, illetve egymas utan, egy szklerdzis multiplexben
szenvedd betegnek. Az eldényben részesitett készitmények
legalabb egyet, eldnydsen legaldbb kettdét tartalmaznak a pep-
tidek aldbbi csoportjadbdl: MBP-1 (2. szamu szekvencia), MBP-1.1
(3. szamu szekvéncia), MBP-1.2 (4. sza&mu szekvencia), MBP-2 (5.
szami szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7.
szadmu szekvencia), MBP-2.3 (8. szémﬁ~szekvencia), MBP-2.4 (9.
szama szekvencia), MBP-2.5 (10. szAmG szekvencia), MBP-2.6
(11.szami szekvencia), MBP-3 (12. szamd szekvencia), MBP-3.1
13. szama szekvencia), MBP-4 (14. szamu szekvencia), és az MBP-
5 (15. szami szekvencia), amint az a 2. A&bradn lathatd,
elénydsebben az aladbbi peptid-csoportbdl valaszthatjuk OSket:
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-1.2 (4. szami szekvencia),
MBP-2.1 (6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szadmQd szekvencia),
MBP-2.3 (8. szdml szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia),
MBP-2.5 (10. sza&mi szekvencia), MBP-2.6 (ll.szadmu szekvencia),
MBP-3.1 13. szama szekvencia), MBP-4 (l14. szamu szekvencia), és
az MBP-5 (15. sz&ml szekvencia), de még eldénydsebb, ha az
alabbi peptidcsoportbél valasztjuk J&ket: MBP-1.1 (3. széml
szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia), MBP-4 (l14. szama
szekvencia) és MBP-5 (15. sza&mi szekvencia). Emellett a taldl-
many szerinti készitmények tartalmazhatnak még MBP-bdl szarmazd
peptideket, amelyeknek az aminosav-szamozdsa. megfelel az 1.
adbridn bemutatott humdn MBP fehérje szadmozasénak, és az aminosav
szekvencidjuk megfelel a 14. abran bemutatottnak: 13-25 (31.

szadmu szekvencia),31-50 (18. szadmi szekvencia), 61-80 (21.
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szamu szekvencia), 82-96 (32. szamd szekvencia); 82-97 (34.
szami szekvencia), 82-98 (35. szamu szekvencia), 82-100 (30.
szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szama szekvencia), 83-
100 (37. sza&mu szekvencia), 83-101 (38. sza&md szekvencia), 84-
97 (39. szaml szekvencia), 84-100 (40. sza&mi szekvencia), 85-
100 (41. szamu szekvencia), 86-105 (42. sz&mu szekvencia), 87-
99 (43. szamu szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. sza&mu szekvencia),
88-100 (44. szadmu szekvencia), 88-99 (45. sza&dmd szekvencia),
111-135 (47. sz&mu szekvencia), 122-140 (48. sza&mi szekvencia),
139-170 (49. szamd szekvencia)), 141-160 (28. szami szekven-
cia), 142-166 (50. szami szekvencia), 142-168 (51. szamiu szek-
vencia), 146-160 (52. sza&mu szekvencia), és 153-170 (53. szamt
szekvencia), elbényOsebben az alabbi peptidek tartoznak ide: 13-
25 (31. szamiu szekvencia), 87-99 (43. szami szekvencia), 87-99
[ 91K>A] (36. szamu szekvencia), 82-100 (30. szamd szekvencia),
82~100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia). A taléimény szerinti
készitmények eldénydsen legaldbb két peptidet tartalmaznak,
amelyek kozlil legaldbb az egyik peptid az MBP-4 (14. szamu
szekvencia), és legaldbb egyet az aldbbi peptidcsoportbdl va-
lasztunk: MBP-1 (2. sza&mu szekvencia), MBP-1.1 (3. sz&mi szek-
vencia), MBP-1.2 (4. szaml szekvencia), MBP-2 (5. szdmi szek-
vencia), MBP-2.1 (6. sz&mG szekvencia), MBP-2.2 (7. sza&mu szek-
vencia), MBP-2.3 (8. sz&mG szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szek-
vencia), MBP-2.5 (10. szadmi szekvencia), MBP-2.6 (ll. szama
szekvencia), MBP-3 (12. szémd szekvencia), MBP-3.1 (13. széamt
szekvencia) és MBP-5 (15. sza&mu szekvencia), mindegyiket az 5.

abran mutatjuk be, és emellett még legaldbb egyet tartalmaznak
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az alédbbi, az MBP-b8l sza&rmazd peptidekbdl, amint azt a 14.
abran mutatjuk be: 13-25 (31. szdmi szekvencia), 31-50 (18.
szamu szekvencia), 61-80 (21. szadmd szekvencia), 82-92 (32.
szamu szekvencia), 82-96 (33. szami szekvencia), 82-97 (34.
szamu szekvencia), 82-98 (35. szamu szekvencia), 82-100 (30.
szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. gzémﬁ szekvencia), 83-
100 (37. szamu szekvencia), 83-101 (38f szamiu szekvencia), 84-
97 (39. szamu szekvencia), 84-100 (40. szami szekvencia), 85-
100 (41. szamu szekvencia), 86-105 (42. szamu szekvencia), 87-
99 (43. szama szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szaml szekvencia),
88-100 (44. szamu szekvencia), 88-99 (45. szamG szekvencia),
111-135 (47. szamiu szekvencia), 122-140 (48. szama szekvencia),
139-170 (49. szaml szekvencia)), 141-160 (28. szdmi szekven-
cia), 142-166 (50. szaml szekvencia), 142-168 (51. szami szek-
vencia), 146-160 (52. szamu szekvencia), és 153-170 (53. szamu
szekvencia), elénydsebben az aldbbi peptidek tartoznak ide: 13-
25 (31. szama szekvencia), 87-99 (43. szamu szekvencia), 87-99
[ 91K>A] (36. szamu szekvencia), 82-100 (30. szdmi szekvencia),
82-100 [ 100P>Y] (46. szami szekvencia).

A tal&lmany szerinti eldényds készitmények az aldbbi pep-
tideket tartalmazzak: MBP-1 (2. szamu szekvencia); MBP-2 (5.
szami szekvencia); MBP-3 (12. szami szekvencia), MBP-4 (14.
szaml szekvencia) és MBP-5 (15. szamu szekvencia);

MBP-1.1 (3. szami szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia),
MBP-4 (12. sz&mu szekvencia) és MBP-5 (15. sza&mu szekvencia);
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia),

MBP-4 (12. sza&mu szekvencia) és MBP-5 (15. szamu szekvencia);
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MBP-1 (2. szami szekvencia), MBP-2.1 (6. sza&mi szekvencia),
MBP-4 (14. szaml szekvencia) és MBP-5 (15. szami szekvencia);
MBP-1 (2. szamu szekvencia), MBP-2 (5. sza&mu szekvencia), MBP-4
(14. szama szekvencia) és MBP-5 (15. szamd szekvencia);

MBP-1.1 (3. sza&ml szekvencia), MBP-2.1 (6. szaml szekvencia),
MBP-4 (14. szamu szekvencia) és MBP-5 (15. szamu szekvencia);
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. sza&mi szekvencia),
MBP-4 (14. szamu szekvencia);

MBP-1 (2. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamiu szekvencia),
MBP-4 (14. szamu szekvencia);

MBP-1.1 (3. szamd szekvencia), MBP-2 (5. szadmu szekvencia),
MBP-4 (14. szami szekvencia);

MBP-1.1 (3. sza&ml szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia),
MBP-5 (15. szami szekvencia);

MBP-1.1 (3. szami szekvencia), MBP-2.1 (6. szamd szekvencia),
MBP-3 (12. szami szekvencia);

MBP-1 (2. szaml szekvencia), valamint egy, az alédbbi csoportbdl
valasztott peptid: MBP-2 (5. szamt szekvencia), MBP-2.1 (6.
szami szekvencia), MBP-2.2 (7. szaml szekvencia), MBP-2.3 (8.
szdmu szekvencia), MBP-2.4 (9. szama szekvencia), MBP-2.5 (10.
szamu szekvencia), MBP-2.6 (l1ll.szamid szekvencia);

MBP-1.1 (3. szaml szekvencia), valamint egy, az alédbbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-2 (5. szaml szekvencia), MBP-2.1
(6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szama szekvencia), MBP-2.3
(8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szdml szekvencia), MBP-2.5

(10. szama szekvencia), MBP-2.6 (ll.szamu szekvencia);
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MBP-4 (1l4. szamu szekvencia), valamint egy, az alabbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-2 (5. szami szekvencia), MBP-2.1
(6. szami szekvencia), MBP-2.2 (7. szaml szekvencia), MBP-2.3
(8. szami szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia), MBP-2.5
(10. szamiu szekvencia), MBP-2.6 (1ll.szami szekvencia);

MBP-4 (14. szadmu szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-1 (2. szdmd szekvencia); vagy
MBP-2.1 (3. szaml szekvencia);

MBP-1.1 (3. sz&mu szekvencia), MBP-4 (l4. szamd szekvencia),
valamint egy. az alabbi csoportbdél valasztott peptid: 82-100
(30. szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szami szekvencia),
87-99 (43. szaml szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szaml szekven-
cia), mindegyiket a 14. abran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szaml szekvencia) és MBP-4 (1l4. szamG szekvencia),
valamint egy, az alabbi csoportbdl valasztott peptid: MBP-2.2
(7. szamu szekvencia), MBP-2.3 (8. szamid szekvencia), MBP-2.4
(9. szadmu szekvencia), MBP-2.5 (10. sza&ml szekvencia), MBP-2.6
(11.szamd szekvencia), mindegyiket a 2. abran mutatjuk be;
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-5 (15. szami szekvencia) és
MBP-4 (14. szamu szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdl valasztott peptid: 82-100 (30. szami szekvencia), 82-
100 [ 100P>Y] (46. szami szekvencia), 87-99 (43. szami szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szaml szekvencia), mindegyiket a 14.
dbran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szamlu szekvencia), MBP-5 (15. szami szekvencia) és
MBP-4 (i4ﬁ szami szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-

portbdl valasztott peptid: 82-100 (30. szami szekvencia), 82-
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100 { 100P>Y] (46. sza&miu szekvencia), 87-99 (43. sza&mu szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szami szekvencia), mindegyiket a 14.
abran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-3 (1l2. sza&mi szekvencia),
MBP-4 (14. szamu szekvencia), valamint egy, az alédbbi cso-
portbél valasztott peptid: MBP-2.2 (7. szadmi szekvencia), MBP-
2.3 (8. szamGu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamd szekvencia), MBP-
2.5 (10. szamd szekvencia), MBP-2.6 (ll.szadmi szekvencia),
mindegyiket a 2. &bran mutatjuk be.

A jelen taldlmdny téargyadt képezi tovabbad egy kezelési
eljaréds, amely soran terdpiasan hatdsos peptidek kombindcidjat
adjuk be egyetlen kezelési eseményként. A peptidek ezen kombi-
nacidéjat beadhatjuk egyidében vagy egymds utdn, olyan terdpiés
készitmények formajaban, amelyek vagy csak egy peptidet tartal-
maznak, vagy tdbb peptidet tartalmaznak. Egy ilyen kezelési mdéd
nem sziikségszerlen fizikai keveréke egynél tobb peptidnek, de
tartalmazza peptidek kombindcidéjat, amiket egyiddében vagy
egymas utan adunk be, egyetlen kezelési esemény formdjaban. A
peptidek eldényben részesitett kombinacidéi (egy vagy tébb
készitmény formajaban, amely készitmények tartalmazhatnak egy
vagy tobb peptidet), amiket egyidében vagy egymds utdn lehet
beadni egyetlen kezelési esemény formdjdban, peptidek kdvetkezd
kombindcidit tartalmazzak:

MBP-1 (2. szé&ml szekvencia); MBP-2 (5. sza&ml szekvencia); MBP-3
(12. szami szekvencia), MBP-4 (14. szaml szekvencia) és MBP-5

(15. sz&mG szekvencia);
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MBP-1.1 (3. szamut szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia),
MBP-3 (12. sza&mu szekvencia), MBP-4 (12. sza&mi szekvencia) és
MBP-5 (15. szaml szekvencia);

MBP-1.1 (3. szami szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia),
MBP-4 (12. sz&ml szekvencia) és MBP-5 (15. sza&mi szekvencia);
MBP-1 (2. sza&mu szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmi szekvencia),
MBP-4 (14. sza&mu szekvencia) és MBP-5 (15. szamu szekvencia);
MBP-1 (2. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia), MBP-4
(14. szami szekvencia) és MBP-5 (15. szaml szekvencia);

MBP-1.1 (3. sza&mi szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmi szekvencia),
MBP-4 (14. szami szekvencia) és MBP-5 (15. szami szekvencia);
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia),
MBP-4 (14. szamu szekvencia);

MBP-1 (2. sz&mu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia),
MBP-4 (14. szé&ml szekvencia);

MBP-1.1 (3. szami szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia),
. MBP-4 (14. szami szekvencia);

MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmi szekvencia),
MBP-5 (15. szami szekvencia);

MBP-1.1 (3. sza&mi szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmid szekvencia),
MBP-3 (12. szami szekvencia);

MBP-1 (2. sza&mlu szekvencia), valamint egy, az alédbbi csoportbdl
védlasztott peptid: MBP-2 (5. szamd szekvencia), MBP-2.1 (6.
szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. sza&mi szekvencia), MBP-2.3 (8.
szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szadmu szekvencia), MBP-2.5 (10.

sza&mi szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&ml szekvencia);



®e oeecee
. . P4

.
3

.
*esee
3 .
.
* o o
* se

50

MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), valamint egy, az aladbbi cso-
portbdél valasztott peptid: MBP-2 (5. szaml szekvencia), MBP-2.1
(6. szama szekvencia), MBP-2.2 (7. szédml szekvencia), MBP-2.3
(8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szama szekvencia), MBP-2.5
(10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (l1ll.szadma szekvencia):

MBP-4 (14. sza&m( szekvencia), valamint egy, az alédbbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-2 (5. szami szekvencia), MBP-2.1
(6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szamu szekvencia), MBP-2.3
(8. szA&mu szekvencia), MBP-2.4 (9. sz&mu szekvencia), MBP-2.5
(10. szaml szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&mG szekvencia);

MBP-4 (14. szama szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-1 (2. szamd szekvencia); vagy
MBP-2.1 (3. szama szekvencia);

MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-4 (14. szamd szekvencia),
valamint eqgy. az alabbi csoportbdél valasztott peptid: 82-100
(30. szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szami szekvencia),
87-99 (43. szami szekvencia), 87-99 [§1K>A](36. sz&mu szekven-
cia), mindegyiket a 14. abran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szaml szekvencia) és MBP-4 (14. szami szekvencia),
valamint egy, az aldbbi csoportbdl valasztott peptid: MBP-2.2
(7. szamu szekvencia), MBP-2.3 (8. szami szekvencia), MBP-2.4
(9. sz&mu szekvencia), MBP-2.5 (10. szami szekvencia), MBP-2.6
(11.szaml0 szekvencia), mindegyiket a 2. &bran mutatjuk be;
MBP-1.1 (3. sza&m( szekvencia), MBP-5 (15. szAaml szekvencia) és
MBP-4 (14. szédmd szekvencia), valamint egy, az alabbi cso-
portbdl valasztott peptid: 82-100 (30. sz&md szekvencia), 82-

100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), 87-99 (43. szamG szekven-
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cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szamu szekvencia), mindegyiket a 14.
abran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. sza&mi szekvencia), MBP-5 (15. sz&md szekvencia) és
MBP-4 (l14. szami szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdél valasztott peptid: 82-100 (30. szaml szekvencia), 82-
100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), 87-99 (43. szadmd szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szamu szekvencia), mindegyiket a 14.
abran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. sza&mi szekvencia), MBP-3 (1l2. sza&mi szekvencia),
MBP-4 (14. szamu szekvencia), valamint egy, az alabbi cso-
portbél valasztott peptid: MBP-2.2 (7. szamu szekvencia), MBP-
2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamu szekvencia), MBP-
2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szaml szekvencia),
mindegyiket a 2. abran mutatjuk be.

Emellett az MBP peptidek eldnyben részesitett készitményei
és eldnyben részesitett kombindcidi, amiket egyidd&ben, és/vagy
_ egymas utan adhatunk be, tartalmazhatjak az eldzdkben ismerte-
tett készitményeket és kombinacidkat, valamint tartalmazhatnak
legaldbb egy, a mielin oligodendrocita fehérjébdl (MOG)
szarmazdé T-sejt epitopot tartalmazd peptidet, amely fehérjérdl
az a vélemény alakult ki, hogy egyike a szklerdzis multiplexben
szerepet jatszd autoantigéneknek [ Lebar és mtsai: J. of
Immunol. 116, 1439-1446 (1976); Lebar és mtsai: J. Exp.

Immunol. 6, 423-443 (1986) ; Linington és Lassman: J.

Neuroimmunol. 17, 61-69 (1987) ; Lassman és mtsai: Acta

Neuropathol. (Berl) 75, 566-576 (1988); Sun és mtsai: J. of

Immunol. 146, 1490-1495 (1991)]. A MOG-b6l szarmazé T-sejt
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epitopokat tartalmazd peptideket az 1993. szeptember 3-an
benytjtott USSN 08/116,824 szabadalmi bejelentésben, valamint
az 1994. szeptember 1-jén benyajtott USSN 08/300,811 szabadalmi
bejelentésben ismertetik (amely publikdcidkat a tovabbiakban
referenciaként kezeliink), és amelyektdl az varhatd, hogy
hatékonyan kezelik a szklerdzis multiplexet, ha az eld8z8kben
emlitett készitményekkel ¢és az aldbbi, a jelen taldlmany
szerinti MBP T-sejt epitop-tartalmi peptid kombindcidkkal
egylitt adjuk be:
Humén MOG 1-13 (54. szamu szekvencia)

GQFRVIGPRHPIR
Humé&n MOG 103-115 (55. szami szekvencia)

HSYQEEAAMELKV
Humdn MOG 1-121 (56. szamG szekvencia)

GQFRVIGPRHPIRALVGDEV

ELPCRTSPGKNATGMEVGWY

RPPFSRVVHLYRNGKDQDGD

QAPEYRGRTELLKDAIGEGK

VTLRIRNVRFSDEGGFTCFEF

RDHSYQEEAAMELKVEDPEYW

A jelen taldlmény szerz86i a MOG tovabbi epitop-tartalmi
peptidjeit azonositottdk, az elbdzbkben ismertetetthez és az 1.
példadban ismertetetthez hasonld kisérletet elemzés alapjan (nem
kdz&lt adatok). Ezek a peptidek a kdvetkezdbk:
Humén MOG 1-20 (57. szekvencia)

GQFRVIGPRHPIRALVGDEV;

Humén MOG 11-30 (58. szama szekvencia)
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PIRALVGDEVELPCRISPGK;

Humdn MOG 21-40 (59. szamu szekvencia)

ELPCRISPGKNATGMEVGWY ;

Humdn MOG 31-50 (60. szamu szekvencia)

NATGMEVGWYRPPFSRVVHL;

Humdn MOG 141-160 (61. szami szekvencia)

TVGLVFLCLQYRLRGKLRAE;

Hum&n MOG 151-170 (62. szami szekvencia)

YRLRGKLRAEIENLHRTFDP;

Hum&n MOG 161-180 (63. szami szekvencia)

IENLHRTFDPHFLRVPCWKI; és
Human MOG 199-218 (64. szaml szekvencia)

YNWLHRRLAGQFLEELRNPF.

A Jjelen taldlmany targyat képezik tovdbb&d azok a:z
elbz8kben emlitett T-sejt epitopot tartalmazdé MOG peptidek mod-
dositdsai vagy analdgjai (az eldzbkben targyaltuk), amelyek
hasonlé vagy nagyobb T-sejt aktivitassal rendelkeznek mint a
kiinduldsi peptid, amibdél a mdédositott vagy analdg fehérje
szarmazik.

Az a vélemény alakult ki, hogy a mind MOG mind MBP T-sejt
epitopot tartalmazd peptideket, azok mbdbdositasait, analdgjait,
valamint az ezeken alapuld peptidomimetikumokat tartalmazd
készitmények, valamint az ilyen peptidek kombindcidi, amik
egyiddben vagy egymds utan adhatdék Dbe, azzal az elénnyel
rendelkeznek, hogy maximalizaljdk a korlatozd hatdst a szklerd-
zis multiplexben résztvevé MBP- és MOG-specifikus T-sejtekre.

Ilymédon az MBP-re vagy a MOG-ra adott, a szklerdzis multiplex

* oo
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(demielinizacid) klinikai megjelenését eredményez&d autoimmun
valaszban esetleg résztvevd T-sejtek tartomanya célozhatd meg a
korlatozas céljabdl, ezzel fokozva a taldlmdny szerinti vegyl-
letek és készitmények terdpids hatédsat. Hasonldképpen, a szkle-
rézis multiplexben a vélemények szerint autoantigénekként
mikodé egyéb mielin antigénekbdél szarmazdé T-sejt epitopot tar-
talmazé peptidek (azaz példaul a proteolipid fehérje (PLP) és a
mielinhez kapcsolédd glikoprotein (MAG) ) is megfelelbek
lehetnek a taldlmény szerinti készitményekben és mdédszerekben.
A jelen taldlmany szerinti terépiés/profilaktikus kezelési
méd (ami a tédmadd autoantigén 4altal okozott betegségtiinetek
visszaforditasat, megeldzését vagy késleltetését eredményezi,
vagy egy tamadd autoantigén altal okozott tilinetek csdkkenését,
elérehaladadsdnak ledllitdsat wvagy a tilinetek enyhiilését ered-
ményezi, azaz egy autoantigén-specifikus immunvalasz
korlatozasat) a taldlmadny szerinti terdpids készitmények
beadasat jelenti, egy, a taldlmany szerinti készitmény nem
immunogén formajaban, amely legaldbb egy, a kezelendd kéros
dllapotért felelds autoantigénbél (azaz MBP, MOG, PLP, MAG)
szarmazd 1zolalt peptidet tartalmaz. Jbllehet nem ragaszkodunk
elméletekhez, az a véleményilink, hogy egy, a taldlmdny szerinti
terdpiés készitményre igazak a kovetkezdk: a) okozhatja a meg-
feleld T-sejt alpopulécidk T-sejtjeinek vélaszképtelenségét,
és 1gy ezek reagalasképtelenek lesznek a tamadd antigénre és
nem vesznek részt egy, a tadmaddé fehérje antigénnel vald
érintkezés hatédsdra fellépd immunvalasz serkentésében (anergia

vagy apoptdzis révén); b) mddosithatja a limfokin szekrécids
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profilt, a témadd autoantigénnel vald érintkezéssel Ssszehason-
litva; c¢) okozhatja azt, hogy azok a T-sejt alpopulacidk,
amelyek normalis korilmények koézdtt részt vesznek a tamadd
antigénre adott véalaszban, elvondédjanak a normalis érintkezés
helyérd8l a készitmény beadisi helyére (a T-sejt alpopulacidknak
ez az Ujraeloszlasa enyhitheti, vagy csdkkentheti egy egyed
immunrendszerének azt a képességét, hogy serkenti a szokasos
immunvalaszt a tamaddé antigénnel vald érintkezés helyén, ami a
tinetek eltlinését vagy megforduldsat eredményezheti; d) T-sejt
Szuppresszor sejtek indukcidjat okozhatja, vagy e) a
szuppresszor sejtek indukcidjat okozhatja egy tétlen antigén
révén.

Az eldzbek szerint el8allitott, erdsen tisztitott és
izolalt peptidek a humdn terdpidban alkalmazhatd, a taldlmany
szerinti ki terdpids készitmények formdjdban szerelhet&8k ki. Ha
egy, a taldlmany szerinti terdpids készitményt injekcid
formdban kell beadni (azaz szubkutan injekcid, intravénads in-
jekcid formdjéban), akkor az az eldnyds, ha az erdsen tisz-
titott peptid vizes oldatban olddédik gydgyaszatilag elfogadhatd
pH érték mellett (azaz 4-9-es pH tartomdnyban), és igy a
készitmény folyékony, valamint kdénnyen fecskendezhetd. A
készitmény eldénydsen tartalmaz még egy gydgyaszatilag elfogad-
haté hordozdét is. A tovabbiakban a “gyodgyaszatilag elfogadhatd
hordozd” jelentése béarmilyen, és az és;zes téltbanyag,
olddszer, diszpergdld kozeg, Dborités, antibakterialis és
gombaellenes &gens, toxicitdsi &gens, abszorpcidt késleltetd

vagy fokozd 4&gens, feliletaktiv anyag, micellaképzé Aagens,

* e o
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lipid, liposzdéma, és folyékony komplexképzd &agens, stabilizald
adgens és hasonldék. Az ilyen k&zegek és agensek alkalmazasa
gybgyaszatilag elfogadhatd anyagokként ismert a szakteriileten
jédrtas szakember szamdra. Annak kivételével, ha barmelyik
szokvanyos kbzeg vagy agens inkompatibilis az aktiv
adalékanyaggal, ezeknek terdpias készitményekben vald alkalma-
zdsa megfontolandd. Kiegészitd aktiv vegylleteket is tehetiink a
készitményekbe.

Amint azt az eldzdekben ta&rgyaltuk, az injekcids beadashoz
haszndlhatd, a taldlmadny szerinti terdpids készitmények eldényd-
sen steril vizes oldatok, amiket ugy 4&llitunk eld, hogy az
aktiv adalékanyagot (azaz egy vagy tobb erbsen tisztitott és
izolalt peptidet, az eléz8ek szerint) a megkivant mennyiségben
bevisziink egy megfeleld hordozdba, egy adalékanyaggal, vagy az
aladbbiakban (vagy el&z8kben) felsorolt adalékanyagok kombi-
ndcidjaval, és ezt kOveti a szlréssel vald sterilezés. Az
eldényben részesitett, gydgyaszatilag elfogadhatdé hordozdk kozé
tartozik legaldbb egy tdéltdanyag, azaz példaul a steril viz,
natriumfoszfat, mannit, szorbit wvagy natrium-klorid, vagy ezek
barmilyen kombinacidéja. Egyéb alkalmazhatd, gyégyészétilag
elfogadhaté hordozdé 1lehet olyan olddszer vagy diszpergéld
kozeg, ami példaul vizet, etanolt, poliolt (azaz példaul
glicerint, propilénglikolt és folyékony polietilénglikol vala-
mint hasonldkat tartalmaz), ezek alkalmas keveréke, valamint a
névényi olajok. A megfeleld folyékonysdg fenntarthatd példaul
boritdéanyagok felhaszndldsaval, ami 1lehet lecitin, a kivént

részecskeméret fenntartdsaval a diszperzidk esetében, valamint
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feliiletaktiv anyagok alkalmazédsaval. A  mikroorganizmusok
mikddését megakaddlyozhatjuk példaul kiilénbdz8 baktériumellenes
és gombaellenes &gensek alkalmazdsaval, amilyen példaul a
parabén, klérbutanol, fenol, aszkorbinsav, tirmerosol és a
hasonlédk. Az injekcidzhatd készitmények megnyujtott
abszorpciéja azzal érheté el, ha a készitménybe egy olyan
agenst teszunk, ami késlelteti az abszorpcidt, ilyen példaul az
aluminium-monosztearat és a zselatin.

A taladlmany szerinti terdpids készitmények eldnydsen
sterilek, a gyartds, tarolds, szallitds korilményei koézdtt sta-
bilak, és meg kell védeni a mikroorganizmusok, azaz példaul a
baktériumok és gombak tamadasatdél. Egy eldnyds mdédszer olyan
készitmény eldallitaséra, amely megtartja a készitmény
integritdsat (azaz megakadalyozza a fertdzést, meghosszabbitja
a taroléas idejét, stb.), ha a peptidnek és a gydgyaszatilag
elfogadhaté hordozé(k)nak egy 1liofilezett por kiszerelési
formajat allitjuk eld, amit azutan egy gydgydszatilag elfogad-
haté hordozdban, azaz példéaul steril vizben lehet
rekonstrualni, kozvetlenliil a felhasznalds eldétt. A steril in-
jekcidzhatdé oldatok eldallitésdra haszndlt steril porok
esetében az eldallitds eldnyds mbddszere a vakuumszaritéas,
fagyasztva-szaritds vagy centrifugdlva szaritds, ami az aktiv
adalékanyagot plusz barmilyen tovabbi kivant adalékanyagot egy
korabban sterilre szlrt por formdjdban eredményezi.

Amint azt az eléz&é8kben targyaltuk, egy, a taladlmany
szerinti terdpids készitmény egynél tébb izolalt peptidet tar-

talmazhat. Szamos aktiv peptid beadasadhoz egy olyan terédpias
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készitményre lehet sziikség, amely embereknek wvaldé beadasra
alkalmas formdban tartalmaz egy multipeptid kiszerelést. A
multipeptid formd&ju kiszerelés legaldbb két vagy tdébb izolalt
peptidet tartalmaz, amelyeknek meghatdrozott aminosav szekven-
cidjuk van, és képesek korlatozni egy antigén-specifikus immun-
vadlaszt. Barmelyik korabban ismertetett készitmény, amely
legaldbb két peptidet tartalmaz, alkalmas lehet egy multipeptid
kiszerelési forma el&adllitdsdhoz. Amint azt az el&zb8kben
targyaltuk, egy multipeptid kiszerelési formdban vald felhasz-
ndladsra nagyon eldénySsen haszndlhatdé peptidek kozé legaldbb
kettdé tartozik az aldbbi peptidek ko&zil: MBP-1 (2. szami szek-
vencia), MBP-1.1 (3. sz&md szekvencia), MBP-1.2 (4. sza&mu szek-
vencia), MBP-2 (5. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szek-

vencia), MBP-2.2 (7. szadmi szekvencia), MBP-2.3 (8. szami szek-

vencia), MBP-2.4 (9. szama szekvencia), MBP-2.5 (10. sz&ama
szekvencia), MBP-2.6 (ll.szadmi szekvencia), MBP-3 (12. sza&mu
szekvencia), MBP-3.1 13. szami szekvencia), MBP-4 (14. szamu
szekvencia), és az MBP-5 (15. szami szekvencia) . Egy

multipeptid készitmény eldallitdsa soradn figyelembe vett speci-
fikus tényezd az oldhatdsdg, és az Osszes peptid stabilitdsa a
vizes oldat formdjd kiszerelésben fizioldégidsan elfogadhatd pH
érték mellett. Ehhez arra van szukség, hogy egy vagy tobb
olyan, gydgyészatilag elfogadhatd olddészert és toltbanyagot
valasszunk, amelyek kompatibilisek a multipeptid készitményben
levé Osszes peptiddel. Példaul a megfeleld toéltbanyagok kozé
tartozik a steril viz, a natriumfoszfat, mannit, illetve a

foszfat és a mannit egylitt. Egy multipeptid készitmény eldalli-
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tdsa soran tovabbi megfontolandd faktor sziikség esetén a peptid
dimerizacibéjanak megakaddlyozédsa.

Az eldz&kben ismertetett terdpids készitmények beadasat
egy egyednek, nem-immunogén formdban, ismert eljdrdsok alkalma-
zadsaval, végezhetjik olyan dbézisokban és beadasi id&zitésekkel,
amelyek hatékonyan korlatozzdk az MBP antigén-specifikus immun-
valaszat egy szklerdzis multiplex ellen kezelt egyedben. Egy
emberben kéros folyamatokhoz kapcsolddd antigén elleni antigén-
specifikus immunvalasz klinikailag meghatarozhaté, amikor
lehetséges, illetve szubjektiven is meghatédrozhaté (azaz a
beteg ugy érzi, mintha néhany, a kezelendéd kéros &llapothoz
kapcsolédd tinetek, illetve azok k&zilil néhdny enyhiilne) .

A taldlmdny szerinti terdpiés készitmények hatésos
mennyisége kiilonbozd faktoroktdl figgden valtozhat, olyan fak-
toroktdl fiuggden, mint példaul az adott beteg érzékenysége az
antigénre, kora, neme és sUlya, valamint a peptidnek az a
képessége, hogy mennyire képes korldtozni az antigén-specifikus

immunvalaszt egy betegben. Egy, a taldlmdny szerinti terapiés

készitményt nem-immunogén formdban adhatunk be, kényelmes
médon, azaz példdul injekcidzassal (szubkutdn, intravénas,
stb.), oradlis uton, nyelv ald, belégzéssel, transzdermdlis moéd-

szerekkel, rektdlis uton, vagy a beaddsi utak barmilyen kombi-
nacidéjaval, amiket arra terveztek, hogy fokozzadk a terapiés
hatékonysagot, vagy barmely egyéb beadasi uton, ami a terdpiés
dgensek beadédsédra ismert. Kivanatos lehet, hogy egyidejlleg
vagy egymas utdn adjunk be terdpidsan hatdsos mennyiséget egy

vagy toébb taldlmény szerinti terapids készitménybdl egy
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betegnek. Mindegyik ilyen, egyidejd vagy egymds utdn beadott
készitmény tartalmazhat csak egy peptidet, illetve tartalmazhat
egy multipeptid készitményt, az elbzd8kben ismertetett mdédon.
Ahhoz, hogy egy peptidet vagy peptidkészitményt parentera-
listél eltérd mdédon adjunk be, ahhoz arra lehet sziikség, hogy a
peptidet beboriﬁsuk, vagy egyutt adjuk be egy olyan anyaggal,
amely megakadalyozza az inaktivaldédésadt. A peptidkészitményt
példaul be lehet adni enzim-inhibitorokkal vagy liposzdémakban.
Az enziminhibitorok k&zé tartozik a pankredszos tripszin inhi-
bitor, a diizopropil-fluorofoszfat (DEP) és a trasylol. A lipo-
szbmék k&zé tartoznak a viz-olajban-vizben CGF emulzidk, vala-
mint a szokvanyos liposzdémadk [ Strejan és mtsai: J. Neuro-
immunol. 7, 27 (1984)] . Ha egy peptidet megfelelSen megvédink,
az eldézbek szerint, akkor a peptidet beadhatjuk ordlisan,
példaul egy inert higitdészerrel vagy egy asszimilalhatd,
fogyaszthatdé hordozédval egyiitt. A peptid-készitményt és a tdbbi
adalékanyagot is bezarhatjuk egy kemény vagy lagy zselatin
kapszuldba, tablettédkkd préselhetjik, vagy kozvetlenil a beteg
étrendjébe épithetjiik be. Az oralis terédpias alkalmazasok
céljéra az aktiv adalékanyagot toéltdanyagokkal egyitt alkal-
mazhatjuk, és hasznalhatjuk emészthetd tablettdk, szajiregbdl
felszivédd tablettdk, pasztilldk, kapszuldk, elixirek, szusz-
penzidk, szirupok, ostydk és hasonlék formdjdban. Az ilyen
készitményeknek az aktiv adalékanyagbdél 1legaldbb 1%-ot kell
tartalmazniuk. A készitmények szdzalékos Osszetétele természe-
tesen va&ltozhat, de kényelmesen az egység sulydnak 5 és 80%-

kézétt lehet. Az ilyen terdpidsan haszndlhatd készitményekben
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az aktiv adalékanyag mennyisége annyi, hogy megfeleld dbzist
kapjunk. A jelen taldlmdny szerinti eldnyben részesitett
készitményeket ugy &llitjuk eld, hogy egy ordlis dbdzisegység
kortulbelil 10 pg és 200 mg kozoétti mennyiséget tartalmaz az
aktiv adalékanyagbdl. A tablették, pasztillék, pirulék,
kapszulak és hasonlék emellett -az aldbbi anyagokat tartal-
mazhatjak: egy kotdanyagot, azaz példaul tragantmézgat,
gumiarabikumot, kukoricakeményitét’ vagy zselatint; tolt8a-
nyagokat, azaz példaul dikalcium-foszfatot; egy
dezintegréldédast okozd agenst, azaz példdul kukoricakeményitét,
burgonyakeményitét, alginsavat és hasonldkat; egy
csusztatdanyagot, azaz példadul magnézium-szteardtot; valamint
egy édesitd Aagenst, azaz példadul szachardzt, laktdézt vagy
szaccharint vagy egy izesitd anyagot, azaz példadul borsmentét,
gaulteriaolajat vagy cseresznyearomat. Ha a dbézisegység
kapszula formadjéban van, akkor az el&zdkben emlitett tipusu
anyagok mellett tartalmazhat egy folyékony hordozét is.
Kiloénb6z46 egyéb anyagok lehetnek jelen boritdanyagként, wvagy
masképpen mdédosithatjdk az egységddzis fizikai megjelenési
formajat. Példadul a tablettdk, pasztilldk, vagy kapszuldk
beborithatdék sellakkal, cukorral vagy mindkettével. Egy szirup
vagy elixir tartalmazhat aktiv adalékanyagot, szachardzt
édesitbészerként, metil- és propilbarabéneket
konzervaldszerként, festéket és 1izesitdszert, azaz példaul
cseresznye-  vagy narancs aroﬁét. Természetesen minden,
barmelyik egységddzis készitésében haszndlt anyagnak gydgy-

szerkdnyvi minéséglinek kell 1lennie, valamint az alkalmazott
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mennyiségben atoxikusnak. Emellett az aktiv adalékanyagot
beépithetjlik késleltetett felszabaduldsi készitményekbe és
kiszerelési formakba.

Egy vagy tobb, a jelen taldlmany szerinti terdpids készit-
mény injekcidzdsahoz (szubkutdn, intravénds, intramuszkuldris,
intréperitoneélis) eldnydsen 1-3 pg, eldnydsebben kériilbelil 20
ng-1,5 mg, még eldénydsebben korilbeldl 50 pg - 750 pg, illetve
ennél 1is eldénydsebben koérilbelil 75-750 pg aktiv komponenst

(peptidet) adhatunk be egy egységddzisban. Az alabbiakban
ismertetett kezelési mddtdl filiggbéen akdr 1500 pg-os, vagy még

magasabb ddbzisok is hasznadlhatdk. Az kiildndsen eldnyds, ha a
parenterdlis készitményeket egységddzisok formdjédban adjuk meg,
a beadds egyszerlsitése és a ddbzis egységessége céljabdl. Az
“egységddzis” szakkifejezés jelentése a tovabbiakban fizikailag
megkiilonbdztethetd egységeket jelent, amik a kezelendd beteg
szamara egységddzisként hasznadlhatdk; mindegyik egység, ami egy
eldre meghatdrozott mennyiségd aktiv adalékanyagot tartalmaz,
gy széamitva, hogy a kivant terdpids hatadst eredményezze a
kivant gydgyaszatilag elfogadhatdé hordozéval. A taldlmany
szerinti 0j egységddzis formdk specifikadcidjat a kovetkezdk
hatdrozzadk meg: a) az aktiv adalékanyag egyedi jellemzdi és az
elérendd terdpiéds hatés, valamint b) az elegyités, Osszekeverés
tudoményanak az ilyen aktiv adalékanyagoknak emberek keze-
lésében vald alkalmazédsa korlatozasai.

A dbzis kezelési mdébdot Ggy 4&llithatjuk be, hogy az
optimdlis profilaktikus vagy terapias valaszt kapjuk. Példaul

szadmos megosztott dbézis beadhatd napokig, hetekig, hoénapokig
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vagy evekig, illetve a ddézist aranyosan ndvelhetjiik vagy csok-
kenthetjik minden egyes injekcidzds utdn, amit a terdpiés
helyzet szikséglete hatdroz meg. Egy eldnyben részesitett
terapias kezelési mdd szerint a terdpids készitmények szubkutén
injekcidit naponta egyszer adjuk be egy akut fazisban, majd
minden m&sodik napon a remisszid sordn a betegségben szenvedd
teljes élettartama idején. Alternativdk lehetnek a heti, havi
vagy mas periddusban beadott injekcidk. A ddzis 4&llandd
maracdhat az egyes injekcidzasoknadl, illetve az egyes injekcidk
utdn csékkenhetnek vagy novekedhetnek. A legkivanatosabb egy
folyamatos, egész életen at tartd kezelés lehet. Egy mdasik
lehetdség az, ha egy kezdd kezelési periddus utadn erdsitd in-
jekcidt adunk be harom havonta vagy évente, és ez jelenthet
egyetlen injekcidt, vagy jelenthet egy olyan injekcidsorozatot,
ami hasonlit a kezdeti kezeléshez.

Mivel a relapszald, intermittdld szklerdzis multiplexben,
primer progressziv szklerdzis multiplexben, rosszindulatt
szklerdzis multiplexban és krénikus progressziv szklerdzis mul-
tiplexben szenvedS betegek nagyon egyéni immunrendszer valaszt
adnak, ezért Oévatos és valtozd dbdzish kezelési médot kell
kifejleszteni. Elészor a jelentkezd beteg felvételi
kiertékelését kell elvégezni. Egy komplex vizsgdlat kiterjed
toébbek kozott a latdsi problémédk, szemrezgés, dysarthria, a
rezgés és pozicié-érzékelés csdkkent érzékelése, ataxia és
szandék-remegés, egy vagy tobb végtag gyengesége vagy bénulésa,
gbrcsdkre vald hajlam és hdélyagproblémdk vizsgdlatdra. A szak-

terileten Jjartas szakemberek elfogadott mdbdszereket, azaz
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példaul EDSS-t, Neuroldégiai Ranglista Sk&lat vagy a szakterii-
leten ismert hasonld eszkdzdket haszndlnak, valamint a betegség
korabban jelzett indikatorait, azzal a céllal, hogy meghata-
rozzanak egy alapértéket, amitdél barmilyen eltérés, beleértve a
korlatozottsag elérehaladéasat, de elénydsen korlatozas,
mérheté.-jéllehet nincs tipikus szklerdézis multiplex akut vagy
remittald fazis, bizonyos tilinetegylttesek kifejlédhetnek, amik
a tapasztalt gyakorld orvost vezérelhetik. Amint azt az
elézbkben emlitettiik, a fellobbandsok wvagy akut fazisok
gyakorisdga nagycbb a betegség elsd8 3-4 évében, de az elsd
tamadast esetleg nem kéveti Gjabb megfigyelhetd tamadas 10-20
évig (jéllehet a csak MRI-vel kimutathaté 1ézid-kifejlddés
eltérd klinikai képet ad). A tipikus epizddok sorén a tiinetek
stlyosbodhatnak néhany naptél 2-3 hétre terjedd periddusban,
majd gyengiilhetnek. A javulds &ltaldban gyors néhadny hét alatt,
jéllehet idében toébb hdénapra is kiterjedhet.

A  szklerédzis multiplex egy krénikus betegség, ¢és a
folyamatos kezelés megfontolandd. A hosszutavu kezelés lehet a
leghatékonyabb kezelés a betegség és tehetetlenség
el6rehaladasanak meggatoldsara. A minden masnap, vagy legalabb
hetente egyszer, vagy havonta egyszer alkalmazott ddbzisalapu
kezelési médd lehet alkalmas. Az ésszer( mddositdsok a szakterii-
leten jéartas szakember  tudé&sd&hoz  tartoznak. A tamadés
fellepésekor alkalmazott Dbeavatkozas fontos tényezéje a
hatékony kezelésnek.

Az akut &llapotban levd betegnél a tamadds sulyossagat ki

kell értékelni. Egy induld injekcid beadhaté az akut féazis
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fellepésekor. A nyilvanvald haszna az lehet, hogy a kezelést az
akut fazis lehetd legkordbbi szakaszdban inditjuk. Ha sziiksé-
ges, akkor ezt a kezelést kombindlhatjuk egyidejd interferon,
szteroid és/vagy egyéb kezelésekkel, f&leg olyanokkal, amiket a
gyulladascsdkkentésre dolgoztak ki. A beteget az elsd, elényd-
sen injekciés kezelés utan naponta megfigyeljik. Azt javasol-
juk, hogy tovabbi kezeléseket kell adni minden mé&sodik nap,
vagy legaldbb minden harmadik nap, az akut fazisban. Csakugy,
mint minden mé&s gydgyszerezésnél, a kezeldorvos mdédosithatja a
ddézis nagysagat, a klinikai valtozasok alapjén, amik a valtozas
szlikségségét mutatjak. Minden ilyen megfontolds a szakteriileten
jartas szakember ismereteihez tartozik, a javasolt dézis-
idézitést és dbézis-mennyiségeket irdnymutatdsként haszndlva. A

75-750 pg per dbézis tartomdnyba esé dbézis nagy mozgdsteret

biztosit (és nem ésszerlitlen mennyiséggel) a kezeldorvos
szamara. Az opcidk kozé tartozik, anélkil, hogy erre korlatoz-
nank magunkat, a napi kezelés az akut fazisban, ami utdn a re-
misszid kezelésére az eldzbkben ismertetett eljaradst koévetjik.
Ez semmiképpen nem =zarja annak lehetéségét, hogy toébb vagy
gyakoribb dbézisokat alkalmazzunk, ha a kezeldorvos
megallapitja, hogy a beavatkozdsra sziikség van.

A  jelen taldlmanyban leirjuk, hogy az “eldrehaladott
dllapotban” 1levd szklerdzis multiplex kezelheté a taldlmany
szerinti készitményekkel és mddszerekkel. A legaldbb egy, T-
sejt aktivitassal rendelkezd, és egy mielin autoantigénbdl
szarmazéd peptidet tartalmazdé készitmények alkalmasak az

el8rehaladott &llapotu szklerdzis multiplex kezelésére. Az MBP
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peptidek, MOG peptidek és ezek el8z8kben ismertetett kombi-
nacidéja alkalmas az eldrehaladott dllapoty szklerdzis multiplex
kezelésére. Amint azt az eldéz8kben ismertettiik, ezek a peptidek
az alabbiak 1lehetnek, anélkil, hogy ezekre korlédtoznank
magunkat: MBP-1 (2. sz&mG szekvencia), MBP-1.1 (3. szami szek-
vencia), MBP-1.2 (4. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szadml szek-
vencia), MBP-2.1 (6. szamid szekvencia), MBP-2.2 (7. sza&mu szek-
vencia), MBP-2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamu szek-
vencia), MBP-2.5 (10. szadmi szekvencia), MBP-2.6 (ll.szamu
szekvencia), MBP-3 (12. szamil szekvencia), MBP-3.1 13. szamu
szekvencia), MBP-4 (14. szami szekvencia), MBP-5 (15. szamu
szekvencia), 13-25 (31. szamu szekvencia), 31-50 (18. szamu
szekvencia), 61-80 (21. szamiu szekvencia), 82-92 (32. szamu
szekvencia); 82-96 (33. szami szekvencia); 82-97 (34. szamu
szekvencia), 82-98 (35. szadmi szekvencia), 82-100 (30. szama
szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), 83-100
(37. szému szekvencia), 83-101 (38. szami szekvencia), 84-97
(39. szamu szekvencia), 84-100 (40. sza&mG szekvencia), 85-100
(41. szamu szekvencia), 86-105 (42. szami szekvencia), 87-99
(43. szami szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szadmi szekvencia),
88-100 (44. szami szekvencia), 88-99 (45. szamu szekvencia),
111-135 (47. szamlu szekvencia), 122-140 (48. szami szekvencia),
139-170 (49. szamu szekvencia)), 141-160 (28. szami -szekven-
cia), 142-166 (50. sza&mu szekvencia), 142-168 (51. szamu s;ek—
vencia), 146-160 (52. szémi szekvencia), és 153-170 (53. szamd
szekvencia), elénydsen az MBP-1.1 (3. szadmi szekvencia), MBP-

2.1 (6. szaml szekvencia)), MBP-4 (1l4. szami szekvencia) és
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MBP-5 (15. szamu szekvencia), 13-25 (31. sza&mi szekvencia), 87-
99 (43. szamu szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szami szekvencia,
82-100 (30. szama szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szamu
szekvencia), valamint a humdn MOG-bél szdrmazd peptidek:
Human MOG 1-13 (54. szama szekvencia)
GQFRVIGPRHPIR
Human MOG 103-115 (55. szamu szekvencia)
HSYQEEAAMELKV
Human MOG 1-121 (56. szami szekvencia)
GQFRVIGPRHPIRALVGDEV
ELPCRTSPGKNATGMEVGWY
RPPFSRVVHLYRNGKDQDGD
QAPEYRGRTELLKDAIGEGK
VTLRIRNVRFSDEGGFTCFF
RDHSYQEEAAMELKVEDPFYW
Human MOG 1-20 (57. szekvencia)
GQFRVIGPRHPIRALVGDEV;
Human MOG 11-30 (58. szami szekvencia)
PIRALVGDEVELPCRISPGK;
Human MOG 21-40 (59. szamu szekvencia)
ELPCRISPGKNATGMEVGWY;
Humédn MOG 31-50 (60. sz&ml szekvencia)
NATGMEVGWYRPPFSRVVHL;
Humédn MOG 141-160 (61. szamu szekvencia)
TVGLVFLCLQYRLRGKLRAE;
Hum&n MOG 151-170 (62. szdmu szekvencia)

YRLRGKLRAEIENLHRTFDP;
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Humé&n MOG 161-180 (63. szaml szekvencia)

IENLHRTFDPHFLRVPCWKI; és
Humédn MOG 199-218 (64. szamu szekvencia)

YNWLHRRLAGQFLEELRNPF.

A jelen talalmany szerzdi elészor tették azt a meglepd
felfedezést, hogy egy éppen lejatszdédd tamadds kbzepén vald
beavatkozds adott esetben javitja egy, a jelen taldlmany
szerint kezelt beteg allapotdt. Az a minimum, hogy az ilyen ke-
zelés nem rontja a beteg A&llapotat. A taldlmdny szerzéi
emellett igazoljdk, hogy a remisszidé idején végzett beavatkozas
korlatozza az immunvalaszt és az Aallapot nem aktivalédik
semmilyen ilyen beavatkozds kovetkeztében. Tehdt a beavatkozéas
nemcsak javulast okozhat, hanem teljesen biztonsdgosnak is
bizonyulhat, ha a jelen taldlmadny szerinti eljarast alkal-
mazzuk. Az eldzbkben ismertetett EAE modell alkalmaziséaval a
jelen taldlmadny szerzdi igazoljdk, hogy az Acl-11 (65. szamu
szekvencia) immundominidns MBP peptid ismételt intravénds
beavadasaval sikeresen lehet kezelni a teljes MBP fehérjével
indukalt EAE-t. Ha egyszer sikeres kezelést (amit a T-sejt
reaktivitdst mutat) végzliink egy “természetes peptiddel”
(helyettesitetlen ©peptid, ami a természetes szekvencidbdl
szarmazik, az egy fehérje autoantigénbdl szarmazd T-sejt
epitop-tartalmi peptidek azonositdsdra ismertetett eljarésok
alkalmazaséaval), akkor megfelelden mdédositott peptideket lehet
azonositani, ha a médositott peptid kotési aktivitasat dsszeha-
sonlitjuk a természetes peptidével. A természetes peptidénél

élacsonyabb koétési aktivitédssal rendelkezd médositott peptid
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megfeleld jeldlt lehet a Jjelen taldlmany szerinti terapids
készitményben valé alkalmazédsra. A kotési affinitads meghataro-
zédsara haszndlhatd vizsgadlatokat az 1994. szeptember 1-jén
benyujtott 08/300,811 szadmG Amerikai Egyesilt Allamok-beli
szabadalmi bejelentésben leirtak alapjan azonosithatjuk, amely
publikacidét a tovabbiakban referenciaként kezeliink. Példaul az
Acl-11 (65. szamiu szekvencia) kezelést sikeresnek talaltuk. Az
Acl-11 (65. szami szekvencia) terdpidt azutdn az Acl-11[ 4Y]
(67. szami szekvencia) peptiddel [ami egy Acl-11 (65. szamu
szekvencia) analdg] végzett kezeléssel hasonlitjuk 6ssze, ami
nagyobb affinitdssal és stabilitassal kotdédik az A“A“-hoz
{ Wraith, D.C. és munkatarsai; Fairchild, P.J. és mtsai: Int.
Immunol. 5, 1151 (1993)]. A bejelentdk meglepd médon azt
talaltdk, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szami szekvencia) szdz-szor
kisebb dbzisban hatékony mint az Acl-11 (65. szadmi szekvencia),
és terapids hatdsa hosszabb, ami azt mutatja, hogy a kiva-
lasztott médositott peptidek is alkalmazhatdék a terdpiés
készitményben. A jelen taldlmdny szerz8i emellett igazolték,
hogy a wvizsgalt Acl-11[ 4Y] (67. szami szekvencia) peptid in
vivo stabil peptid-MHC komplexeket képez a kezelt egerekben. Ez
azt mutatja, hogy a mbébdositott peptidek, amelyek in vivo stabil
peptid-MHC komplexeket képeznek, nagyon valdszind, hogy megfe-
leld peptidek lehetnek emberek kezelésére is, mivel erdsségiik
erbdsen megnévelhetd konzervativ aminosav cserékkel [ Karin és
mtsai: J. Exp. Med. 180, 2227-2237 (1994)] . A jelen taldlmény
szerz8i azt is felfedezték, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szami szek-

vencia) MBP peptid-analdég visszaforditja az éppen lezajlé
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bénulast, ha az EAE akut fazisdban adjuk be, és megeldzi a
visszaeséseket, ha a remisszid idején adjuk be. Ez azt mutatja,
hogy a kivalasztott médositott peptidek és a kivalasztott pep-
tid-analdgok visszaforditjak az aktiv tineteket és megeldzik a
visszaeséseket a szklerdzis multiplexben szenvedd betegeknél.

A humd&n betegségnek egy mAsik modelljében a jelen talal-
many szerz48i intravénds peptid-kezelést kezdtek az EAE
fellépése utan és egy akut fazisban. Elég meglepd médon ez a
terdpia visszaforditja az éppen zajléd bétegséget, ha az akut
fadzis idején adjuk be. Ez a megfigyelés elsé a maga nemében. A
kordbban masok altal végzett kisérletek sordn a peptid terdpiat
akkor kezdték, amikor a kezelési csoportban levd egerek még nem
mutattdk az EAE jeleit, az immunizaléds elétt, vagy legkésdébb a
betegség megkezdddése eldétt. Példidul Gaur és munkatdrsai kisér-
letében 13 egérbél &alld csoportot kezeltek MBP-nek betegséget
provokald mennyiségével. Ha a 13 egérbdl csak egy mutatta a be-
tegség minimdlis jeleit, azaz egy egérnek volt l-es klinikai
értékszdma (lasd a 2. példat, amiben az egerek klinikai
értékelését targyaljuk), akkor a csoportbdél hét egeret injekci-
6ztak intraperitonealisan MBP peptid-keverékkel. A tobbi hat
egér, amelyek kozll az egyik az az allat, amelyik a betegség
jeleit mutatja, nem kapott tovabbi kezelést. Ebben az esetben
azokndl az egereknél, amelyek nem mutatjdk a betegség klinikai
tlineteit, Gaur és munkatdrsai nem képesek haszndlhatd kdvet-
keztetéseket levonni adataikbdél. Egy alacsony, 1l-es klinikail
értékszam jelenléte egy egérben nem értelmezhetdé uGgy, hogy

aktiv kéros folyamat zajlik le barmelyik mésik egérben. Ennek
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megfelelden Gaur és munkatdrsai a betegség fellépése eldtti,
illetve még pontosabban a betegség klinikai tiunetei eldtti ke-
zelést irnak 1le. Ezzel szemben, ahhoz hogy 3jél1 haszndlhatd
legyen emberek szklerdzis multiplex megbetegedésének kezelésére
hasznalt klinikai fela&llédsban, egy terdpidnak akkor 1is
hatékonynak kell lennie, ha a jéval kdéros folyamat megkezd&8dése
utan kezdjik él. A megfeleld human terdpia modelljeként a jelen
taldlmény szerzdi egereket 250 nmol Acl-11[ 4Y] (67. szami szek-
vencia) peptiddel kezeltek, és a kezeléét az EAE akut fazisdnak
megkezdése utédn inditottak. Az 5. &bran lathatjuk ennek a tera-
pidnak a hatdsat. A terdpiat egyenként inditottuk minden egyes
egérben, mihelyt az egér az EAE kezdeti jeleit mutatta. Az
egereket az EAE kifejlédése utan osztottuk be az Acl-11[ 4Y]
(67. szamd szekvencia) peptid-terapids csoportba, illetve a
harom kontroll csoport egyikébe (nincs kezelés, PBS, vagy az
OVA 323-337 A"A"-k6té peptid (70. sza&m( szekvencia). A 9. abran
ladthatd, hogy az éppen folydé EAE Acl-11 4Y] -nal (67. szamu
szekvencia) vald kezelése drasztikus valtozadsokat eredményez a
betegség értékszamaiban, a peptid injekcidzasa utani 48 bran
beldil. Az EAE majdnem teljesen eltint ezekbdl a kezelt
egerekbdl a betegség meginduldsa uténi negyedik napon, és egy
18 napos peptid-terédpia hatédsai prolongdléddtak.

Egy masik meglepd fejlemény, hogy a Jjelen taldlmény
szerz&6i felfedezték, hogy az EAE remisszids fazisdban inditott
peptid-terdpia megeldzi a visszaeséseket. A human betegség mo-
delljeként az EAE-t hasznidlva, amint azt az elé6z6kben jeleztik,

a (PLJ x SJL)Fl egerekben visszaesd EAE fejlddik ki MBP-vel
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végzett immunizacid utdn [ Fritz, R.B. és mtsai: J. of Immunol.
130, 1024 (1983)] . Az EAE &ltaldban az immunizdcidé utan 9-16
nappal fejlédik ki, és ebben a modellben a betegség akut fazisa
korilbelidl 3-20 napig tart. Az egerek husz vagy tdbb szazaléka
elpusztulhat vagy haldokolhat az akut fazis sordn, a beteg-
ségnek a kisérletben létrejétt sulyossdgatdl fiiggden. Az akut
fazis tuléldinek legnagyobb része azutdn egy révid remisszids
fadzisba keril, néhdny napig nem mutatva klinikai tiineteket,
vagy csak nagyon enyhe klinikai tineteket mutatva. Néhany ki-
sérletben mindegyik egér kérilbelil egyidében keril remisszids
fazisba (ladsd 5. &bra), de a legtdbb esetben a betegség akut
fadzisanak hossza ennél sokkal valtozdébb. A remisszids fazist
egy elsd visszaesési fazis koveti, aminek suUlyossdga &ltaldban
megfelel a betegség akut fazisa sUlyossdgdnak. Ezt kovetSen a
tuléld egerekben rezidualis krénikus bénulds alakul ki, ami a
kisérlet lezardsdig megmarad.

Az egér modellben az Acl-11[ 4Y] (67. sz&md szekvencia)
peptid egy nagyon jelentds terédpia, ha az EAE remisszids fa-
zisaban kezdjik el. Ahhoz hogy vizsgaljuk az Acl-11[ 4Y] (67.
szama szekvencia) kapacitéasat az EAE visszaesések
megeldzésében, megfigyeltik az egereket a bénuldsuk kezdeti
idészakaban, ami 3-19 napig tart. Ahogy a tulélé egerek
egyenként belépnek a remisszids periddusba (amit Ugy defi-
nidlunk, hogy a klinikai értékszamuk legaldbb két napig 1 vagy
0), valtakozva két csoportba osztjuk &ket és intravénas tera-
piat inditunk 25 nmol Acl-11[ 4Y] (67. szamd szekvencia) pep-

-tiddel, vagy kontrollként PBS-sel. Az egereket egyenként
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kezeljlik a remisszidés fazisuk masodik napjatdl kezdddden. A 10.
abrédn 1lathatd, hogy az EAE remisszidés fazisdnak kezdetétdl
végzett Acl-11[ 4Y] (67. szAamd szekvencia) intravénas kezelés
drasztikusan csokkenti a visszaesés gyakorisagat és
stlyossagat, ami azt mutatja, hogy az intravénas peptid-terapia
hatékony lehet akkor is, ha a betegség késéi fazisdban kezdjik
meg. |

Az intravénds peptid-terdpia mechanizmusdt nem tisztdztuk
még teljesen, jbllehet korabban szamos mas antigén-rendszerben
azt Jjoésoltdk, hogy egy antigén peptid intravénas beadasa az
immunizacioé eldétt antigén-specifikus valaszképtelenséget
indukdl az immunrendszerben. A szklerdzis multiplex betegeken
végzett terdpias beavatkozas életképességének tovabbi
indikacidjaként a jelen taldlmany szerzdi intravéndsan adtak be
enkefalitogén peptidet vagy peptid-analdgot, és azt talalték,
hogy csoékkenti az in vitro nyirokmirigy szaporodédst és inter-
leukin-2 termeldédést. Az egereket intravénasan kezeljik 250
nmol MBP Acl-ll-gyel (65. szamt szekvencia) az MBP fehérjével
végzett immunizdlds elétt. A lla. adbran az ezekbdl az egerekbdl
szadrmazé nyirokmirigy véalaszt mutatja, az immunizAlast koévetd
10. napon. Ha az immuniz4lds elétt adjuvans nélkil intravéndsan
elékezellink az immundomindns Acl-11 (65. szaml szekvencia) MBP
peptiddel, akkor ez csdkkenti az Acl-11 (65. sza&mG szekvencia)
MBP-re adott in vitro szaporodasi T-sejt valaszt. Hasonld ered-
ményeket kapunk, ha az egereket az Acl-11[ 4Y] (67. sz&mi szek-
vencia) MBP peptid-analdggal intravéndsan eldkezeljik (nem

k6z61lt adatok). Emellett az Acl-11 MBP-re (65. szami szekven-
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cia) valaszként adott nyirokmirigy interleukin-2 termelést meg
lehet elézni Acl-11[ 4Y] -gyel (67. szaml szekvencia) végzett
intravénas elékezeléssel (11b. abra) . Az eredmények
megerdsitik, hogy az Acl-ll-gyel (65. szamu szekvencia) vagy az
Acl-11[ 4Y] -nal (67. szamu szekvencia) végzett intravénas
elékezelés T-sejt valaszképtelenséget induké&l az Acl-11 MBP
ellen (65. gzémﬁ szekvencia) .

Tehat a jelen taldlmany szerzdi vizsgdltdk az intravéndés
MBP peptidekkel és peptid-analdégokkal végzett kezelés
hatékonysdgat visszaesd EAE kezelésében, és szamos lényeges
megfigyelést tettek. El8szér, és valdészinlileg ez a
legfontosabb, egy autoimmun betegség egyetlen autoantigén pep-
tiddel végzett kezelése hatékony lehet, még akkor is, ha a be-
tegség tilineteinek megjelenése utdn végezziik. Az egerek
értékelésére hasznalt specifikus betegség-tineteket az aldbbi
példadkban ismertetjiik. Az EAE eldrehaladott 4&llapotanak azt
tekintjik, ha az Aatlagos klinikai értékszam 2 vagy magasabb.
Az eredmények azt mutatjék, hogy az intravénds MBP peptidek
zavarjadk az autoaggressziven beinditott sejtek enkefalitogén
aktivitdsadt, még azutdn is, hogy az agy-vér gatat leromboltuk
és a kozponti idegrendszerbe limfocitdk szlrédnek be. Egyszer
sem fordult elé, hogy a megfigyelt peptidek aktivaltak,
sulyosbitottdk wvagy novelték az éppen lezajld betegséget, még
ideiglenesen sem. Az akut fazis fellépése utan kezelt EAE a te-
radpia megkezdése utdn néhdny nappal visszafordult, jdéllehet
el8szdr a kezelt egerek sulyosan érintéd%ek. A hisztoldégiai

vizsgadlatok megerdsitették, hogy egy peptidre adott klinikai
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valasz korreldl az agyba és gerincveldbe vald limfocita
beszlrbdés erds csOkkenésével. Emellett, amint azt az
aldbbiakban targyaljuk, az Acl-11[ 4Y] MBP (67. szamu szekven-
cia) intravénds Jbeadasa hatékony, még az MBP-vel wvaléd
immuniz&lads utdni harmincadik napon kezdve is, az EAE
remisszids féazisdban. Tehdt még egyszer megfigyeltiik, hogy a
kezelés megkezdése a betegség egy lathatdan nyugodt fadziséban
nem vezetett sulyosbodashoz, hanem inkdbb teljesen megeldzte a
legenyhébb visszesések kivételével az Osszes visszaesést. Ez az
eredmény kiléndsen érdekes, mivel bizonyiték van arra, hogy
szamos kiilénb6z8d MBP epitop felismerése az MBP-re adott immun-
vélasé késd1i fazisdban jatszdédik le, és Ggy gondoljuk, hogy
ezek az epitopok hozzdjarulhatnak a betegséghez [ Lehmann, P.V.
és mtsai: Nature 358, 155 (1992)]. A jelen talalményban azt
4llitjuk, hogy ha a peptidet a betegség nagyon korai
id&szakadban adjuk be, akkor ez megeldzheti az ezekre az
epitopokra adott késdéi immunvalaszt. Azt azonban meg kell
jegyezniink, hogy egyetlen MBP analdég is hatékonyan megeldzi a
visszaeséseket, ha az EAE sulyos akut fazisadnak elmalasa utéan
adjuk, ha az MBP-re és valdszinlileg mads mielin antigénre adott
immunvédlasz mar eldrehaladt.

A jelen taldlmdny gyakorlati megvaldsitédsa soran egy
hatékony terdpids &gens kivalasztasadt részesitjik eldnyben, és
ezt az eld&z8kben 1le is irtuk. Emellett a jelen taldlmany
szerz81 azt az elméletet dolgoztdk ki, hogy a legjobb peptid-
jeldltek kivalasztasahoz a természetéé peptideknél az egyik

kritérium, hogy in vivo stabil komplexeket képez a II-es



76

osztalyba tartozdé MHC-vel, magasabb T-sejt reaktivitds és MHC-
koétd aktivitds. Pontosabban, a bejelenték megvizsgaltdk azt az
MBP peptid analdégot, amely in vivo stabil komplexeket képez a
II-es osztalyba tartozdé MHC-vel és az EAE kezelésében hatéko-
nyabb mint az Acl-1ll1l (65. szdmi szekvencia). Korébban
kimutattuk, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szadma szekvencia) nagyobb
affinitadssal kotédik az A"A"-hoz, és az in vitro koériilmények
kézétt az Acl-11[ 4Y] (67. sza&m( szekvencia) és az A"A" kézdétt
képz8d8é komplexek stabilabbak mint az Acl-11 (65. szaml szek-
vencia) és az A"A” ko6zdtt képzdddtt komplexek. Az Acl-11[ 4Y] -
rdl (67. szamu szekvencia) is kimutattuk hogy megakadalyozza az
EAE-t, ha nagy dbézisban belélegeztetjiik az immunizadlas eldtt
[ Metzler, B. és mtsai: Int. Immunol. 5, 1159 (1993)]. A jelen
taldlmanyban leirjuk, hogy egy mdédositott MBP peptid analdg, az
Acl-11[ 4Y] (67. szamu szekvencia) legaldbb 100-szor hatékonyabb
terdpids Agens mint az MBP Acl-11 (65. szami szekvencia), és
ritkdbban kell beadni. Ez a fokozott hatékonysag egy olyan te-
rdpids szert eredményez, amely egyszerre hatékonyabb és a
gyakorlatban jél haszné&lhatd. A jelen talalmédny szerzd8i megfi-
gyelték, hogy a Acl-11[ 4Y] (67. sza&ml szekvencia) intravénds
beadidsa (de az Acl-1l1-é nem (65. szamu szekvencia)) 1in vivo
stabil peptid-MHC komplexek képz&dését eredményezi. Az Acl-
11[ 4Y) (67. szamd szekvencia) javitott hatékonysdgdrdl az a
véleményink, hogy a stabil peptid-MHC komplexek képzdédésével
all kapcsolatban. Ezek a komplexek kimutathatdék a lépsejteken,
egy MBP Acl-11 (65. szdmi szekvencia)-specifikus hibridémat

alkalmazva az injekcidzds utdn maximum tiz Oran beliil. Ennek
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megfeleléen az a véleménylink, hogy a stabil peptid-MHC komp-
lexek kialakuldsa lehet egy ilyen hatékony peptid eléfeltétele.
Meglepd mbédon az Acl-11[ 4Y] (67. szamu szekvencia) in vivo te-
radpids hatasa még sokkal azutén is jelen van, hogy a peptid-MHC
komplexek mdr nem mutathatdk ki a lépsejteken (lasd a 6a. és 9.
dbrat). Az valdszinl, hogy a peptid-MHC komplexek antigén-
specifikus funkciondlis terépiés ngségeket képeznek, amik
hosszantartd hatdst fejtenek ki az enkefalitogén T-sejtekre, és
ezek azutdn is megmaradnak, hogy a komplexek madr nem mutathatdk
ki in vivo. Az nem ismert, hogy vajon az ilyen komplexek a
hatasukat periferidlisan fejtik ki wvagy a kdzponti idegrend-
szerben. Ha a k6zponti idegrendszerben mikddnek, akkor a
komplexek ott johetnek létre, vagy a komplexeket hordozé sejtek
vandorolnak az agy-vér gaton keresztil.

A jelen taldlmany targyadt képezik a szklerdzis multiplex
kezelésére szolgdld mbddszerek, amik abbdl &llnak, hogy legalabb
egy T-sejt aktivitéssal rendelkezd MBP peptidet adunk be egy
kezelési eljards soran, ami még magdban foglalja az interferon-
B hatékony mennyiségét is.

Az alabbiakban ismertetett munka eredményeképpen
felfedeztik, hogy 1legaldbb egy, egy mielin antigénbdl (azaz
példaul MBP-b&l) szarmazd peptid és az IFN-B kombinadcidja, ha
egy kezelési eljaréds soran Dbeadjuk, akkor szinergisztikus
hatédssal rendelkezik (1l2c. &bra), ami meglepd mdédon eltinteti
az EAE klinikai tilineteit egerekben, és ez a hatas sokkal
nagyobb mint az a hatds amit kildn-kildn beadva fejtenek ki az

EAE tinetek «c¢sillapitdsara (l2a-b. 4&brék), és ami nagyobb
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anndl, mint ami varhaté lenne a peptid és az interferon-§

hatdsé&nak egyszerld Osszegzése alapjéan.

Mivel az EAE szolgdl egér-modellként a humén szklerdzis
multiplexhez, és kildnbd6z&6 mielin antigénekkel induk&lhaté
(azaz példaul PLP-vel, MBP-vel, MOG-vel), ezért az varhatd,
hogy‘hasonlé hatds figyelhetd meg emberekben is. Emiatt a jelen
taldlmdny targya eljaréds szklerdzis multiplexben szenvedd
betegek, vagy olyan emberek kezelésére, akik érzékenyek
lehetnek a szklerdzis multiplex kifejldédésére, azzal jellemez-
ve, hogy a jelen taldlmdny szerinti készitménybd8l hatékony
mennyiséget adunk be, amely készitmény legalabb egy, egy mielin
antigénbdl szarmazd, T-sejt aktivitadssal rendelkezd peptidet
tartalmaz nem-immunogén formdban, egy olyan kezelési eljarés

keretében, ami tartalmazza az interferon-f beaddsat is. Az

eldnyben részesitett kombindcidk kozé tartoznak azok a taldl-
many szerinti készitmények, amelyek a korédbbi ismertetések
alapjan MBP peptideket tartalmaznak, valamint MBP peptideket
MOG peptidekkel kombindlva tartalmaznak, egyiddében vagy idd&ben
egymds utan beadott interferon-p-val.

Egy, a taldlmany szerinti készitmény beadasa, amely
készitmény legaldbb egy, egy mielin antigén T-sejt aktivi-
tdsdval rendelkezd peptidet tartalmaz, egy olyan kezelési elja-
rds keretében, aminek sordn interferon-B-t is beadunk, a beadas
és a dozis méretének kialakitadsa soran ismert eljaréasokat
alkalmazva, azzal a céllal, hogy hatékonyan csbkkentsik,
elimindljuk vagy megeldézziik a szklerdzis multiplexhez kap-

csoldédd tiineteket. Akdrmelyik peptidnek vagy az interferon-B-
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nak a hatdsos mennyisége, ha egylitt adjuk be &6ket egy teradpias
kezelési eljards sordn, az eldzd8kben ismertetett faktoroktdl
fiiggéen valtozik. Az aktiv vegyliletek (azaz példaul az MBP pep-
tid vagy készitményeli és az interferon-B) szokdsos mddon
adhatdék be, azaz példidul injekcidzadssal (szubkutdn, intravénés,
stb.), orédlisan, belégzés utjan, transzdermalis mdbdszerrel vagy
rektdlis uUton, amint azt az elézdkben targyaltuk.

Injekcidéval példaul eldénydsen korilbeliil 1 pg-3 mg, még
elénydsebben korililbelil 20-500 pung, egy mielin antigénbdl
szarmaz6 peptid adhatd be egy egységddzisban. Eiényésen 100-
10000 egység interferon-f-t tartalmazd egységddzis adhatd be
injekcidzédssal. Ennek a két vegyiletnek a ddbézistartomanya
vadltoztathatdé, hogy az optimalis terdpids valaszt kapjuk.
Példaul az interferon-Bf-t és egy, a jelen taldlmany szerinti
készitményt Dbeadhatjuk egyiddben, vagy eldénydsen legaldbb
hatérds eltéréssel, elénydsen 12 6rds eltéréssel, még
elénydsebben 24 6ras eltéréssel. Mind az egészség peptidnek
mind az interferon-f-nak a beaddsi eljaradsa tdbb napig vagy
hétig folytatdédhat, és csdkkenthetd illetve ndvelhetd, amint
azt a terédpids helyzet igényei megszabjak.

A jelen taldlmény targyat képezi egy 0j készitmény, ami
egy mielin antigénbdl, azaz példaul MBP-b&1l vagy MOG-bél
szdrmazd, T-sejt aktivitassal rendelkezd peptid és interferon-j
fizikai keverékét tartalmazza egy gyodgyadszatilag elfogadhatd

hordozdbédban vagy higitdanyagban. Ezt a készitményt egy terdpiés
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kezelés sorédn alkalmazhatjuk egy egyedben a szklerdézis multi-
plex kezelésére vagy megeldzésére.

Egyéb autoimmun betegségeket, azaz példaul az I-es tipusu
diabeteszt és a reumdas arthritist Ugy tekintik, mint egy auto-
antigén elleni, antigén-specifikus T-sejt 4&ltal koézvetitett
valasz eredményét. A T-sejt altal kozvetitett autoimmun beteg-
ségek kezelésének kilonbdzd megkdzelitései kozé tartozik a
teljes autoantigének vagy az azokbdl szarmazd, T-sejt epitopot
tartalmazdé autoantigének beadadsa egy betegnek, azzal a céllal,
hogy korlatozzuk az autoimmun betegség karos tilineteiért
felelds, a T-sejtek altal kdzvetitett valaszt.

A mielin autoantigének mellett, amik szerepet jatszanak a
szklerbézis multiplexben, szédmos antigénrél (azaz autoanti-
génrél) deriilt ki, hogy betegség-tiineteket okoznak egyéb auto-
immun betegségekben, azaz példaul cukorbetegségben, Graves-
kdérban, izomsorvadasban, Joépdsztor szindrdémaban, pszoridzisban,
tiroiditiszben és reumds arthritisban (autoantigének példaul:
inzulin, Rh-faktor, acetilkolin receptorok, tirod sejt recep-
torok, bazadlis membranfehérjék, tiroid fehérjék, ICA-69 (PM-1),
glutaminsav-dekarboxildz (64K vagy 65K), proteolipid, II-es ti-
pus kollagén, hésokkfehérje és karboxipeptiddz H). Az a
véleményink alakult ki, hogy az imént ismertétetthez hasonld
készitmények és eljardsok hasznadlhatdék autoimmun betegségek,
azaz példaul a reumds arthritis, cukorbetegség, izomsorvadas,
Grave féle Dbetegség, Jbépasztor szindrdma, pszoridzis és
tiroiditisz kezelésére, aholis a betegségért felelds antigén

egy fehérje antigén.

.
.
(1]

.l.‘ -t.:
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Szamos, az eldzdkben emlitett autocantigén esetében azono-
sitottunk és 1izolaltunk T-sejt aktivitdssal és meghatarozott
aminosav szekvencidval rendelkezd, és elbénydsen legaldbb egy T-
sejt epitopot tartalmazd és/vagy T-sejt valaszképtelenséget
vagy csokkent T-sejt vadlaszképességet indukdld peptideket. A WO
94/07520 bejelentésben leirtak olyan peptideket, amelyekr8l azt
gondoljék, hogy képesek korlatozni az oldhaté II-es tipusut
kollagénre, egy olyan fehérjére, amelyrél azt gondoljak, hogy a
reumds arthritisben autocantigén szerepet jétszik,'adott anti-
gén-specifikus valaszt. A WO 92/06704 bejelentésben leirjdk az
inzulin azon peptidjeinek azonositdsdra szolgdld mddszereket,
- amelyekrdl azt gondoljdk, hogy T-sejt epitopokat tartalmaznak,
és amelyek jo6l haszndlhaték lehetnek a Jjelen talalmany
szerintivel analdég készitményekben és eljarasokban, amiket az
I-es tipusu diabetesz kezelésében lehet hasznalni. Emellett egy
olyan antigénre vagy autoantigénre, amelyrdl feltételezhetd,
hogy felelds az elézbkben emlitett betegségek valamelyikeéért,
azonosithaték a megfeleld T-sejt epitopot tartalmazd peptidek,
az eléz8kben emlitett barmelyik eljards alkalmazaséaval, vala-
mint azokban a példdkban, amelyekben egy fehérje autoantigén
peptidjeit tartalmazdé T-sejt epitopot azonositunk. Ha egyszer
egy ilyen T-sejt epitopot tartalmazd peptidet azonositottunk a
megcélzott autoantigénhez, akkor ezek a peptidek hasznalhatdk a
szklerdzis multiplex kezelésére ismertetett készitményekkel és
médszerekkel analdg mddszerekben és készitményekben.

A taldlmadnyt az aldbbi, nem korladtozd jellegld példakon

keresztil ismertetjik.
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1. Példa

A mielin bazikus fehérjére és peptidekre adott szklerdzis mul-

tiplex immunvalasz tanulményozdsa humdn populédcidban, valamint

terdpids alkalmazdsra megfelelé MBP peptidek kivadlasztasa

Peptidszintézis

A peptideket standard Fmoc/tBoc kémidval szintetizaljuk,
majd forditott fazisG HPLC-vel tisztitjuk. A 3. 4&bran az
ezekben a vizsgadlatokban haszndlt MBP peptidek lathatdk. A pep-

tidek neve vagy az aminosav csoportok végig konzisztensek.

Protokoll: Humdn PBL elemzése abbdl a szempontbdl, hogy milyen

a reaktivitdsa az MBP-vel és az MBP peptidekkel

A PBL-eket friss periferidlis vérmintédkbdél tisztitjuk
(k6rilbeldl 75 cm3), amiket 222, szklerdzis multiplexben
szenvedd betegbdl vettiink, Ficoll gradiens felhasznalasaval. A
mikrotiter tenyészeteket 2 x 10° PBL per luk és 5% human AB
szérummal, penicillin-sztreptomicinnel és L-glutaminnal

kiegészitett RPMI 1640-ben levd 10 pg/ml tisztitott humédn MBP-

vel inditjuk. A tenyészeteket interleukin-2-vel (20 egység/ml)
és interleukin-4-gyel (5 egység/ml) egészitjik ki a 6-7. napon.
11-13 nap elteltével a mikrotiter lemezeket mossuk, Ujra szusz-
pendaljuk friss koézegben, majd 12 Gj mikrotiter lukba osztjuk
szét. Autoldg fagyasztott PBL-eket adunk hozzadjuk antigén-

bemutatd sejtekként 5 x 10° PBL per luk mennyiségben.
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Az Atvizsgdld antigéneket két parhuzamosban adjuk az egyes
mikrotiter tenyészetekbdl szadrmazd 12 péarhuzamos lukhoz.
Negativ kontrollként mindig a kdzeget haszndljuk, pozitiv kont-

rollként tisztitott humédn rekombindns MBP-t hasznalunk 10 pg/ml

koncentracidban. Mindegyik betegnek vizsgaljuk a reaktivitaséat

is maximum 4 MBP peptiddel, mindegyiket 10 pg/l koncentra-

BH_

cidéban. 48 ora elteltével a reakcidelegyeket 0,75 pCi
timidinnel impulzus-jelezziik, majd 6-16 &rés jeizés utéan
kinyerjik.

A tenyészeteket az aldbbi kritériumok alapjan tartjuk po-
zitivnak az egyes peptidekre: 3.0-ndl nagyobb serkentési index,
500 vagy anndl nagyobb valtozds a cpm-ben, és az 4atlagos stan-
dard hiba kisebb mint a valtozas a cpm-ben. Emellett az elemzés
céljara a tenyészeteket csak akkor tartjuk “peptid-pozitivnak",
ha mind az MBP-re mind a peptidre reagdlnak, és ha nem

reagdlnak egynél tobb atfedd ﬁéptiddel. Az egyes peptidekkel

vald reaktivitdst minimum 19 és maximum 43 betegnél vizsgaljuk.

Eredmények:

A mikrotiter tenyészeteknek atlagosan 6%-a bizonyult pozi-
tivnak MBP reaktivitdsra az egyes betegeknél (a tartomany 0-37
pozitiv tenyészetAper beteg) . Legaldbb egy mikrotiter tenyészet
bizonyult pozitivnak MBP reaktivitdsra a betegek 77%-anal,
ezeket a betegeket tekintettiik “MBP-re reagéldknak”. A MBP-re
valdé reagalds nem mutatott Osszefiiggést a nemmel, a szklerdzis
multiplex kategdéridjaval (RR vs. CP), a HLA-DR tipussal, a

korral, vagy azzal, hogy a beteg szedett-e vagy sem Betaseront.

. oo
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16 husztagt MBP peptidet vizsgdltunk (3. abra), amelyek 10
aminosavban fedik 4t egymdst, és a teljes humdn MBP szekvencit
lefedik (18,5 kDa izoforma). Két tovadbbi hosszabb peptidet is
megvizsgaltunk (MBP 83-105 (5. szamu szekvencia) és MBP 141-165
(14. szamu szekvencia), 3. &bra). Az MBP peptid reaktivitasat
azutdn azoknak az MBP pozitiv mikrotiter tenyészetek aranya
alapjan szémitjuk, amelyek az egyik MBP peptidre is pozitivnak
bizonyultak. Négy peptid egyenként 10%-ban okozta az 0Ossz-MBP
reaktivitast (MBP 11-30 (2. sza&mi szekvencia), MBP 81-100 (23.
szamu szekvencia), MBP 83-105 (5. szami szekvencia) és MBP 141-
165 (1l4. szaml szekvencia)). Emellett ezekkel a peptidekkel
szemben tanusitott reaktivitdst a vizsgdlt MBP-re reagald
szklerdzis multiplex betegeknek legaldbb egyharmaddban ki
lehetett mutatni. Emellett az MBP-re reagdld betegeknek 77%-
mutat reaktivitdst az MBP 83-105-re (5. szami szekvencia) vagy
az MBP 141-165-re (14. szami szekvencia), vagy mindkét pep-
tidre.

A négy peptid kozil az MBP 141-165 (14. szamu szekvencia)
bizonyult a legreakcidképesebbnek, ez a teljes MBP valasz 21%-
aért felelds, és a vizsgdlt MBP-re reagald betegek 64%-&ban
lehet kimutatni. Az MBP 141-165 (14. szami szekvencia)
lathatdéan magédban foglalja a mind az MBP 141-160-b6él (28. szamu
szekvencia) mind az MBP 151-170-b861 (29. szami szekvencia)
szadrmazb T-sejt epitopokat, és meglepd mddon lényegesen tobb
reaktivitdst mutat mint a két hGsztagl peptid. Az MBP 81-100
(23. szamu szekvencia) és az MBP 83-105 (5. szaml szekvencia)

szekvenciidja nagyon hasonlit egymésra, és valdszinlleg hasonld,
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ha nem azonos T-sejt epitopokat tartalmaznak. Ezek azoknak a
régioknak felelnek meg, amelyekrdl kordbban azt gondoltak, hogy
a HLA-DRZ haplotipussal vannak kapcsolatban. A mi eredményeink
azt mutatjédk, hogy mind a DR2 mind a nem-DR-2 szklerdzis multi-
plex betegek jé reaktivitast mutatnak ezekkel a peptidekkel. Az
MBP 11-30 (2. szami szekvencia) a peptid-reaktivitdsnak egy
olyan terilete, amirdl korabban nem gondoltdk, hogy a szklerd-
zis multiplex betegekben gyakran felismerésre keriil.

Mindegyik masik MBP peptid az 06ssz-MBP reaktivitasnak
kevesebb mint 5%-aért volt felelds, és a vizsgadlt MBP-re
reagald betegeknek kevesebb mint 20%-4ban volt kimutathatd
(lasd a 4a. és 4b. 4abrakat). Ebben a peptidcsoportban a
legnagyobb reaktivitast az MBP 111-130-cal (12. szama szekven-
cia) tapasztaltuk, ami az MBP reaktivitas 4,5%-aért felelds, és

a vizsgalt MBP reagadldéknak 19%-a&ban taldlhatd meg.

Az eldnyben részesitett MBP peptidek kivadlasztésa

Az eldnyben részesitett MBP peptideket két kritérium

alapjén valasztottuk ki:

1. A jeldlt peptidekre reagdldé szklerdzis multiplex
betegek szama (a vizsgdlt betegeknek legaldbb 75%-a,
akik reagalnak a legaladbb egy peptidnél felismert fe-
hérje antigénre).

2. A T-sejt valasz nagysaga a jeldlt peptidekre a szkle-
rézis multiplex betegekben (a jeldlt peptidekre adott

védlasz az antigénre adott vélasz 40%-a&nak felel meg).
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Az MBP 83-105 (MBP-2 (5. szamu szekvencia)) és az MBP 141-
165 (MBP-4 (14. szama szekvencia)) megfelel az elsd
kritériumnak (az MBP-re reagdldék 77%-a egyet vagy kettdt
felismer k&zulik) (lasd az aldbbi 1. téblazatot). Ez a két pep-
tid egylittesen az MBP reaktivitdsnak a 32%-4ért felelds (lasd

az aldbbi 2. tabléazatot).

1. Tablazat
Az MBP-2-re (5. szamu szekvencia) és az MBP-4-re (l4. szamu

szekvencia) vald reagaldképesség: Elemzés egyedenként

A reagadld | MBP-2-re MBP-4-re MBP-2-re
egyedek sza- és/vagy MBP-
zaléka 4-re

Az MBP-re | 11/31 [ 35,5%] | 20/31 [ 64,5%]) [24/31 [ 77,4%]
reagaldk

kdzott

2. tablazat
Az MBP-2-re (5. sz&mu szekvencia) és az MBP-4-re (14. szamu

szekvencia) vald reagdldképesség: Elemzés T-sejt vonalanként

Az MBP-pozi- | MBP pozitiv | MBP pozitiv | MBP pozitiv

tiv vonalak | és MBP-2 és 141-165 és MBP-2 vagy
szazaléka MBP-4

Az MBP pozi-|20/184 39/184 59/184

tiv vonalak | [ 10, 95%] [21,1%] [ 32,1%]

kozott
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Tehat az MBP 11-30 (2. sza&mu szekvencia) hozzdaddsa megfe-
lel a kritériumoknak, mivel a h&rom peptid egylittesen az MBP
reaktivitds 42%-a4nak felel meg. Az MBP 111-130 (MBP-3 (12.
szaml szekvencia)) 1is megfeleld lehet eldnyds peptidként, tera-
pids felhaszndléds céljara, féleg az MBP-l-gyel (2. szami szek-
vencia), MBP-2-vel (5. sza&ml szekvencia) és az MBP-4-gyel (14.
szamu szekvencia) vald kombindcidban. Az MBP 81-100 (23. szama
szekvencia) ekvivalensnek tlnik az MB? 83-105-tel (5. szamu
szekvencia) és ez is haszndlhatd egyéb kivadlasztott peptidekkel

egyutt.

2. Példa

A peptidek beaddsa emldsdknek, a szklerdzis multiplex mo-

delljeként szolgdld EAE kezelésére

A peptidek szintézise

A peptideket automata peptid-szintetizatorral szinte-
tizadljuk (ABI 430A Applied Biosciences, Foster City, CA), stan-
dard 9-fluorenilmetoxikarbonil kémia alkalmazasaval. A pep-
tideket nagynyomast folyadékkromatografidval tisztitjuk, és az
aminosav-6sszetételt igazoltuk. A kivalasztott peptid-szekven-
ciadk az alabbiak: MBP Ac-1-11 (65. szami  szekvencia)
ASQKRPSQRHG; MBP Acl-11[ 4A] (66. szamu szekvencia) ASQARPSQRHG;
MBP Acl-11[ 4Y] (67. szamu szekvencia) ASQYRPSQRHG; MBP 31-47
(68. szadmu szekvencia) RHRDTGILDSIGRFFSG; Ova 323-339 (69.
szamu szekvencia) ISQAVHAAHAEINEAGR; és Ova 323-337 (70. széamua

szekvencia) ISQAVHAAHAEINEA.
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MBP tisztitds

Az MBP-t tengerimalacok gerincvelejébdl tisztitjuk
[ Keystone Biologicals, Cleveland, OH), Smith, M.E. mbédszerének
médositidsaval [ Smith, M.E.: J. Neurochem. 16, 83 (1969)].
Réviden, az MBP-t extrahdljuk az izolalt membranbél, kloroform
és metanoi élkalmazéséval, k&dlium-citrattal kicsapjuk, savval
extrahdljuk majd liofilezzik. Ennek az anyagnak az SDS-PAGE
elemzése kideritette, hogy egy f&8 csik taldlhaté a vart 18,5

kDa-nak megfeleld molekulasulynél.

EAE indukcid, értékelés és peptid-terdpia

Az EAE-t a Jackson Laboratory-tél (Bar Harbor, ME)
beszerzett (PLJ x SJL)Fl egerekben indukdljuk. Amikor az egerek
elérik a 8-14 hetes kort, akkor az EAE-t 50-100 pg, komplett
Freund féle adjuvansban (Gibco Laboratories, Grand Island, NY),

amit még 400 ug per egér Mycobacterium tuberculosis H37Ra-val

egészitettink ki (Difco Laboratories, Detroit, MI) emulgealt
MBP-vel indukaljuk. 200 ng szamadrkohogés toxint (JRH
Biosciences, Lenexa, KS) adunk be intravénasan az
immunizaldssal egyidében, valamint 48 ¢éraval késébb. Az

egereket a klinikai tilinetek alapjan értékeljiik, az aldbbi skala
alkalmazédsaval: 1: farokbénulds; 2: a hatsd végtag részleges
bénulédsa; 3: a hatsd végtag teljes bénulédsa; 4: az elsd végtag
bénulasa; 5: haldoklik vagy halott. Az 5-06s értékd egereket

eutanizaljuk. A halal utén az egereket kizadrjuk az atlagos kli-

* oo
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nikai érték tovabbi szamitdsdbdél. A peptideket intravénasan
adjuk be, amint azt az egyes alabbi példdkban ismertetjik.

A nyirokmirigy szaporoddsi és interleukin-2 termelddési
vizsgalatokban lagyéktdji és para-aorta nyirokmirigy limfocita
szuszpenzidkat készitink az elézdek szerint EAE indukcidra
immunizalt egerekbdl (a szamarkohdgés toxint nem tessziik bele a
szaporodési kisérletekbe). A limfocitékat kerekalju mikrotiter
lemezeken tenyésztjik 5 x 10° per luk koncentracidéban MBP pep-
tidekkel és 0,5% friss normdl egérszérummal, penicillinfsztrep-

tomicinnel, L-glutaminnal és S5 x 107 mol/l B-merkaptoetanol

kiegészitett RPMI 1640 kOzegben. A szaporodasi vizsgélat
tenyészeteit 16 oéra hosszat impulzus-jelezzik 3H—timidinnel,
egy 72-6rads inkubdlast kovetden. Az interleukin-2 vizs-
gadlatokndl a tenyészet feliiluszdékat 24 6ra utdn nyerjik ki,
majd vizsgadljuk azt a képességiiket, hogy segitik-e az interleu-
kin-2 dependens HT2 sejtvonal ndvekedését. Ahhoz; hogy az in-
terleukin-2 termelddést meg tudjuk kUlénbéztetni az interleu-
kin-4 termelddéstdl, HT2 bioldgiai vizsgdlatokat végeztink a
11.B.11 monoklondlis ellenanyagot tartalmazé 10%-os tenyészet
feliluszé jelenlétében [0’ Hara, J. és mtsai: Nature 315, 333
(1985)}, ami gdtolja a HT2 sejtek interleukin-4 alapl szapo-
rodésat.

A 9. abran lathatd eredmények azt mutatjadk, hogy az Acl-
11[ 4Y] (67. szadmu szekvencia) a bénulés fellépése utan
visszaforditja az EAE-t. Az EAE-t MBP-vel indukaljuk 14 egérbdl
4116 csoportban. A terdpiadt minden egyes egérben kildn kezdjik,

az EAE klinikai tineteinek kifejldédése utan. Az adatokat minden
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egyes egér esetében a terédpia megkezdéséhez viszonyitva
dbradzoljuk (1. nap = a klinikai tinetek fellépése minden egyes
egérnél). Az egereket a betegség 1., 4., 11. és 18. napjan int-
ravénasan kezeljik PBS-sel (lUres kor), 250 nmol/l Acl-11[ 4Y] -
nal (67. szamu szekvencia) (fekete négyzetek), vagy 250 nmol/l
Ova 323-337-tel (70. sza&mG szekvencia) (fekete kordk). Egy
tovabbi kontrollcsoport nem kapott kezelést (lres négyzetek). A
kis keresztek azokat az egereket jelzik, amelyek elpusztultak,
vagy az 5-0s fokozatl EAE miatt ledltik Sket. A kezeletlen cso-
portndl az MMS értéke 4,6 volt, a mortalités pedig 64%. A PBS-
sel kezelt csoportban az MMS 4,4 volt, a mortalitas pedig 35%.
Az Ova 323-337-tel (70. szami szekvencia) kezelt csoportnadl az
MMS 4,2 volt, a mortalitds pedig 21% volt. Az Acl-11[ 4Y] -nal
(67. szami szekvencia) kezelt csoportban az MMS 3,2 volt, a
mortalitds pedig 7% volt.

A 10. &bran az 1lathatd, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szama
szekvencia) megeldzi az EAE visszaeséseket, ha a betegseég
remisszids fazisdban adjuk be. Az EAE-t MBP-vel indukaljuk. A
terdpiat minden egyes egérben egyenként kezdjik meg, a
remisszidé masodik napjén, az EAE kezd§ -epizddja wutén. Az
adatokat minden egyes egérben a megkezdéshez viszonyitva
dbrdzoljuk (1. nap = a remisszid mésodik napja). A 6-7 tuléld
egérb81l 4116 csoportokat intravénadsan kezeljlik a remisszid
kezdete utén az 1., 4., 7. és 18. napon, PBS-sel (idres korok)
vagy 25 nmol/l1 Acl-11[ 4Y] -nal (67. szamu szekvencia) (fekete
k6rdk) . A kis keresztek az egyes elpusztult, vagy az 5-0s

fokozati EAE miatt elpusztitott egereket jelzi. A betegségnek a
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remisszidé eldtti kezd6 epizddjai 3-18 napig tartottak (az
dtlag 9 nap mindkét csoportndl). A kezdé epizdéddban az MMS
hasonldé volt mindkét egércsoportnadl (3,0 az PBS-sel kezelt
csoportndl és 3,9 az Acl-11{ 4Y] -nal (67. szamd szekvencia)
kezelt csoportban). A PBS-sel kezelt csoportban az MMS 4,1
volt,.a mortalitds pedig 33%. A peptiddel kezelt csoportban a
kezelés utdn az MMS 0,3 volt, a mortalitéds pedig 0% volt.

A 11. &brarél lathatd, hogy az Acl-11 (65. szami szekven-
cia) vagy az Acl-11f 4Y] (67. szami szekvencia) T-sejt
valaszképtelenséget indukal.

a. 3-4 egérbdl &lld6 csoportokat intravéndsan kezeliink

vagy PBS-sel (fekete kordk) vagy 250 nmol Acl-1ll-gyel

(65. szamu szekvencia) (fekete haromszdégek), a 150 pg

MBP-vel végzett immunizdlas eldétt 10-5 nappal. Az MBP
Acl-ll-gyel (65. szamu szekvencia) végzett
nyirokmirigy szaporoddsi vizsgalatot a 9. napon
végezzik. A kontrollok a kovetkezdk voltak: PBS
el8kezelés PPD 108277/ké6zeg 1855, és Acl-11 (65.
szami szekvencia) eldkezelés PPD 88499/ kdzeg 1335.
b. 4 egérbdl &411l6 csoportokat kezelink vagy PBS-sel vagy
250 nmol/l Acl-11[ 4Y] -nal (67. sza&mu szekvencia), tiz
vagy Ot nappal a 150 ug MBP-vel végzett immunizalés
eldétt. A nyirokmirigyek interleukin-2 termelési vizs-

galatait 150 pmol/l Acl-1ll-gyel (65. szami szekven-
cia) vagy 17 umol/l Acl-11[ 4Y] -vel (67. szami szek-

vencia) végezzik a 10. napon.
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3. Példa

A peptid beadédsa eldrehaladott allapotban

Visszaesd EAE fejldédik ki (PLJ x SJL)Fl egerekben MBP-vel
végzett immunizalds utén [ Fritz, R.B. és mtsai: J. of Immunol.
130, 1024 (1983)], ami ezt az EAE modellt idedlissad teszi a te-
rapids beavatkozds vizsgdlatdra. Jbéllehet az MBP Acl-11 (65.
szadmi szekvencia) az immundomindns enkefalitogén a (PLJ x
SJL)F1 egerekben, az MBP 31-47 (68. szamu szekvencia)
szubdomindns epitop 1is enkefalitogén ebben a tdrzsben. Annak
meghatarozadsahoz, hogy ezek kozil az enkefalitogén peptidek
kézil egyre vagy mindkettére sziikség van-e az MBP-vel indukalt
EAE kezeléséhez, a 2. példdban ismertetett lépéseket kdvetjik,
azzal az eltéréssel, hogy az egércsoportokat a betegség
eldérehaladott 4llapotdban vagy MBP Acl-11 (65. szami szekven-
cia) és MBP 31-47 (68. szamu szekvencia) elegyével kezeljik,
vagy csak Acl-1ll-gyel (65. szami szekvencia), intravénds injek-
cié forméjadban. A kontroll egércsoportokat intravénds PBS in-
jekcidval, vagy az Ova 323-339 (69. szami szekvencia) kontroll
peptiddel kezeljik, ami egy A"A"-ko6td peptid, ami nem rokona az
MBP-nek és nem immunogén a (PLJ x SJL)Fl egerekben.

Az 5. abrardél lathatd, hogy az MBP Acl-11 (65. szaml szek-
vencia) ismételt intravénds injekcidzédsa vagy Onmagdban (5a.
abra), wvagy MBP 31-47-tel (68. szadml szekvencia) kombindlva
(5b. &abra) csokkenti az EAE eléfordulédsénak gyakorisagat,
sulyossagat és mortalitésat. A két peptiddel vald kezelés
valamivel hatékonyabbnak tilnt mint a csak az MBP Acl-ll-gyel

(65. szama szekvencia) vald kezelés, ami Osszhangban méasok
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elézbkben emlitett megfigyeléseivel. Az egereket hat intravénas
peptid injekcidéval kezeltik az akut fazisban és az elsé
visszaesési féazisban. Az egerek sorsat azutan a 125. napig
kovettik, a krénikus, remittdld fézisban, és nem lattunk arra
bizonyitékot, hogy a betegség késébb eléfordul az MBP-vel
kezelt csoportban (nem k&zdlt adatok). Az Ova 323-339 (69.
szami szekvencia) kontroll peptidnek nincs hatdsa a betegségre,
ha intravéndsan adjuk be (5c¢c. abra). Egy kildn kisérletben az
MBP 31-47 (68. szaml szekvencia) Onmagdban valdé intravénas
beadadsa nem volt hatdsos az EAE kezelésében (nem k&zdlt adatok)
Az 5a., 5b. és 5c. abrak mutatjdk az egerek MBP-vel indukalt
EAE-je intravénads kezelésének hatékonysdgat. Az EAE-t MBP-vel
induk&ljuk az eldézbékben emlitettek szerint, 11-16 egérbdl &lld
csoportokban. Az egereket az egyes peptidekbdél 250 mmol/l kon-
centraciéval kezeljik, a 9., 12., 15., 21., 29. és 37. napon. A
kis keresztek, az Osszes Aabrandl alkalmazott mbédon itt is az
elpusztult, vagy az 5-6s fokozati EAE miatt epusztitott
egereket jelentik. A PBS-sel kezelt kontroll-csoportot fekete
kordk jelzik. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az MBP immundo-
minadns enkefalitogén peptidje mind sziikséges mind elégséges az
MBP-vel indukalt EAE kezelésére (PLJ x SLJ)Fl egerekben, amit a
kezelt egerekben az EAE sUlyossdganak és mortalitasdnak csok-

kenése jelez.

4. Példa

Az Acl-11 (65. szadmi szekvencia) tObbszdrds intravénds injekci-

obzasa
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A 2. példdban ismertetett prepardlasi lépések utdn az Acl-
11-b81 (65. szamu szekvencia) tObb injekcidt készitettiink. A
peptidbdl a 9. napon beadott egy injekcid két nappal késlelteti
a betegséget és a mortalitast 100%-rél 63%-ra csokkenti, de
végil mindegyik kezelt egérben stlyos EAE fejlddik ki (nem
k6z&1lt adatok). Az EAE akut fazisdban a peptid harom injekcidja
eleinte hatékonyan kezeli a betegséget, azonban a visszaesési
fdzisban a kezelt egerek csoportjdban késén fellépd betegség
fejlédik ki (nem kozolt adatok). Az eredmények Osszességlikben
azt mutatjak, hogy az MBP peptidek tdbbszdérds intravénas injek-
cidéjara szikség van az EAE akut és elsd visszaesési fazisaban
az MBP-vel indukalt betegség (PLJ x SLJ)Fl egerekben vald keze-
léséhez. Tehat az Acl-11 (65. szamu szekvencia) tObbszoérds in-
jekcibdzdsara van szikség ahhoz, hogy a betegség sulyossagat
hossza ideig csokkentsik. A 6. Aabrardél 1lathatd, hogy a Acl-
11[ 4Y] (67. szami szekvencia) az EAE-t alacsonyabb dézisbanA
kezeli mint az Acl-11 (65. szamu szekvencia), és hosszabb
hatéassal vanba betegségre. Az EAE-t MBP-vel induk&ljuk 8-10
egérbdl 4116 csoportokban. A 6a. a&brén a 12. és 15. napon int-
ravénadsan PBS-sel (foszfattal pufferelt sdoldat) (idres kordk),
250 nmol/l Acl-ll-gyel (65. szamu szekvencia) (fekete korok)
vagy 250 nmol/l Acl-11[ 4Y] -nal (67. szamu szekvencia) (lires
haromszdgek) kezeljik. A PBS-sel kezelt egereknél az MMS 4,4, a
mortalitds 60% volt. Az Acl-ll-gyel (65. szdmi szekvencia)
kezelt egereknél az MMS 3,9, a mortalitas 37,5% volt. Az Acl-
11[ 4Y] -nal (67. szami szekvencia) kezelt egereknél az MMS 2,1,

a mortalitas 0% volt. A 6b. abrén a 12., 15., 18., 21., 24. és
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27. napon intravéndsan vagy PBS-sel (iires k&rdk) vagy 2,5
nmol/l Acl-ll-gyel (65. szami szekvencia) (fekete kdrdk) kezelt
egerek lathatdék. A PBS-sel kezelt egereknél az MMS 2,9, a
mortalitas pedig 20% volt. A peptiddel kezelt egereknél az MMS

4,3, a mortalitas 50% volt.

5. Példa

Egy MBP peptid analéggal vald kezelés, amely in vivo stabil

komplexeket képez a II-es osztdlyu MHC-vel

Mivel a peptid-MHC komplexek azok a funkciondlis terapiéas
egységek, amik az EAE-t kezelik, ezért a jelen taldlmany
szerz8i azt gondoljédk, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szami szekven-
cia) sokkal hatékonyabb lesz az aktiv MBP-vel indukalt EAE ke-
zelésében mint az Acl-11 (65. szaml szekvencia). Ennek a
hipotézisnek az ellendrzéséhez a 2. példdban alkalmazott
lépéseket alkalmazzuk, azzal az eltéréssel, hogy az
injekcidzésok iddébeosztasat és dbézisdt megvaltoztattuk. A 6a.
abrardél lathatd, hogy az Acl-11{ 4Y] -nek (67. szami szekvencia)
csak két injekcidéja a betegség korai fazisdban beadva hosszabb
hatadst eredményez mint az Acl-11 (65. szami szekvencia) két in-
jekcidja. Emellett a 6b. abrdrdél lathatd, hogy az Acl-11[ 4Y]
(67. szamu szekvencia) ismételt intravénds beadadsa nagyon
hatékonyan kezeli az EAE-t 2,5 nmol/l dbézisban (6c. &bra).
Ezekutén hisztoldbgiai teszteket végeztink. Hisztoldgiai
metszeteket készitiink az EAE agyakbdél és gerincveldkbdl, majd
hematoxilinnal és eozinnal festjik (CVD, Inc., West Sacramento,

CAa) . A metszeteket a gyulladadsos Dbeszlrddések alapjan
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értékeljik, az értékeld nem ismeri a metszet eredetét. Az Acl-
11[ 4Y] (67. szaml szekvencia) hatékonysdgdt peptiddel és PBS-
sel kezelt egerekbdl szarmazd agyak és gerincveldk hisztolédgiai
vizsgdlata alapjén hatdrozzuk meg, ami azt mutatja, hogy a pep-
tiddel kezelt egerekben jelentdsen csdkkent a gyulladdsos kdz-
ponti idegrendszeri beszlirddések szama és sulyossdga (7. &bra).
A 7. abrardl lathatd, hogy az Acl-11[ 4Y] -gyel (67. szadmi szek-
vencia) kezelt egerekben csdkkent a gyulladdsos beszlirédés. Az
Acl-11[ 4Y] (67. szamu szekvencia) javult hatékonyséaga
nyilvanvald volt.

Az Acl-11[ 4Y] (67. szaml szekvencia) javult hatékonységa
nyilvanvald volt az el8zdbkben emlitett példadban. A jelen talal-
many szerz8i szerint in vivo stabil peptid-MHC komplexek jénnek
létre az A"A" és az intravénasan injekciézott Acl-11[ 4Y] (67.
szamiu szekvencia) kozdtt, ezdltal alakul ki a jobb hatékonysag.
Ezek az in vivo kialakult komplexek az 1934-es hibridémaval
mutathatdédk ki, ami egy enkefalitogén MBP-specifikus T-sejt
klénbdél szarmazik. Az eldzd, 2. példadban ismertetett lépéseket
hajtjuk végre, azzal az eltéréssel, hogy az injekcids iddket és
a mennyiségeket valtoztatjuk meg, az aldbbiak szerint. A 1934-
es T-sejt hibriddéma specifikus az MBP-Acl-ll-re (65. szamu
szekvencia), Wraith, D.C. és munkatdrsai leirasa szerint
[ Wraith, D.C. és mtsai: Cell 59, 247 (1989)] . Roviden, a hibri-
déma sejteket 5 x 10* per luk mennyiségben laposfenekd mikroti-
ter lemezeken inkubaljuk MBP peptidekkel vagy analdgokkal.
Antigén-bemutatd sejtként 5 x 105, 3000 raddal besugarzott

(PLJIxSJL)Fl lépsejtet adunk a lukakhoz. A k&zeg ugyanaz, mint

® e o
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amit a nyirokmirigy szaporodasi vizsgdlatokban alkalmaztunk,
azzal az eltéréssel, hogy a normdl egérszérum helyett 10%
borjuimagzat szérummal egészitettiik ki. A fellilGszdékat 24 obra
elteltével gydjtjik Ossze, és vizsgdljuk, hogy képesek-e
tamogatni a HT2 sejtek ndvekedését. Ezekutdn 250 nmol/l Acl-
11[ 4Y] -nal (67. szamu szekvencia) végzett injekcidzds utan ki-
16nb6z8 idSpontokban eltavolitjuk a lépeket az egerekbdl, majd
a szplenocitdkat hasznaljuk antigén-bemutatd sejtekként az Acl-
11 specifikus 1934 hibriddémahoz. Nem adunk tovabbi peptidet a
tenyészetekhez. A 8. &brardl lathatd, hogy azok a lépsejtek,
amiket in vivo Acl-11[ 4Y] -nal (67. sza&mld szekvencia) “impulzus-
jeleztlnk”, nagyon hatékonyan aktivaljak az 1934 hibridémat. A
hibridéma aktivalasanak kapacitdsa az injekcidzds utan két
6raval maximdlis, majd azutdn az injekcidzéds utédn 4-6 oraval
elkezd csdokkenni. Az aktivalds az Acl-11[ 4Y] (67. szamd szek-
vencia) injekcidé utan tiz oéradval a legkisebb, majd 20 éra
elteltével mar nincs jelen (nem k&zO0lt adatok). Amint az a 8.
dbradrdl lathatd, az Acl-ll-gyel (65. sza&ml szekvencia) végzett
kisérletek nem mutatjidk a hibridéma aktivaldsadt az injekcidzott
egerekbdl szarmazd lépsejtekkel, még az injekcidzéds utan egy
6raval sem (nem kozdlt adatok}. Amint azt részletesebben
bemutatjuk a 8. &bran, az in vivo létrejdtt peptid-MHC komp-
lexek kimutathatdék Acl-11[ 4Y] -nal (e7. szami szekvencia)
egerekben. 2 egérbdl 4lld csoportokat injekcidzunk intravéndsan
250 nmol/l1 Acl-11[ 4Y]) -nal (67. szama szekvencia), a lépek
eltadvolitésa eldtt kilonbozd idépontokban (1-10 6ra). Az injek-

cidzott egerekbdl szarmazdé szplenocitaknak vizsgaljuk azt a
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kapacitdsat, hogy képesek-e ugy aktivadlni az 1934 hibriddéma
sejteket, hogy azok interleukin-2-t termeljenek. Az ered-
ményeket HT2 szaporodds alapjan mutatjuk be. Az eredmények
aldtamasztjak azt a feltételezést, hogy a stabil peptid-MHC
komplexek in vivo hozz&jdrulnak egy terdpids MBP peptid-analdg

hatékonységéhoz.

6. Példa

Egér MBP Acl-11 (65. szami szekvencia) szintézise

Az egér MBP Acl-11 (65. szamu szekvencia) peptidet stan-
dard Fmoc/tBoc szintézissel &llitjuk eld, majd HPLC-vel tisz-
titjuk. Az Acl-11 (65. szamu szekvencia) peptid aminosav szek-
vencidja az alabbi:

Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly
1 5 10

EAE indukcidija

Az EAE-t 6-8 hetes (SJLxPL)Fl néstény egerekben indukaljuk
(Jackson Labs, Bar Harbos, ME), az egereket a faroktdébe adott

100 pg tisztitott tengerimalac MBP-vel (CFA-ban) immunizaljuk
(GIBCO Lab., Grand Island, NY), ami 400 pg Mycobacterium

tuberculosis H37R to&rzset (DIFCO Lab., Detroit, MI) tartalmaz.
Az immunizalads napjan kétszer, majd 48 6raval késébb 200 ng
szamdrkohogés toxint (JHL BIOSCIENCE, Lenexa, Kansas) adunk be.
Az egereket naponta megfigyeljik a betegség tilinetei miatt, és a
betegség stlyossadgadt Az aldbbi skdla alapjén hatérozzuk meg:
O=nincs klinikai jele az EAE-nek, 1l=béna, nem reagald farok,

2=részleges hatsd végtag Dbénulds, 3=komplett hatsd végtag

* »e
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bénulas, 4=részleges vagy teljes elsé végtag bénuléas,
5=haldoklas. Az adatokat a naponta meghatdrozott betegség-
sulyossagi értékszam atlagdban fejezzik ki. Az egereket 26
napig figyeljik meg. Amikor egy egér elpusztul EAE-ben, akkor

minden utédna kovetkezd napon 5-6s értékkel szamolunk vele.

Az interferon-f hatdsa az EAE-re

A kiilonbodzé dézishG interferon-P hatdsainak meghatarozaséara
végzett titrdlasi kisérletben (lé. abra) egy egércsoportot PBS-
sel kezelilink intraperitonedlisan az EAE indukcidé uténi 9., 13.
és 16. napon (kontroll), egy masik egércsoportot 10000 egység
interferon-fB-val kezelink a 9., 13. és 16. napon (ires ko&rdk),
majd egy egércsqportot 210000 egység interferon-f-val kezellnk
a 9., 13. és 16. napon (fekete k&rdk). Amint az a 13. &bréan
lathaté, az EAE tilnetei minden egyes iddépontban hasonldk
mindkét interferon-P dbzis esetében, és ez azt mutatja, hogy az
alacsonyabb dézis alkalmas az interferon-f-val végzett kisér-
letekhez, és ez az eldnyben részesitett ddzis, mivel a nagyobb
dézist interferon-B-ndl kisebb valdszinlséggel okoz toxicitést.
Ezutan 2000 egység interferon-B-t haszndlunk a 12a.-12c.

abradkon bemutatott kisérletekben, mivel ez a dbzis javulast e-
redményez a klinikai értékszamban.

Amint az a 1l2a. A&brardl 1lathatd, egy kontroll egér-
csoportot kezelink PBS-sel, majd egy masik egércsoportot

kezellink 2000 egység interferon-f-val a 9., 12., 16. és 20.

napon. Amint az a 1l2a. A&brarél lathatd, az interferon-fB-val
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kezelt csoportban a megfigyelés sordn csak valamivel voltak

enyhébbek a tinetek mint a kontroll-csoportban.

Az egér MBP Acl-11 (65. szamu szekvencia) hatdsa az EAE-re

Meghataroztuk az egér MBP Acl-11 (65. sza&mG szekvencia)
peptid hatésait, és az eredményeket a 12b. abran mutatjuk be.
Egy egércsoportot intraperitoneélisan kezellink PBS-sel az EAE
indukalasa utani 10., 13., 17. és 21. napon (kontroll), és egy
egércsoportot 250 nmol/l Acl-11 (65. sza&md szekvencia) pep-
tiddel kezelink a 10., 13., 17. és 21. napon. Az egereket az
eléz8kben ismertetett mdédon figyeljik meg. Amint az a 12b.
abrarél lathatd, az Acl-ll-gyel (65. szamu szekvencia) kezelt

egereknek enyhébbek a tineteik mint a kontroll-csoportnak.

Az Acl-11 (65. szdmu szekvencia) és az interferon-f kombi-

ndcidjénak hatdsa az EAE-re

Az Acl-11 (65. szami szekvencia) és az interferon-f kombi-
nacidjaval végzett kezelések hatédsait a 1l2c. abrédn mutatjuk be.
Egy egércsoportot az EAE indukcidé utdn intraperitonedlisan
kezelink PBS-sel, majd egy egércsoportot intravéndsan kezellnk
250 nmol/1 Acl-11 (65. szamu szekvencia) peptiddel a 10., 13.,
17. és 21. napon (Ures nyilak), majd intraperitonedlisan 2000

egység interferon-f-val kezeljik a 9., 12., 16. és 20. napon.
Amint az a 12c. Aabrarél lathatd, a peptid és az interferon-f

kombindcidéjaval kezelt egércsoportban sokkal enyhébbek a tlne-
tek mint a kontroll-csoportban, valamint ahhoz hasonlitva is,

amit a csak az interferon-B-val vagy a csak a peptiddel kezelt
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csoportndl figyelhetlink meg, amint az a 12a. és 12b. &brakon
ladthatd, ezzel a kombindcidé szinergisztikus hatédséat mutatva.
Ennek kovetkeztében egy olyan kezelési eljaras, aminek sorédn a
peptid és az interferon-B kombindcidéjit haszndljuk, az EAE tu-

netei sulyossagat fokozottabban enyhiti.

7. Példa

Peptidek beaddsa, emlésdknek szklerdzis multiplex modelljeként

vizsgdlt, gerincveld homogenizatummal (SCH) indukalt EAE keze-

lésére

Peptidek szintézise

A peptidet automatozalt peptidszintézissel 4llitjuk elé
(ABI 430A, Applied Biosciences, Foster City, CA), standard 9-
fluorenilmetilmetoxikarbonil kémia alkalmazdsédval. A peptideket
nagynyomasi folyadékkromatogrdfiaval tisztitjuk, majd az amino-
sav-Osszetételiiket igazoljuk. A kivélasztott ©peptidek a
kovetkez&8k: MBP Acl-11 (65. szaml szekvencia) ASQKRPSQRHG; MBP
Acl-11[ 4A] (66. szami szekvencia) ASQARPSQRHG; MBP Acl-11[ 4Y]
(67. szamu szekvencia) ASQYRPSQRHG; MBP 31-47 (68. szamu szek-
vencia) RHRDTGILDSIGRFFSG; Ova 323-339 (69. szadmu szekvencia)
ISQAVHAAHAEINEAGR; és Ova 323-337 (70. szamd szekvencia)

ISQAVHAAHAEINEA.

MBP tisztitéas

Az SCH-t tengerimalacok gerincvelejébdl tisztitjuk
[ Keystone Biologicals, Cleveland, OH), Smith, M.E. mddszerének

médositasaval [ Smith, M.E.: J. Neurochem. 16, 83 (1969)]. Az
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SCH fehérjekeveréket liofilezzik, majd a szarazsulyuk alapjan

hasznaljuk.

EAE indukcid, értékelés és peptid-terdpia

Az EAE-t a Jackson Laboratory-tél (Bar Harbor, ME)
beszerzett (PLJ x SJL)F1l egerekben indukaljuk. Amikor az egerek
elérik a 8-14 hetes kort, akkor az EAE-t 50-100 pg, komplett
Freund féle adjuvansban (Gibco Llaboratories, Grand Island, NY),
amit még 400 pug per egér Mycobacterium tuberculosis H37Ra-val

egészitettink ki (Difco Laboratories, Detroit, MI) emulgedlt
SCH-val indukaljuk. 200 ng szamdrkohogés toxint (JRH
Biosciences, Lenexa, KS) adunk be intravénasan az
immunizalassal egyiddében, wvalamint 48 o6raval késébb. Az
egereket a klinikai tinetek alapjan értékeljik, az alabbi. skala
alkalmazasaval: 1: farokbénulés;IZ: a hatsé végtag részleges
bénuldsa; 3: a hatsdé végtag teljes bénulasa; 4: az elsd végtag
bénuldsa; 5: haldoklik vagy halott. Az 5-86s értékld egereket
eutanizaljuk. A haldl utan az egereket kizarjuk az atlagos kli-
nikai érték tovabbi szamitdsadbdl. A peptideket intravénasan
adjuk be, amint azt az egyes alabbi példakban ismertetjiik.

A 16. abran lathatd eredmények azt mutatjak, hogy az Acl-
11] 4Y] (67. szadml szekvencia) a Dbénulds fellépése utéan
visszaforditja az EAE-t. Az EAE-t SCH-val indukaljuk 14 egérbél
4116 csoportban. A terdpidt minden egyes egérben kildn kezdjiik,
az EAE klinikai tineteinek kifejl&édése utédn. Az adatokat minden
egyes égéi .esetében a terdpia megkezdéséhez viszonyitva

abradzoljuk (1. nap = a klinikai tilinetek fellépése minden egyes
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egérnél) . Az egereket a betegség 1., 3., 6. és 9. napjan intra-
vénasan kezeljik PBS-sel (fekete négyzet), 250 nmol/l Acl-
11( 4Y] -nal (67. szami szekvencia) (Ures haromszég), vagy 250
nmol/1l Ova 323-337-tel (70. szé&mu szekvencia) (Ures k&rdk). A
kis csillag azokat az egereket jelzi, amelyek elpusztultak,
vagy az 5-6s fokozatu EAE miatt ledltiik &ket.

A 17. &brardl lathatd, hogy az Acl-11[ 4Y] (67. szami szek-
vencia) megakadalyozza az EAE fellépését, ha azeldtt adjuk be,
mieldtt a Dbetegség tiinetei fellépnek. Az EAE-t SCH-val
induk&ljuk. A terdpidt minden egyes egérben kiilén inditjuk a
betegség gpSCH-val valé indukdldsa utdni nyolcadik napon. Az
adatokat az egyes egyedek terdpidjénak megkezdéséhez
viszonyitva adbrazoljuk. A tuléld egereket a 8., 10., 13. és 17.
napon kezeljik 25 nmol/l Acl-11[ 4Y] -nal (67. szamQ szekvencia)
intravénasan (lires haromszdgek) vagy szubkutdn (fekete k&rdk).
Egy csoport nem kapott kezelést (lires négyzetek).

A 16. és 17. abran bemutatott eredmények azt mutatjak,
hogy a beadasnak mindegyik médja hatékonyan megakadalyozza a

tinetek fellépését.

8. Példa

Ugyanazt az eljarast alkalmazzuk mint a 2. példaban,
azonban nem veégzink nyirokmirigy szaporodadsi és interleukin-2
termelddési vizsgdlatokat. Az EAE-t a 0. napon indukdljuk
gpMBP-vel, ezutdn Acl-11[ 4Y]-t (67. sz&ml szekvencia) adunk
hdrom egércsoportnak a 8., 10., 13. és i7. napon. Az ered-

ményeket grafikusan dbrdzoljuk a 18. &bran az intravénas beadas
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esetében (ires haromszdgek), szubkutan injekcidés beadés
esetében (fekete kordk) és egy kontrollcsoport esetében (ires
kb6rok) . Az Acl-11[ 4Y] -nal (67. szami szekvencia) valédé
el8kezelés (azaz a tlinetek fellépése eldtti kezelés) képes

megeldzni a gpMBP-vel valdé EAE betegséget.

9. Példa

Human MOG fehérjét kddold cDNS

A MOG fehérjét kdé6dold humadn cDNS eldallitdsara végzett
egyik elsé kiséfletben egy human c¢DNS kényvtarat polimeraz
lancreakcidénak (PCR) vetjik ald, a Gardinier és munkatarsai
dltal publikdlt, patkdny MOG-ot kdédold szekvencia alapjan
tervezett 3’ és 5 primereket haszndlva. A human MOG szekvencia
nem allithatdé eld ilymédon, feltehetden azért, mert a humln és
patkdny szekvencidk 5' és/vagy -3’ végeinek nem elégééges a
homoldgidja.

Ezért négy patkany belsd oligonukleotidot terveztink. Ezek
k6zlil kettd homoldg a gén felsd szadlaval (94-1lll-es és a 166-
183-as (74. szaml szekvencia), az egyes szami bazis az ATG-nél
kezdddik), kettd pedig a gén alsd szidlaval homoldg (538-555-0s
(74. szamu szekvencia) és a 685-702-es primerek). A 166-183-as
(74. szamu szekvencia) és az 538-555-0s (75. szamu szekvencia)
primerek kombindcidéja hatékonyan sokszorozza a humdn agy cDNS
konyvtdr alapjan varhatdan korilbelil 400 béazispdr méretd
fragmenst. Ezeknek a primereknek a szekvenciaja az aldbbi:

a) 166-183 : CAGAATCCGGGAAGAATGCCACGGGC

(74. sza&mu szekvencia) és
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b) 538-555: CAGCGGCCGCACGGAGTTTTCCTCTCAG

(75. szadmi szekvencia).

Egy EcoRI hasitdsi hely taldlhatdé a 166-183-as primerben
(74. szaml szekvencia), és egy NotI hasitdsi hely tald&lhatd az
538-555 primerben (75. szaml szekvencia).

A 400 béazispadr méretli PCR terméket a pVL1393 expresszids
vektorba klonozzuk, a pVL1393-at (Pharmingen CA) EcoRI és NotI
restrikcids endonukledzokkal emésztve, az amplifikdlt terméket
is ezekkel a restrikcids endonukledzokkal emésztve, majd a
kapott fragmenseket ligdlva. Az inszerteket Ggy ellendérizziik,
hogy a 1ligdlt plazmidokbdél szadrmazd kldénokat EcCoRI és Notl
restrikcidés endonukledzokkal emésztjik, majd a kapott 400
bazispadr méretd humadn MOG fragmenst szekvendljuk. A kapott
inszertr8l feltehetden hidnyzik az 5' szekvencidbdél 184 bazis-
pdr, és a 3' szekvencidbdél 201 bazispdr, a patkdny nyitott
leolvasasi keret 738 bazispdros mérete alapjén.

Két primert tterveztink a 400 bazisparos onszert alapjan
az alsd és felsé szadl 346-363-as pozicidja alapjan, az alédbbiak
szerint:

5" -CAGAATTCTCAGGTTCTCAGATGAAGGA-3'

(76. szamu szekvencia) és

5" -AAGCGGCCGCTATCCTTCATCTGAGAACCT-3'

(77. sza&mu szekvencia),
amelyekben az elsd szadlban egy EcoRI hasitési héLy talalhatd, a
masodik szalban pedig egy NotI hasitédsi hely taldlhaté. A

aldhtzott szekvencidk a MOG szekvencianak felelnek meg.



106

A humdn MOG 346-363 felsdé és alsdé primereit (76. és 77.
szamu szekvencia) haszndljuk az eléz8kben emlitett 5 és 3/
patkany primerekkel kombinalva, hogy amplifikaljuk az
ugyanabbdél a humdn agy cDNS-b&l szarmazd gén hianyzd 5' és 3
végeit, az elbz8kben ismertetett mdébdon. A gén 3' végének megfe-
leld PCR terméket kaptunk, de nem kaptunk megfeleld 5' véget.

A kapott 3 fragmens mérete a vart 400 bazispar, és ezt a
fragmenst pVL1393-ba klbénozzuk majd szekvendlijuk.

A gén 5 végének elddllitadsdhoz egy, >a Clontech-té1l
beszerzett humdn csontveld gtl0 kényvtarat, amit kordbban amp-
lifikaltak, és titere 8 x 10'° pfu/ml, a gyartd altal megadott
leirds alapjan vizsgadlunk 4&at. A koényvtdrat 12 nagy lemezre
szélesztjik, 30000 tarfolt/lemez koncentracidban, majd a
tarfoltokat nitrocelluldz szlirélapokra visszik at (2
replikalap/lemez). A 12 kiilénb6zé lemezrdl készitett 12
szir6lapot egy 2p_vel jelzett prdébaval hibridizé&ljuk, ami az
elsének klénozott humdn MOG belsé 400 bazisparos fragmensének
felel meg (184-534-es pozicid). Huszonkét erds pozitiv klént
kaptunk. Minden egyes pozitiv klénnak megfeleld telepet egy
agardugdé formadjdban eltédvolitjuk az eredeti lemezekrdl, majd
éjszakan &t higitd pufferrel inkub&ljuk, hogy a fagot eludljuk
az agarbdél. A csovet centrifugdljuk, majd a feliluszdt egy
masik edénybe visszik at.

A DNS-t az egyes egyesitett fagtenyészetekbdl amplifi-
kdljuk, vagy egy SstIl hasitédsi helyet tartalmazdé gtlO0

elérevivé primert: 5'-CTTTTGAGCAAGTTCAGCCTGGTTAAG-3" (78. szamu
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szekvencia), vagy egy XhoI hasitdsi helyet tartalmazé gtlO
reverz primert:

5" -ACCTCGAGGAGGTGGCTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA (79. szamiu szekven-
cia) hasznalva, valamint egy human MOG belsd primer felsd wvagy
alsd szaélat haszndlva:

5{—GGTGCGGGAAAGGTGACTCTCAGGATCCGGAAT—3’ (80. szaml szekvencia)
vagy

5’ -ATTCCGGATCCTGAGAGTCACCTTTCCCGCACC-3" (81. szamu szekvencia).

A két utolsdé primer (80. és 8l. szamu szekvencia) tartal-
maz egy BamHI hasitdsi helyet (a szekvencidkban aldhuztuk), ami
természetes koriilmények kozott megtaldlhatdé a humadn MOG szek-
venciaban.

A primereket négy kiilénb6z6 kombinacidban alkalmazzuk: 1)
forward felsd/belsd MOG alsd; 2) reverz alsd/belsd MOG alsd; 3)
belsé MOG felsS/reverz alsé; és 4) belsé MOG felsd/forward
felsés.

Az elsd két kombinacidval kaptuk a gén 5 veégét (a BamHI
hasitadsi helyig), az utolsdé két kombinacidéval pedig a gén 3’
végét. Mind az 5 mind a 3’ vég tartalmaz nem-transzlalédd
régidkat. Az, hogy az egyes kombindcibdknak melyik két tagja e-
redményezi a kivant fragmenst, az a gtlO-be kldénozott cDNS-ek
orientdcidéjatdol figg.

A kapott fragmensek mérete az egyik pool-rdél a masikra
vadltozott. Az o6t lagnagyobb 5 fragmenst vagy 3’ fragmenst az
SK polilinker SstII és BamHI, vagy a BamHI és Xhol hasitéasi
helyére szubkldénozzuk. Minden egyes pool-bdl harom klént azutdn

szekvenalunk, hogy. kizadrjuk a PCR hibdk jelenlétét. Igy kapjuk
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a gén kédold régidjaak teljes szekvencidjat, valamint 174
badzispadrt az 5' nem-transzlaldédd szekvencidbdl.

A humén MOG gén 248 aminosavbdél 4lldé preproteint kdédol,
aminek 87%-os homoldégidja van a patkdnyfehérje 246 amino-
savaval. Az érett fehérje 218 aminosavat tartalmaz. Az érett
fehérje glicinnel kezdédik és a 248 aminosavas preproteinbdl
szadrmazik, az l-es pozicidban levdé glicincsoportot megeldz8 MET
startkodontél az alanin csoportig terjedd preszekvencia ha-

sitéasaval.

9A. Aabra

A csonkitott humdn MOG expresszidéja SF-9 rovarsejtekben és

Escherichia coli-ban

SF-9 expresszid

A human MOG 1-121-es aminosavait (a 48. szamu szekvencia
elsd 121 aminosavat) kédold csonkitott humadn MOG cDNSt tartal-
mazd PVL1393 transzfer vektort kotranszfektdljuk SF-9 sejtekbe,
egy Baculogold linearizdlt Baculovirus DNS-sel (Pharmingen, San
Diego, CA). A rekombindns virust tartalmazdé tenyészet felil-
Uszbét 4 nap elteltével nyerjik ki. A rekombindns virust
tarfolt-tisztitasnak vetjik ala, majd 3 menetben amplifikaljuk
hogy magas virustiterd torzstenyészetet kapjunk. Azutdn AF-9
sejteket fertdzink a virus tdrzstenyészettel 2,0 MOI-val. A
fert6zott sejtekbdl szarmazéd fellluszdét a fertdzés utdn 48
6raval nyerjik ki, majd NiNTA agardz oszlopra vissziik. A rekom-

binans MOG fehérjét nem-denaturald kdrllmények kozdtt eludljuk,
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250 mmol/1 imidazolt hasznalva erre a célra, 5%-0s
propionsavval és vizzel szemben dializaljuk, majd liofilezzik.
A fehérje-koncentrdcidt BCA-val becsiljik meg. A tisztitott MOG
fehérjét Coomassie Blue-val festett 12,5%-o0os poliakrilamid

gélen tesszik lathatdva.

10. Példa

Csonkitott human MOG-ot (huMOG) &llitunk eld a 9. és O9A.
példaban leirtak alapjan. Az MBP-t (tengerimalac) az eldzdkben
ismertetett méddon &llitjuk eld. A 2. példaban ismertetett elja-
rasokat ismertetjik, azzal az eltéréssel, hogy az EAE-t harom

kiilén egércsoportban indukaljuk 75 upug gpMBP-vel és 100 ug
huMOG-gal (lires haromszdgek), valamint 75 pg gp MBP és 100 ug

huMOG kombindcidéjaval (fekete négyzetek). A 19. abréan lathatd
grafikon a betegség lefolyasat mutatja ennek a peéldanak az
eseteire. A mind MOG-gal mind MBP-vel indukdlt betegség sokkal
stilyosabb mint az akdrmelyikkel egyedil indukédlt betegség. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy mind a MOG, mind az MBP

hozzajadrul a betegséghez.

11. Példa

A betegséget a 10. példadban leirtak alapjan indukaljuk,
huMOG+gpMBP-t alkalmazva (0. nap = a betegség indukcidja). Az
egereket a tiinetek fellépése eldtt kezel jik 250 nmol/l Acl-
11[ 4Y] -nal (67. sz&mO szekvencia) és kontrollként PBS-t hasz-
nadlunk a 6., 8., 10., 13., 17., 22. és 27. napon (a kezelést

nyilak jelzik). Amint az a 20. abrédn levd grafikonrdél lathatd,
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az Acl-11[ 4Y]) -nal (67. szami szekvencia) vald kezelés (iires
helyek) jelentdsen csdkkenti az &tlagos klinikai értékszémot a
kontrollokhoz viszonyitva (fekete négyzetek).

A szakterileten jartas szakember szdmdra nyilvanvald, hogy
rutin kisérletek elvégzésével a jelen talalmadny szamos ekviva-
lense éllithaté elé. Ezek az ekvivalensek a jelen taldlmany
oltalmi korébe tartoznak, és az alabbi igénypontokkal védjlk.

Az alébbiakban ismertetjik a talélménybén emlitett szek-

vencidk jegyzékét.

A SZEKVENCIAK JEGYZEKE

(1) ALTALANOS INFORMACIO:
(i)  BENYUJTO:
(A) NEV:

Smilek, Dawn;
Samson, Michael F.;
Gefter, Malcolm;
Hsu, Di-Hwei;
Shi, Jia-Dong;
Paliard, Xavier;
Devaux, Brigitte;
Rothbard, Jonathan; és
Franzen, Henry M.

(ii) A TALALMANY CIME: Szklerézis multiplex kezelésére

szolgadld készitmények és kezelések

(1ii) A SZEKVENCIAK SZAMA: 81

(iv) LEVELEZESI CIM:
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CIMZETT: LAHIVE & COCKFIELD
UTCA: 60 State Street, Suite 510
VAROS: Boston

ALLAM: Massachusetts

ORSZAG: USA

(v) SzZAMITOGEPES FORMA:

(A)
(B)
(C)

(D)

A HORDOZO TIPUSA: FLOPPY LEMEZ
SZAMITOGEP: IBM PC KOMPATIBILIS
OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS
PROGRAM: PATENTIN RELEASE #1.0, VERSION

#1.25

(vi) A JELENLEGI BENYUJTAS ADATAI:

(A)
(B)

(C)

A BENYUJTAS SORSZAMA: PCT/US95/13682
A BENYUJTAS IDOPONTJA: 1995. oktdber 25.

OSZTALYOZAS:

(vii) A KORABBI BENYUJTAS ADATAI:

(A)

(B)

A BENYUJTAS SORSZAMA: US 08/404,228

A BENYUJTAS IDOGPONTJA: 1995. marcius 15.

A BENYUJTAS SORSZAMA: US 08/328,224

A BENYUJTAS IDOPONTJA: 1994. oktdéber 25.

A BENYUJTAS SORSZAMA: US 08/300,811

A BENYUJTAS IDOPONTJA: 1994. szeptember 1.
A BENYUJTAS SORSZAMA: US 08/241,246
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(A) NEV: Amy E. Mandragouras

(B) REGISZTRACIOS SZAM: Reg. No. 36,207

(C) REFERENCIA/LAJSTROMSZAM: 094.2 PCT (IMI-052C2PC)
(IX) TELEKOMMUNIKACIOS INFORMACIO:

(A) TELEFON: (617) 227-7400

(B) TELEFAX: (617) 227-5941

1. szami szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 170 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirdsa: 1. szami szekvencia

Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly Ser Lys Tyr Leu Ala

Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His Gly Phe Leu Pro Arg His

20 25 30

Arg Asp Thr Gly Ile Leu Asp Ser Ile Gly Arg Phe Phe Gly Gly Asp

35 40 45

Arg Gly Ala Pro Lys Arg Gly Ser Gly Lys Asp Ser His His Pro Ala

50 55 60

Arg Thr Ala His Tyr Gly Ser Leu Pro Gln Lys Ser His Gly Arg Thr
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65 70 75 80

Gln Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro

85 90 95

Arg Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly Lys Gly Arg Gly Leu Ser Leu Ser

100 105 110

Arg Phe Ser Trp Gly Ala Glu Gly Gln Arg Pro Gly Phe Gly Tyr Gly

115 120 125

Gly Arg Ala Ser Asp Tyr Lys Ser Ala His Lys Gly Phe Lys Gly Val

130 135 140

Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu Gly Gly Arg Asp

145 150 155 160

Ser Arg Ser Gly Ser Pro Met Ala Arg Arg

165 170

2. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: lineéris
(i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé
(xi) A szekvencia leirésa: 2. szami szekvencia

»~

Gly Ser Lys Tyr Leu Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His

1 5 10 15



114

Gly Phe Leu Pro

20

3. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 19 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1i) A szekvencia leirédsa: 3. sza&mu szekvencia:

Gly Ser Lys Tyr Leu Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His

1 5 10 15

Gly Phe Leu

4, szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 21 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid

(v) Fragmenstipus: belsé
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(xi) A szekvencia leirasa: 4. szami szekvencia

Gly Ser Lys Tyr Leu Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His

1 5 10 15

Gly Phe Leu Pro Arg

20

5. szadmu szekvenciavéazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 23 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirasa: 5. szami szekvencia

Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr

1 5 10 15

Pro Pro Pro Ser Gln Gly Lys

20

6. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 24 aminosav
(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linedris
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(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leiréasa: 6. szadmu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly Lys

20

7. szaml szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 23 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(x1) A szekvencia leirasa: 7. szamu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly

20

8. szamiu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
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(A) Hossz: 19 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirasa: 8. szamu szekvencia

Thr Gln Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr

1 5 10 15

Pro Arg Thr

9. szadmu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdéi:
(A) Hossz: 21 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldbgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirdsa: 9. sza&mu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr Pro Pro Pro Ser

20

10. szamu szekvenciavazlat
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(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirdsa: 10. sza&ma szekvencia

Thr Gln Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr

1 5 10 15

Pro Arg Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly

20 25

11. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 23 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirasa: 11. szami szekvencia

Thr Gln Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr

1 5 10 15

Pro Arg Thr Pro Pro Pro Ser
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20

12. szadmi szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirdsa: 12. szami szekvencia

Leu Ser Arg Phe Ser Trp Gly Ala Glu Gly Gln Arg Pro Gly Phe Gly

1 5 10 15

Tyr Gly Gly Arg

20

13. sza&ml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdbi:
(A) Hossz: 19 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: lineéris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirasa: 13. szama szekvencia

Leu Ser Arg Phe Ser Trp Gly Ala Glu Gly Gln Arg Pro Gly Phe Gly

See 0 00c 0
. .
.
. oo .
. oo
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Tyr Gly Gly

14. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdéi:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(1i1i) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leiréasa: 14. szaml szekvencia

Phe Lys Gly Val Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu

1 5 10 15

Gly Gly Arg Asp Ser Arg Ser Gly Ser

20 25

15. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: lineéaris
(ii) A molekula tipusa: peptid

(v) Fragmenstipus: belsé
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(x1i) A szekvencia leirdsa: 15. szamu szekvencia

Pro Ser Gln Gly Lys Gly Arg Gly Leu Ser Leu Ser Arg Phe Ser Trp

1 5 10 15

Gly Ala Glu Gly Gln Arg Pro Gly Phe

20 25

16. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzbi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirédsa: 16. sza&md szekvencia

Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly Ser Lys Tyr Leu Ala

1 5 10 15

Thr Ala Ser Thr

20

17. szami szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linedris
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(ii1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirasa: 17. szamu szekvencia

Met Asp His Ala Arg His Gly Phe Leu Pro Arg His Arg Asp Thr Gly

1 5 10 15

Ile Leu Asp Ser

20

18. sza&ml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldégia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirasa: 18. szami szekvencia

Arg His Arg Asp Thr Gly Ile Leu Asp Ser Ile Gly Arg Phe Phe Gly

1 5 10 15

Gly Asp Arg Gly

20

19. sza&ml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:

(A) Hossz: 20 aminosav
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(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: lineéris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1) A szekvencia leirédsa: 19. szamu szekvencia

Ile Gly Arg Phe Phe Gly Gly Asp Arg Gly Ala Pro Lys Arg Gly Ser

1 5 10 15

Gly Lys Asp Ser

20

20. szamu szekvenciavéazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldégia: lineéris
(i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirésa: 20. szamu szekvencia

Ala Pro Lys Arg Gly Ser Gly Lys Asp Ser His His Pro Ala Arg Thr

1 5 10 15

Ala His Tyr Gly

20

21. szadmu szekvenciavazlat

Ssae o3
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(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 20 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: lineéris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirédsa: 21. szami szekvencia

His His Pro Ala Arg Thr Ala His Tyr Gly Ser Leu Pro Gln Lys Ser

1 5 10 15

His Gly Arg Thr

20

22. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 20 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(x1) A szekvencia leiréasa: 22. szamu szekvencia

Ser Leu Pro Gln Lys Ser His Gly Arg Thr Gln Asp Glu Asn Pro Val

1 5 10 . 15

Val His Phe Phe

20

6es o ooo o
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23. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirasa: 23. szamu szekvencia

Gln Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro

1 5 10 15

Arg Thr Pro Pro

20

24. szami szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirdsa: 24. szaml szekvencia

Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly Lys Gly

1 5 10 15
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Arg Gly Leu Ser

20

25. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzbi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldégia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirésa: 25. szaml szekvencia

Pro Ser Gln Gly Lys Gly Arg Gly Leu Ser Leu Ser Arg Phe Ser Trp

1 5 10 15

Gly Ala Glu Gly

20

26. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzd8i:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldégia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirésa: 26. szamu szekvencia
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Gln Arg Pro Gly Phe Gly Tyr Gly Gly Arg Ala Ser Asp Tyr Lys Ser

1 5 10 15

Ala His Lys Gly

20

27. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzbi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topolégia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirasa: 27. szamu szekvencia

Ala Ser Asp Tyr Lys Ser Ala His Lys Gly Phe Lys Gly Val Asp Ala

1 5 10 15

Gln Gly Thr Leu

20

28. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdbi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: peptid
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(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirisa: 28. szaml szekvencia

Phe Lys Gly Val Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu

1 5 10 15

Gly Gly Arg Asp

20

29. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirésa: 29. szami szekvencia

Ser Lys Ile Phe Lys Leu Gly Gly Arg Asp Ser Arg Ser Gly Ser Pro

1 5 10 15

Met Ala Arg Arg

20

30. szamu szekvenciavéazlat

(i) A szekvencia jellemzdbi:
(A) Hossz: 19 aminosav

(B) Tipus: aminosav

e oo
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(D) Topolégia: lineéris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirasa: 30. szadmi szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr Pro Pro

31. szaml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 13 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldégia: linearis
(1ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: 31. szami szekvencia

Lys Tyr Leu Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg

1 5 10

32. szadmi szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdbi:
(A) Hossz: 11 aminosav

(B) Tipus: aminosav
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(D) Topoldgia: linedris
(i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirédsa: 32. szamu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn

1 5 10

33. sza&mG szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 15 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirédsa: 33. szamiu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro

1 5 10 15

34. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemz8i:
(A) Hossz: 16 aminosav
(B) Tipus: aminosav

(D) Topolédgia: lineédris
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(1i) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1) A szekvencia leirasa: 34. szamu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

35. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 17 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirdsa: 35. szamu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr

36. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 13 aminosav

(B) Tipus: aminosav
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(D) Topolégia: linedris
(i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leiréasa: 36. szami szekvencia

Val His Phe Phe Ala Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro

1 5 10

37. szami szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 18 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: lineéris
(i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirasa: 37. szamu szekvencia

Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr

1 5 10 15

Pro Pro

38. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 19 aminosav
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(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: 38. szamu szekvencia

Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr

1 5 10 15

Pro Pro Pro

39. sza&mu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:

(A) Hossz: 14 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldégia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirdsa: 39. sza&mu szekvencia

Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10

40. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdbi:

.
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(A) Hossz: 17 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topolégia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leiréasa: 40. sza&mi szekvencia

Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro

1 5 10 15

Pro

41 . szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 16 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1) A szekvencia leiréasa: 41. szamu szekvencia

Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro

1 5 10 15

42 . szaml szekvenciavazlat
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(1) A szekvencia jellemzdbi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1i) A szekvencia leirdsa: 42. szaml szekvencia

Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro Pro

1 5 10 15

Ser Gln Gly Lys

20

43, szaml szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 13 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: 43. szami szekvencia

Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro

1 5 10

o..: '..:
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44, szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 13 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1i) A szekvencia leirdsa: 44. szami szekvencia

His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro

1 S 10

45. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemz8i:
(A) Hossz: 12 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: 45. szaml szekvencia

His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro

1 5 10
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46. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 19 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topolégia: lineéris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirédsa: 46. szami szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr Pro Tyr

47. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirasa: 47. szami szekvencia

Leu Ser Arg Phe Ser Trp Gly Ala Glu Gly Gln Arg Pro Gly Phe Gly

1 5 10 15
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Tyr Gly Gly Arg Ala Ser Asp Tyr Lys

20 25

48. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 19 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1) A szekvencia leirésa: 48. szamu szekvencia

Arg Pro Gly Phe Gly Tyr Gly Gly Arg Ala Ser Asp Tyr Lys Ser Ala

1 5 10 15

His Lys Gly

49, szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:

(A) Hossz: 32 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: 49. szami szekvencia
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Lys Gly Phe Lys Gly Val Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe

1 5 10 15

Lys Leu Gly Gly Arg Asp Ser Arg Ser Gly Ser Pro Met Ala Arg Arg

20 25 30

50. szaml szekvenciavéizlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 25 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirédsa: 50. szami szekvencia

Lys Gly Val Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu Gly

1 5 10 15

Gly Arg Asp Ser Arg Ser Gly Ser Pro

20 25

51. szami szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdéi:
(A) Hossz: 27 aminosav

(B) Tipus: aminosav
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(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(x1) A szekvencia leirdsa: 51. szamd szekvencia

Lys Gly Val Asp Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu Gly

1 5 10 15

Gly Arg Asp Ser Arg Ser Gly Ser Pro Met Ala

20 25

52. szAmu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 15 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(1ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirédsa: 52. szamu szekvencia

Ala Gln Gly Thr Leu Ser Lys Ile Phe Lys Leu Gly Gly Arg Asp

1 5 10 15

53. szaml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemz8i:



141

(A) Hossz: 18 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: lineéris
(i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirésa: 53. szamu szekvencia

Ile Phe Lys Leu Gly Gly Arg Asp Ser Arg Ser Gly Ser Pro Met Ala

1 5 10 15

Arg Arg

54, sza&mu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 13 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirdsa: 54. sza&mid szekvencia

Gly Gln Phe Arg Val Ile Gly Pro Arg His Pro Ile Arg

1 5 10

55. sz&ml szekvenciavazlat

* oo



142

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 13 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(x1) A szekvencia leirasa: 55. szédmi szekvencia

His Ser Tyr Gln Glu Glu Ala Ala Met Glu Leu Lys Val

1 5 10

56. szaml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 121 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(1i) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirasa: 56. szamu szekvencia

Gly Gln Phe Arg Val Ile Gly Pro Arg His Pro Ile Arg Ala Leu Val

1 5 10 15

Gly Asp Glu Val Glu Leu Pro Cys Arg Thr Ser Pro Gly Lys Asn Ala

20 25 30

Thr Gly Met Glu Val Gly Trp Tyr Arg Pro Pro Phe Ser Arg Val Val

35 40 45



His

Tyr

65

Val

Thr

Leu

Leu

50

Arg

Thr

Cys

Lys

(1)

(i1)

(v)

(x1)

Tyr

Gly

Leu

Phe

Val

115

(A)
(B)

(D)

Arg

Arg

Arg

Phe

100

Glu

Asn

Thr

Ile

85

Arg

Asp

57.

Gly

Glu

70

Arg

Asp

Pro

Lys

55

Leu

Asn

His

Phe
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Asp Gln Asp Gly Asp Gln Ala Pro Glu

60

Leu Lys Asp Ala Ile Gly Glu Gly Lys

75 80

Val Arg Phe Ser Asp Glu Gly Gly Phe

90 95

Ser Tyr Gln Glu Glu Ala Ala Met Glu

105 110

Tyr Trp

120

szamu szekvenciavazlat

A szekvencia leiréasa: 57.

A szekvencia jellemzdi:

Hossz: 20 aminosav
Tipus: aminosav
Topoldgia: linearis

A molekula tipusa: peptid

Fragmenstipus: belsd

szami szekvencia

Gly Gln Phe Arg Val Ile Gly Pro Arg His Pro Ile Arg Ala Leu Val

1

Gly Asp Glu Val

5

10 15
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20

58. szami szekvenciavézlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldbgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belséd

(xi) A szekvencia leirdsa: 58. szaml szekvencia

Pro Ile Arg Ala Leu Val Gly Asp Glu Val Glu Leu Pro Cys Arg Ile

1 5 10 15

Ser Pro Gly Lys

20

59. szaml szekvenciavizlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(i1) A molekula tipusa: peptid

(v) Fragmenstipus: belsd
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(x1) A szekvencia leirédsa: 59. sz&mG szekvencia

Glu Leu Pro Cys Arg Ile Ser Pro Gly Lys Asn Ala Thr Gly Met Glu

1 5 10 15

Val Gly Trp Tyr

20

60. szamiu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirédsa: 60. szami szekvencia

Asn Ala Thr Gly Met Glu Val Gly Trp Tyr Arg Pro Pro Phe Ser Arg

1 5 10 15

Val Val His Leu

20

61. sz&ml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdbi:

(A) Hossz: 20 aminosav
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(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1) A szekvencia leirasa: 61. sza&dmu szekvencia

Thr Val Gly Leu Val Phe Leu Cys Leu Gln Tyr Arg Leu Arg Gly Lys

1 5 10 15

Leu Arg Ala Glu

20

62. sza&ml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirasa: 62. sza&mi szekvencia

Tyr Arg Leu Arg Gly Lys Leu Arg Ala Glu Ile Glu Asn Leu His Arg

1 5 10 15

Thr Phe Asp Pro

20
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63. szaml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzbi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirasa: 63. szamu szekvencia

Ile Glu Asn Leu His Arg Thr Phe Asp Pro His Phe Leu Arg Val Pro

1 5 10 15

Cys Trp Lys Ile

20

64. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 20 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(x1) A szekvencia leirasa: 64. szamu szekvencia

Tyr Asn Trp Leu His Arg Arg Leu Ala Gly Gln Phe Leu Glu Glu Leu

1 5 10 15
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Arg Asn Pro Phe

20

65. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 11 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirasa: 65. szamu szekvencia

Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly

1 - 5 10

66. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzbi:

(A) Hossz: 11 aminosav

(B) Tipus: aminosav

(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

{xi) A szekvencia leirasa: 66. szami szekvencia

LT XY
.

o e
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Ala Ser Gln Ala Arg Pro Ser Gln Arg His Gly

1 5 10

67. szaml szekvenciavéazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 11 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topolébgia: linedris
(1i1) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirdsa: 67. szamu szekvencia

Ala Ser Gln Tyr Arg Pro Ser Gln Arg His Gly

1 5 10

68. szami szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 17 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldbgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirdsa: 68. szaml szekvencia
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Arg His Arg Asp Thr Gly Ile Leu Asp Ser Ile Gly Arg Phe Phe Ser

1 5 10 15

Gly

69. szami szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzé6i:
(A) Hossz: 17 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linedris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1i) A szekvencia leirasa: 69. szami szekvencia

Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala Gly

1 5 10 15

Arg

70. szadmi szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzéi:
(A) Hossz: 15 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topoldgia: linearis

(ii) A molekula tipusa: peptid
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(v) Fragmenstipus: belsd

(xi) A szekvencia leirasa: 70. sza&mu szekvencia

Ile Ser Gln Ala Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu Ala

1 5 10 15

71. szamu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 24 aminosav
(B) Tipus: aminosav
(D) Topolébgia: lineéris
(1ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(x1i) A szekvencia leirédsa: 71. szamu szekvencia

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Ala Asn Ile Val Thr Pro Arg

1 5 10 15

Thr Pro Pro Pro Ser Gln Gly Lys

20

72. szaml szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 12 aminosav

(B) Tipus: aminosav

* oo



152

(D) Topoldgia: lineédris
(ii) A molekula tipusa: peptid
(v) Fragmenstipus: belsé

(xi) A szekvencia leirasa: 72. szamu szekvencia

His Phe Phe Ala Asn Ile Val Thr Pro Arg Thr Pro

1 5 10

73. szamu szekvenciavéazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 18 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(xi) A szekvencia leirasa: 73. szami szekvencia

GAAAGGCTCC ACACACCG 18

74. szamli szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 26 bdzispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu

(D) Topoldgia: lineéris
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(ii) A molekula tipusa: cDNS

(x1) A szekvencia leirasa: 74. szadmu szekvencia

CAGAATCCGG GAAGAATGCC ACGGGC 26

75. szadmi szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 28 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(xi) A szekvencia leirasa: 75. szami szekvencia

CAGCGGCCGC ACGGAGTTTT CCTCTCAG 28

76. szamu szekvenciavazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 28 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszala
(D) Topoldgia: linearis

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(xi) A szekvencia leirésa: 76. szami szekvencia
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CAGAATTCTC AGGTTCTCAG ATGAAGGA 28

77. szaml szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 30 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topolébégia: linedris

(i1) A molekula tipusa: cDNS

(x1) A szekvencia leiréasa: 77. szami szekvencia

AAGCGGCCGC TATCCTTCAT CTGAGAACCT 30

78. szamiu szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzbi:
(A) Hossz: 27 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: lineéaris

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(xi) A szekvencia leirédsa: 78. sza&mu szekvencia

CTTTTGAGCA AGTTCAGCCT GGTTAAG 27
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79. szamiu szekvenciavizlat

(1) A szekvencia jellemz&i:
(A) Hossz: 39 bazispéar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szdltipus: egyszalu
(D) Topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(xi) A szekvencia leirédsa: 79. szami szekvencia

ACCTCGAGGA GGTGGCTTAT GAGTATTTCT TCCAGGGTA 39

80. szami szekvenciavazlat

(1) A szekvencia jellemzdi:
(A) Hossz: 33 bazispar
(B) Tipus: nukleinsav
(C) Szaltipus: egyszalua
(D) Topoldgia: linedris

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(x1i) A szekvencia leirésa: 80. szadmu szekvencia

GGTGCGGGAA AGGTGACTCT CAGGATCCGG AAT 33

81. szaml szekvenciaviazlat

(i) A szekvencia jellemzdi:
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(A) Hossz: 33 bazispéar

(B) Tipus: nukleinsav

(C) Sza&ltipus: egyszalu

(D) Topoldgia: linedri

S

(ii) A molekula tipusa: cDNS

(xi) A szekvencia leiréasa:

ATTCCGGATC CTGAGAGTCA CCTTTCCCGC ACC

81.

szamlu szekvencia

33
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Készitmény szklerdzis multiplex kezelésére emldsben,
amely legalabb egy peptidet tartalmaz, és az emlitett peptidet
az alabbi peptidcsoportbél valaszthatjuk: MBP-1 (2. szami szek-
vencia), MBP-1.1 (3. szamG szekvencia), MBP-1.2 (4. szami szek-
vencia), MBP-2 (5. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szek-
vencia), MBP-2.2 (7. sza&mu szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu szek-
vencia), MBP-2.4 (9. szamu szekvencia), MBP-2.5 (10. szamu
szekvencia), MBP-2.6 (ll.szamd szekvencia), MBP-3 (12. szama
szekvencia), MBP-3.1 13. szamu szekvencia), MBP-4 (l4. szamu
szekvencia), és az MBP-5 (15. szami szekvencia), mindegyik pep-
tid a 2. abran lathatd képletnek felel meg, illetve ezeknek a
médositdsai vagy analdgjai vagy peptidomimetikumai.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amely legaldbb
egy peptidet tartalmaz az aldbbi csoportbdl: MBP-1.1 (3. szamu
szekvencia), MBP-2.1 (6. szamGt szekvencia), MBP-4 (l14. szamu
szekvencia) és MBP-5 (15. szadmi szekvencia), mindegyik peptid a
2. abrén lathatd képletnek felel meg.

3. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amelyben a
legaldbb egy peptid az MBP-4 (14. szam( szekvencia).

4. Készitmény szklerdzis multiplex kezelésére emlésben,
amely legaldbb egy MBP eredetd peptidet tartalmaz, az alabbi
csoportbdl valaszthatdan: MBP-1 (2. szaml szekvencia), MBP-1.1
(3. szadmu szekvencia), MBP-1.2 (4. sza&mu szekvencia), MBP-2 (5.
sz&mu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamG szekvencia), MBP-2.2 (7.

szamu szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9.
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szami szekvencia), MBP-2.5 (10. szami szekvencia), MBP-2.6
(11.szdmd szekvencia), MBP-3 (12. szadmi szekvencia), MBP-3.1
13. szamu szekvencia), MBP-4 (1l4. szaml szekvencia), és az MBP-
S (15. szamu szekvencia), mindegyik peptid a 2. &bran lathatéd
képletnek felel meg, és az emlitett készitmény az MBP T-sejt
reaktivitasanak legalabb 40%-aval rendelkezik, MBP-re reagald
T-sejtekkel rendelkezd egyedek populdcidjéban.

5. Készitmény szklerdzis multiplex kezelésére emlésben,
amely legaldbb két MBP peptidet tartalmaz az aldbbi csoportbdl:
MBP-1 (2. szami szekvencia), MBP-1.1 (3. szami szekvencia),
MBP-1.2 (4. szamiu szekvencia), MBP-2 (5. szamd szekvencia),
MBP-2.1 (6. szami szekvencia), MBP-2.2 (7. szadmu szekvencia),
MBP-2.3 (8. szaml szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia),
MBP-2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&mi szekvencia),
MBP-3 (12. szamd szekvencia), MBP-3.1 13. sza&mi szekvencia),
MBP-4 (14. sza&mU szekvencia), és az MBP-5 (15. sz&dmd szekven-
cia), mindegyik peptid a 2. &bran lathatd képletnek felel meg.

6. Az 5. igénypont szerinti készitmény, amelyben az em-
litett legaldbb két peptidet az alédbbi csoportbdl valasztjuk
ki: MBP-1.1 (3. szA&mU szekvencia), MBP-2.1 (6. sza&ml szekven-
cia), MBP-4 (l4. szadmu szekvencia) és MBP-5 (15. sz&ml szekven-
cia), mindegyik peptid a 2. &brén lathaté képletnek felel meg.

7. Az 5. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett legaldbb két peptid tartalmazza az MBP-4-
et.

8. Az 5. igénypont szerinti készitmény, amely tartalmaz

még egy peptidet az aldbbi aminosav szekvencia csoportbdl: 13-
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25 (31. szaml szekvencia), 31-50 (18. szadmi szekvencia), 61-80
(21. szamu szekvencia), 82-92 (32. szamu szekvencia); 82-96
(33. szaml szekvencia); 82-97 (34. szamu szekvencia), 82-98
(35. szamd szekvencia), 82-100 (30. szama szekvencia), 82-100
[ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), 83-100 (37. szama szekvencia),
- 83-101 (38. szamu szekvencia), 84-97 (39. szama szekvencia),
84-100 (40. szdmd szekvencia), 85-100 (41. szamu szekvencia),
86-105 (42. szamid szekvencia), 87-99 (43. szamu szekvencia),
87-99 [ 91K>A) (36. szami szekvencia), 88-100 (44. szamu szekven-
cia), 88-99 (45. szd&mi szekvencia), 111-135 (47. szami szekven-
cia), 122-140 (48. szama szekvencia), 139-170 (49. szami szek-
vencia), 141-160 (28. szamG szekvencia), 142-166 (50. szamu
szekvencia), 142-168 (51. szamd szekvencia), 146-160 (52. szama
szekvencia), és 153-170 (53. szamu szekvencia), mindegyiket a
14. abran lathatd allapotéban.

9. Az 5. igénypont szerinti készitmény, amely tartalmaz
még legaldbb egy peptidet az alabbi peptidcsoportbdl: 13-25
(31. szamu szekvencia); 87-99 (43. szamu szekvencia), 87-99
[ 91K>A] (36. szami szekvencia); 82-100 (30. szama szekvencia),
82-100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), mindegyik a 14. &abran
lathatd allapotéban.

10. Készitmény szklerdzis multiplex kezelésére egy
emldsben, amely legaldbb két MBP eredetd peptidet tartalmaz,
amelyek kozil legaldbb egy peptid az MBP-4 (14. szami szekven—
cia) és legaldbb egy peptidet pedig az alabbi csoportbdl
valaszthatunk: MBP-1 (2. szamG szekvencia), MBP-1.1 (3. szamd

szekvencia), MBP-1.2 (4. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szamu
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szami szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&md szekvencia), MBP-3 (1l2.
szadmi szekvencia), MBP-3.1 13. szadmi szekvencia), MBP-5 (15.
szamu szekvencia), 13-25 (31. szamG szekvencia); 87-99 (43.
szamu szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szami szekvencia); 82-100
(30. szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia).

12. Készitmény szklerdzis multiplex kezelésére
eml8sdkben, amely legaldbb két MBP peptidet tartalmaz az alabbi
csoportbdél: MBP-1 (2. szdmi szekvencia), MBP-1.1 (3. szamu
szekvencia), MBP-1.2 (4. szami szekvencia), MBP-2 (5. szamu
szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szamu
szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamu
szekvencia), MBP-2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szamu
szekvencia), MBP-3 (12. szaml szekvencia), MBP-3.1 13. szamu
szekvencia), MBP-4 (14. szamu szekvencia), és az MBP-5 (15.
szami szekvencia), mindegyik ©peptid a 2. é&bran 1lathatd
képletnek felel meg, és az emlitett készitmény az MBP T-sejt
reaktivitédsdnak legaldbb 40%-aval rendelkezik, MBP-re reagdald
T-sejtekkel rendelkezd egyedek populacidjaban.

13. Az 5. igénypont szerinti készitmény, amely emlitett
készitmény az MBP elleni &ssz-T-sejt reaktivitédsnak elegendd
szazalékat tartalmazza ahhoz, hogy a készitménynek egy szklerd-
zis multiplexben szenvedd betegnek vald beaddsa a szklerdzis
multiplex autoimmun valasz korladtozdsdt eredményezi.

14. Készitmény Szklerézis multiplex kezelésére emldsben,
amely az MBP legaldbb két T-sejt epitop-tartalmi peptidjét tar-
talmazza, és az emlitett készitményt az aldbbi Osszetételd

készitmények kozil valaszthatjuk ki:
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MBP-1 (2. sza&mu szekvencia); MBP-2 (5. szami szekvencia); MBP-3
(12. szamu szekvencia), MBP-4 (14. szami szekvencia) és MBP-5
(15. szamu szekvencia);
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia),
MBP-4 (12. szami szekvencia) és MBP-5 (15. sza&ma szekvencia);
MBP-1.1 (3. sza&md szekvencia), MBP-2 (5. szamid szekvencia),
MBP-4 (12. sza&mi szekvencia) és MBP-5 (15. sza&mU szekvencia);
MBP-1 (2. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szama szekvencia),
MBP-4 (14. sza&mu szekvencia) és MBP-5 (15. szamU szekvencia);
MBP-1 (2. sza&mu szekvencia), MBP-2 (5. sza&mu szekvencia), MBP-4
(14. sz&mU szekvencia) és MBP-5 (15. sza&mi szekvencia);
MBP-1.1 (3. sz&mu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia),
MBP-4 (14. sz&ml szekvencia) és MBP-5 (15. szamu szekvencia);
MBP-1.1 (3. sz&mU szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia),
MBP-4 (14. sza&md szekvencia);
MBP-1 (2. szadmd szekvencia), MBP-2.1 (6. szadma szekvencia),
MBP-4 (14. szami szekvencia);
MBP-1.1 (3. sz&md szekvencia), MBP-2 (5. szadmd szekvencia),
MBP-4 (14. szaml szekvencia);
MBP-1.1 (3. szdmi szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia),
MBP-5 (15. szaml szekvencia);
MBP-1.1 (3. szé&mu szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekvencia),
MBP-3 (12. szamu szekvencia);
MBP-1 (2. szamu szekvencia), valamint egy, az aldbbi csoportbdl
védlasztott peptid: MBP-2 (5. szadmld szekvencia), MBP-2.1 (6.

szadmi szekvencia), MBP-2.2 (7. szam(t szekvencia), MBP-2.3 (8.
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szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia), MBP-2.5 (10.
szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&mu szekvencia);

MBP-1.1 (3. szamG szekvencia), valamint egy, az alé&bbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-2 (5. szama szekvencia), MBP-2.1
(6. szama szekvencia), MBP-2.2 (7. szami szekvencia), MBP-2.3
(8. szdml szekvencia), MBP-2.4 (9. szadmi szekvencia), MBP-2.5
(10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (1ll.szami szekvencia);

MBP-4 (14. szadmiu szekvencia), valamint eqy, az alédbbi cso-
portbdél vélasztott peptid: MBP-2 (5. szadml szekvencia), MBP-2.1
(6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szadmu szekvencia), MBP-2.3
(8. szadmu szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia), MBP-2.5
(10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szamu szekvencié);

MBP-4 (14. szamu szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdél valasztott peptid: MBP-1 (2. szaml szekvencia); vagy
MBP-2.1 (3. sza&ml szekvencia);

MBP-1.1 (3. sza&mu szekvencia), MBP-4 (14. szamd szekvencia),
valamint egy. az aldbbi csoportbdél valasztott peptid: 82-100
(30. szadmu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia),
87-99 (43. szamu szekvencia), 87-99 [ 91K>Aa] (36. szami szekven-
cia), mindegyiket a 14. &bran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szadmi szekvencia) és MBP-4 (14. szama szekvencia),
valamint eqgy, az alabbi csoportbdl valasztott peptid: MBP-2.2
(7. szadmu szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4
(9. szamu szekvencia), MBP-2.5 (10. sza&ml szekvencia), MBP-2.6
(11.szamU szekvencia), mindegyiket a 2. &brédn mutatjuk be;
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia); MBP-5 (15. sz&mu szekvencia) és

MBP-4 (14. szami szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
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portbél véalasztott peptid: 82-100 (30. sz&ma szekvencia), 82-
100 [ 100P>Y] (46. szamQ szekvencia), 87-99 (43. szaml szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szamu szekvencia), mindegyiket a 14.
dbran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szaml szekvencia), MBP-5 (15. szamu szekvencia) és
MBP-4 (l4. szamu szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbél valasztott peptid: 82-100 (30. sza&mi szekvencia), 82-
100 [ 100P>Y] (46. sza&mu szekvencia), 87-99 (43. szadmi szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szami szekvencia), mindegyiket a 14.
abran mutatjuk be;

MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-3 (12. szami szekvencia),
MBP-4 (14. szamG szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbol valasztott peptid: MBP-2.2 (7. sz&md szekvencia), MBP-
2.3 (8. szaml szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia), MBP-
2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.sz&mi szekvencia),
mindegyik 2. &brén bemutatott formdban.

15. Az 5. igénypont szerinti készitmény, amely legalébb
egy, a humdn mielin éligodendrocita (MOG) fehérjébdl szarmazd,
T-sejt aktivitéassal rendelkezd peptidet tartalmaz.

16. A 1l6. igénypont szerinti készitmény, amelyben az em-
litett, MOG-bdl szarmazd peptidet az aldbbi csoportbél
vélasztjuk ki:

Human MOG 1-13 (54. szami szekvencia)

GQFRVIGPRHPIR
Humén MOG 103-115 (55. szaml szekvencia)

HSYQEEAAMELKV

Humdn MOG 1-121 (56. szamu szekvencia)
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GQFRVIGPRHPIRALVGDEV
ELPCRTSPGKNATGMEVGWY
RPPFSRVVHLYRNGKDQDGD
QAPEYRGRTELLKDAIGEGK
VTLRIRNVREFSDEGGFTCFF
RDHSYQEEAAMELKVEDPFYW

Humé&n MOG 1-20 (57. szekvencia)
GQFRVIGPRHPIRALVGDEV;

Human MOG 11-30 (58. szami szekvencia)
PIRALVGDEVELPCRISPGK;

Human MOG 21-40 (59. sz&ml szekvencia)
ELPCRISPGKNATGMEVGWY;

Human MOG 31-50 (60. szami szekvencia)
NATGMEVGWYRPPFSRVVHL;

Humdn MOG 141-160 (61. szami szekvencia)
TVGLVFLCLQYRLRGKLRAE;

Human MOG 151-170 (62. szaml szekvencia)
YRLRGKLRAEIENLHRTFDP;

Human MOG 161-180 (63. szamu szekvencia)
IENLHRTFDPHFLRVPCWKI; és

Huma&n MOG 199-218 (64. szaml szekvencia)

YNWLHRRLAGQFLEELRNPF.

17. A 14. igénypont szerinti készitmény, amely tartalmaz

még legaldbb egy, MOG-bdl szarmazd, T-sejt aktivitéassal

rendelkezd peptidet.

18. Egy MBP-bdl szarmazd izoldlt peptid, amely emlitett

peptidet az aldbbi csoportbédl valaszthatjuk ki: MBP-1.1
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szami szekvencia), MBP-1.2 (4. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6.
szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szamu szekvencia), MBP-2.3 (8.
szAmu szekvencia), MBP-2.4 (9. szami szekvencia), MBP-2.5 (10.
sz&mu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szdmu szekvencia), MBP-3.1 13.
szdmi szekvencia), MBP-4 (1l4. szé&ma szekvencia), és az MBP-5
(15. szama szekvencia), mindegyik peptid a 2. &bran lathatd
képletnek felel meg, illetve ezeknek a médositdsai vagy ana-
lé6gjai.

19. A 18. igénypont szerinti izoldlt peptid, amely peptid
az MBP-4 (14. szaml szekvencia) vagy annak analdgja.

20. A 18. igénypont szerinti peptid egy analdgja,
amelyben legaldbb egy aminosavat alaninnal, glutaminsavval vagy
egy metil-aminosavval helyettesitiink.

21. Peptid, amit az aldbbi csoportbdl valaszthatunk: MBP-
2 (5. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia), MBP-2.2
(7. szamu szekvencia), MBP-2.3 (8. szami szekvencia), MBP-2.4
(9. szamu szekvencia), MBP-2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6
(11.szami szekvencia), mindegyik peptid a 2. A&abran 1lathatd
képletnek felel meg, és amelyekben a lizint (K) alaninnal (3)
helyettesitjik.

22. Az MBP-2.1 (6. szaml szekvencia) egy peptid-analdgia,
amelyben a 10-es pozicidban levd lizint (K) alaninnal helyette-
sitjik, és az emlitett analdg aminosav szekvencidja az alabbi:
DENPVVHFFANIVTPRTPPSQGK) (71. szama szekvencia).

23. Egy peptid peptidomimetikuma, amely peptidet az
aldbbi csoportbdl véalaszthatjuk ki: MBP-1 (2. szédmi szekven-

cia), MBP~1.1 (3. sza&ml szekvencia), MBP-1.2 (4. szamu szekven-
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cia), MBP-2 (5. sza&ml szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmi szekven-
cia), MBP-2.2 (7. sza&mi szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu szekven-
cia), MBP-2.4 (9. sza&mu szekvencia), MBP-2.5 (10. sza&mi szek-
vencia), MBP-2.6 (ll.szamu szekvencia), MBP-3 (12. szaml szek-
vencia), MBP-3.1 13. szadmi szekvencia), MBP-4 (14. sz&md szek-
vencia), és az MBP-5 (l5. sz&mu szekvencia), amelyben legalébb
egy norméiis peptidkotést egy nem-peptid kotéssel, peptidkotés-
analéggal, vagy egy redukalt kotés-analdéggal helyettesitiink.

24. Peptid, amit az alabbi csoportbdl valaszthatunk: MBP-
1 (2. szama szekvencia), MBP-1.1 (3. szé&mid szekvencia), MBP-1.2
(4. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia), MBP-2.1 (6.
szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. sza&ma szekvencia), MBP-2.3 (8.
szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamu szekvencia), MBP-2.5 (10.
szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szdma szekvencia), MBP-3 (12.
szami szekvencia), MBP-3.1 13. szadmG szekvencia), MBP-4 (14.
szadma szekvencia), és az MBP-5 (15. szami szekvencia), és amit
legaldbb egy tdltdétt aminosav csoportnak az emlitett peptid N-
termindlisadhoz vagy C-termindlisdhoz, vagy mindkettéhoéz wvald
hozzdadadsdval mddositunk, hogy fokozzuk az emlitett peptid
vizes kOzegben vald oldékonysagat.

25. Peptid, amit az aldbbi csoportbdél valaszthatunk: MBP-
1 (2. szamu szekvencia), MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-1.2
(4. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6.
szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szamu szekvencia), MBP-2.3 (8.
szami szekvencia), MBP-2.4 (9. szdmi szekvencia), MBP-2.5 (10.
szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&mu szekvencia), MBP-3 (12.

szamt szekvencia), MBP-3.1 13. szamu szekvencia), MBP-4 (14.
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szamu szekvencia), és az MBP-5 (15. szami szekvencia), és amit
legaldbb egy aminosav csoportnak az emlitett peptid N-termin&-
lis&hoz vagy C-termindlisédhoz, vagy mindkettéhoz vald
hozzdadésaval mdbédositunk, hogy fokozzuk az emlitett peptid T-
sejt aktivitasat, és az emlitett peptid a természetes MBP fe-
hérje szekvenciédbdl szarmazik.

| 26. Eljaras szklerézis multiplex kezelésére egy emldésben,
azzal jellemezve, hogy az emlitett emlésnek az 1. igénypont
szerinti készitményt adjuk be, olyan mennyiségben, amely alkal-
mas arra, hogy korladtozza az autoimmun valaszt a szklerdzis
multiplexben.

27. A 26. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beaddst az aldbbi beaddsi wutak koéziul
valaszthatjuk ki: intravénads injekcidé nem-immunogén formaban,
szubkutadn injekcid nem-immunogén formdban, ordlis Dbeadas,
belélegzéses beadds, nyelv ald vald beadds, transzdermdlis
beadéds, rektédlis beadés, vagy ezek bérmilyen kombinacidja.

28. A 26. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadds szubkutdn beadds nem-immunogén
formaban.

29. Eljaréds a szklerdzis multiplex szklerdzis multiplexre
érzékeny emlésben vald fellépésének megakadadlyozdsdra, azzal
jellemezve, hogy az emlitett eml&snek az 1. igénypont szerinti
készitményt adjuk be, olyan mennyiségben, amely elegendd ahhoz,
hogy megakadalyozzuk a szklerdbzis multiplex tineteinek

fellépését.



169

30. Eljards a szklerdzis multiplex szklerédzis multiplexre
érzékeny emnldsben vald fellépésének megakaddlyozésadra, azzal
jellemezve, hogy az emlitett emlésnek az 5. igénypont szerinti
készitményt adjuk be, olyan mennyiségben, amely elegend& ahhoz,
hogy megakadalyozzuk a szklerdzis multiplex tiineteinek
fellépését.

31. Eljaréds a szklerdzis multiplex szklerdzis multiplexre
érzékeny emldsben vald fellépésének megakadalyozdsara, azzal
jellemezve, hogy az emlitett emldsnek a 10. igénypont szerinti
készitményt adjuk be, olyan mennyiségben, amely elegendd ahhoz,
hogy megakadalyozzuk a szklerdzis multiplex tineteinek
fellépését.

32. Eljards a szklerdzis multiplex szklerdzis multiplexre
érzékeny emldsben vald fellépésének megakaddlyozadsara, azzal
jellemezve, hogy az emlitett emlésnek a 14. igénypont szerinti
készitményt adjuk be, olyan mennyiségben, amely elegendd ahhoz,
hogy megakadalyozzuk a szklerdzis multiplex tineteinek
fellépését.

33. Eljarads a szklerdzis multiplex szklerdzis multiplexre
érzékeny emldsben vald fellépésének megakadalyozasara, azzal
jellemezve, hogy az emlitett emlésnek a 15. igénypont szerinti
készitményt adjuk be, olyan mennyiségben, amely elegendd ahhoz,
hogy megakadalyozzuk a szklerdzis multiplex tiineteinek
fellépését.

34. Eljéarads a szklerdzis multiplex szklerdzis multiplexre
érzékeny emldsben valdé fellépésének megakaddlyozadsara, azzal

jellemezve, hogy az emlitett emldsnek az 1. igénypont szerinti
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készitmény legaldbb két kiilonbdz8 kiszerelési formadjat adjuk be
egyszerre vagy egymas utdn, olyan mennyiségben, amely elegendd
ahhoz, hogy megakadalyozzuk a szklerdézis multiplex tilneteinek
fellépését

35. Kezelési eljérds szklerdzis multiplex kezelésére
eml&sben, azzal Jjellemezve, hogy egyidében vagy egymas utdan,
egyetlen kezelési epizdd keretében MBP-bSl szarmazd peptidek
kombinacidéjat adjuk be, amely peptideket az aldbbi pep-
tidkombinacidkbdél valaszthatjuk ki:
MBP-1 (2. szadmu szekvencia); MBP-2 (5. sza&mG szekvencia); MBP-3
(12. szamu szekvencia), MBP-4 (14. sza&mu szekvencia) és MBP-5
(15. szamu szekvencia):;
MBP-1.1 (3. sza&ma szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmi szekvencia),
MBP-4 (12. sza&mu szekvencia) és MBP-5 (15. szadmu szekvencia);
MBP-1.1 (3. sza&ml szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia),
MBP-4 (12. szami szekvencia) és MBP-5 (15. szami szekvencia);
MBP-1 (2. sza&md szekvencia), MBP-2.1 (6. szama szekvencia),
MBP-4 (l14. sza&ml szekvencia) és MBP-5 (15. sz&ml szekvencia);
MBP-1 (2. szami szekvencia), MBP-2 (5. szamu szekvencia), MBP-4
(14. szama szekvencia) és MBP-5 (15. szaml szekvencia);
MBP-1.1 (3. szadmu szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmiu szekvencia),
MBP-4 (14. szadmi szekvencia) és MBP-5 (15. szamiu szekvencia);
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu szekvencia),
MBP-4 (14. szamlQ szekvencia);
MBP-1 (2. sza&dmu szekvencia), MBP-2.1 (6. szadmad szekvencia),

MBP-4 (14. szami szekvencia);
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MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szamad szekvencia),
MBP-4 (14. sza&mi szekvencia);

MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-2.1 (6. szdmi szekvencia),
MBP-5 (15. szdmG szekvencia);

MBP-1.1 (3. szadmi szekvencia), MBP-2.1 (6. szaml szekvencia),
MBP-3 (12. szaml szekvencia);

MBP-1 (2. szamu szekvencia), valamint egy, az aldbbi csoportbdl
vdlasztott peptid: MBP-2 (5. szami szekvencia), MBP-2.1 (6.
szdmu szekvencia), MBP-2.2 (7. szami szekvencia), MBP-2.3 (8.
szAmlu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamiu szekvencia), MBP-2.5 (10.
szadmu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szdml szekvencia);

MBP-1.1 (3. szaml szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdél vélasztott peptid: MBP-2 (5. széamu szekvencia), MBP-2.1
(6. sza&mu szekvencia), MBP-2.2 (7. szaml szekvencia), MBP-2.3
(8. sza&mu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamu szekvencia), MBP-2.5
(10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.sz&ml szekvencia);

MBP-4 (l14. szamu szekvencia), valamint egy, az alabbi cso-
portbdél valasztott peptid: MBP-2 (5. szamu szekvencia), MBP-2.1
(6. szamu szekvencia), MBP-2.2 (7. szami szekvencia), MBP-2.3
(8. sza&mu szekvencia), MBP-2.4 (9. szamu szekvencia), MBP-2.5
(10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (1ll.szadmi szekvencia);

MBP-4 (14. szamG szekvencia), valamint egy, az alédbbi cso-
portbél valasztott peptid: MBP-1 (2. szami szekvencia); vagy
MBP-2.1 (3. szamu szekvencia);

MBP-1.1 (3. sza&mu szekvencia), MBP-4 (14. szamGt szekvencia),
valamint egy. az aldbbi csoportbdél valasztott peptid: 82-100

(30. szamu szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szaml szekvencia),
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87-99 (43. szaml szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. szamu szekven-
cia), mindegyiket a 14. abran mutatjuk be;
MBP-1.1 (3. szami szekvencia) és MBP-4 (14. szami szekvencia),
valamint egy, az aldbbi csoportbdl valasztott peptid: MBP-2.2
(7. sz&mi szekvencia), MBP-2.3 (8. szama szekvencia), MBP-2.4
(9. szadmu szekvencia), MBP-2.5 (10. szamiu szekvencia), MBP-2.6
(11.sza&mu szekvencia), mindegyiket a 2. abran mutatjuk be;
MBP-1.1 (3. szAmU szekvencia), MBP-5 (15. szami szekvencia) és
MBP-4 (14. szadmi szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdél valasztott peptid: 82-100 (30. szami szekvencia), 82-
100 [ 100P>Y] (46. szamu szekvencia), 87-99 (43. szamu szekven-
cia), 87-9%9 [ 91K>A] (36. szamu szekvencia), mindegyiket a 14.
dbran mutatijuk be;
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-5 (15. szdmu szekvencia) és
MBP-4 (14. szama szekvencia), valamint egy, az alabbi cso-
portb6él valasztott peptid: 82-100 (30. szaml szekvencia), 82-
100 [ 100P>Y] (46. szami szekvencia), 87-99 (43. szamG szekven-
cia), 87-99 [ 91K>A] (36. szami szekvencia), mindegyiket a 14.
abran mutatjuk be;
MBP-1.1 (3. szamu szekvencia), MBP-3 (12. szami szekvencia),
MBP-4 (14. sz&mi szekvencia), valamint egy, az aldbbi cso-
portbdl valasztott peptid: MBP-2.2 (7. szdml szekvencia), MBP-
2.3 (8. szamu szekvencia), MBP-2.4 (9. szadmu szekvencia), MBP-
2.5 (10. sz&ml szekvencia), MBP-2.6 (ll.szé&mi szekvencia),
mindegyik a 2. &brén bemutatott forméban.

36. Multipeptid készitmény szklerdzis multiplexben

szenvedd betegek szédmédra vald gyodgyaszati céld beadashoz, amely



173

legalébb két MBP peptidet tartalmaz, mindegyik peptid oldhatd
és stabil fizioldégidsan elfogadhatd pH értéken, és az emlitett
peptideket az aldbbi csoportbdl valaszthatjuk: MBP-1 (2. szaml
szekvencia), MBP-1.1 (3. szamiu szekvencia), MBP-1.2 (4. szamu
szekvencia), MBP-2 (5. szami szekvencia), MBP-2.1 (6. szamu
szekvencia), MBP-2.2 (7. sza&mG szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu
szekvencia), MBP-2.4 (9. szémﬁ szekvencia), MBP-2.5 (10. szamu
szekvencia), MBP-2.6 (ll.sz&mi szekvencia), MBP-3 (12. szamua
szekvencia), MBP-3.1 13. szadmG szekvencia), MBP-4 (14. szamu
szekvencia), és az MBP-5 (15. sza&mi szekvencia).

37. Eljaréas elérehaladott &llapotban levd szklerdzis mul-
tiplex kezelésére egy emlésben, azzal jellemezve, hogy az emli-
tett emldésnek egy gydgyadszati készitményt adunk be, amely
legalébb egy, egy mielin antigénbdl szédrmazd, T-sejt aktivi-
tdssal rendelkezd peptidet, vagy a peptid analdgjat tartal-
mazza, olyan mennyiségben, amely hatékonyan korlatozza a szkle-
rdézis multiplex tineteit.

38. A 37. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy az emlitett mielin antigént az aldbbi csoportbdl
vélaszthatjuk ki: mielin bazikus feheéerje (MBP) , mielin
oligodendrocita fehérje (MOG), proteolipid fehérje (PLP) és a
mielinhaz kapcsoldédd glikoprotein (MAG) .

39. A 37. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadds a szklerdzis multiplex akut fazisaban

torténik meg.
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40. A 37. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadas a szklerdzis multiplex betegség tii-
neteinek remisszidja alatt torténik meg.

41. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett peptid egy MHc-ké6td affinitassal rendelkezd
peptid-analdgot tartalmaz, amely MHC-kotd affinitds magasabb
mint annak a peptidnek az MHC-koté affinitédsa, amelybdl az
analdég szarmazik.

42. Eljaréas elbrehaladott &llapotban levd szklerdzis mul-
tiplex kezelésére egy emlésben, azzal jellemezve, hogy az emli-
tett emldésnek egy gydgyadszati készitményt adunk be, amely
legalabb egy MBP peptidet tartalmaz, és az emlitett peptidet az
aldbbi csoportbél valaszthatjuk ki: MBP-1 (2. szaml szekven-
cia), MBP-1.1 (3. szami szekvencia), MBP-1.2 (4. szdmlu szekven-
cia), MBP-2 (5. szadml szekvencia), MBP-2.1 (6. szami szekven-
cia), MBP-2.2 (7. sz&ml szekvencia), MBP-2.3 (8. szamu szekven-
cia), MBP-2.4 (9. sza&mld szekvencia), MBP-2.5 (10. szamiu szek-
vencia), MBP-2.6 (l1ll.szamG szekvencia), MBP-3 (12. szami szek-
vencia), MBP-3.1 13. szdml szekvencia), MBP-4 (14. szamid szek-
vencia), és az MBP-5 (15. szamt szekvencia), mindegyik a 2.
vagy 14. &bran lathaté formajéban, vagy az emlitett peptid egy
analdégja, olyan mennyiségben, amely elegendd ahhoz, hogy korla-
tozzuk a szklerdzis multiplex tilineteit.

43. A 42. igénypont szerinti eljéaréds, azzal Jjellemezve,
hogy legalabb egy peptidet az ald&bbi csoportbdél valaszthatunk
ki: MBP-1 (2. szamu szekvencia), MBP-1.1 (3. szdmu szekvencia),

MBP-1.2 (4. szA&ma szekvencia), MBP-2 (5. szédmi szekvencia),
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MBP-2.1 (6. szaml szekvencia), MBP-2.2 (7. sza&md szekvencia),
MBP-2.3 (8. szami szekvencia), MBP-2.4 (9. szdmi szekvencia),
MBP-2.5 (10. szamu szekvencia), MBP-2.6 (ll.szaml szekvencia),
MBP-3 (12. szamt szekvencia), MBP-3.1 13. szadmi szekvencia),
MBP-5 (15. szamu szekvencia), 13-25 (31. szadmiu szekvencia); 87-
99 (43. szamu szekvencia), 87-99 [ 91K>A] (36. sza&mi szekven-
cia); 82-100 (30. szamG szekvencia), 82-100 [ 100P>Y] (46. szdmu
szekvencia).

44. A 37. igénypont szerinti készitmény, amelyben az em-
litett legaldbb egy peptid a humdn MOG-bdl szarmazik, és a pep-
tidet az aldbbi csoportbdl valasztjuk ki:

Human MOG 1-13 (54. sza&mu szekvencia)

GQFRVIGPRHPIR
Hum&n MOG 103-115 (55. szdmu szekvencia)

HSYQEEAAMELKV
Humdn MOG 1-121 (56. szami szekvencia)

GQFRVIGPRHPIRALVGDEV

ELPCRTSPGKNATGMEVGWY

RPPFSRVVHLYRNGKDQDGD

QAPEYRGRTELLKDAIGEGK

VILRIRNVRFSDEGGFTCFF

RDHSYQEEAAMELKVEDPFYW
Human MOG 1-20 (57. szekvencia)

GQFRVIGPRHPIRALVGDEV;

Humén MOG 11-30 (58. szamu szekvencia)

PIRALVGDEVELPCRISPGK;

Human MOG 21-40 (59. szamu szekvencia)
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ELPCRISPGKNATGMEVGWY ;

Huma&n MOG 31-50 (60. szamu szekvencia)

NATGMEVGWYRPPFSRVVHL;

Humédn MOG 141-160 (61l. szaml szekvencia)

TVGLVFLCLQYRLRGKLRAE;

Human MOG 151-170 (62. szadmu szekvencia)

YRLRGKLRAEIENLHRTFDP;

Humé&n MOG 161-180 (63. szami szekvencia)

IENLHRTFDPHFLRVPCWKI; és
Humadn MOG 199-218 (64. szam( szekvencia)

YNWLHRRLAGQEFLEELRNPE.

45. A 42. igénypont szerinti eljérés, azzal
hogy legaldbb egy humé&n MOG peptidet tartalmaz,
aldbbi csoportbdél valaszthatunk:

Human MOG 1-13 (54. szaml szekvencia)

GQFRVIGPRHPIR
Humdn MOG 103-115 (55. szaml szekvencia)

HSYQEEAAMELKV
Human MOG 1-121 (56. szamu szekvencia)

GOQFRVIGPRHPIRALVGDEV

ELPCRTSPGKNATGMEVGWY

RPPFSRVVHLYRNGKDQDGD

QAPEYRGRTELLKDAIGEGK

VILRIRNVRFSDEGGFTCFF

RDHSYQEEAAMELKVEDPFYW
Human MOG 1-20 (57. szekvencia)

GQFRVIGPRHPIRALVGDEV;

jellemezve,

amelyet az
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Humdn MOG 11-30 (58. sza&mi szekvencia)

PIRALVGDEVELPCRISPGK;

Human MOG 21-40 (59. szamu szekvencia)

ELPCRISPGKNATGMEVGWY;

Human MOG 31-50 (60. szamu szekvencia)

NATGMEVGWYRPPFSRVVHL;

Human MOG 141-160 (61. szaml szekvencia)

TVGLVFLCLQYRLRGKLRAE;

Humédn MOG 151-170 (62. szamu szekvencia)

YRLRGKLRAEIENLHRTFDP;

Hum&n MOG 161-180 (63. szami szekvencia)

IENLHRTFDPHFLRVPCWKI; és
Humdn MOG 199-218 (64. szaml szekvencia)

YNWLHRRLAGQFLEELRNPF.

46. A 37. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadds az emlitett peptid szubkutan vagy int-
ravénas injekcidbzasaval torténik.

47. A 37. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadas a ddbzis novelését jelenti minden egyes
injekcidzésnal.

48. A 37. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadds a dbzis csdkkentését jelenti minden
egyes injekcidzésnal.

49. Eljarads eldérehaladott 4&llapotl szklerdzis multi-
plexben szenvedd emlés kezelésére, azzal Jjellemezve, hogy
legaldbb egy terapiés készitményt adunk be, amely legaldbb egy

izoldlt és tisztitott peptidet tartalmaz, amely emlitett peptid

'l.‘ QOQ:



®e esee . 0'0: seos
* & . e .

) . . .
* . 14 L4 . o
svens o LY ] s

178

meghatdrozott hosszal és meghatdrozott aminosav szekvenciaval
rendelkezik, T-sejt aktivitésa van, és az emlitett készitmény
képes korlatozni a szklerdzis multiplex tilneteit emldsdk
elérehaladott allapotl szklerdzis multiplexben szenvedd popula-
cidéjaban, ha nem-immunogén formdban adjuk be, és amely
készitmény vizes oldatokban odédik, valamint stabil fizioldgia-
san elfogadhatdé pH értéken.

50. A 49. igénypont szerinti eljdréas, azzal jellemezve,
hogy az emlitett beadas az emlitett terdpids készitménybdl
legalébb kettédnek egyidejd vagy egymds utan vald beadidsat je-
lenti.

51. Eljards eldérehaladott allapoty szklerdzis multiplex
emldsben vald kezelésére, azzal Jjellemezve, hogy az 5.
igénypont szerinti gydgyadszati készitményt adjuk be, olyan
mennyiségben, amely elegendd ahhoz, hogy korlatozzuk a szklerd-
zis multiplex tilneteit.

52. Eljadrds elbrehaladott 4llapotl szklerdzis multiplex
emlésben vald kezelésére, azzal Jjellemezve, hogy a 10.
igénypont szerinti gydgyaszati készitményt adjuk be, olyan
mennyiségben, amely elegend$ ahhoz, hogy korlatozzuk a szkler6-
zis multiplex tilineteit.

53. Eljdrds eldérehaladott allapotu szklerdzis multiplex
emlésben vald kezelésére, azzal Jjellemezve, hogy a 14.
igénypont szerinti gydgydszati készitményt adjuk be, olyan
mennyiségben, amely elegendd ahhoz, hogy korlatozzuk a szklerd-

zis multiplex tlineteit.
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54. Eljaras eldérehaladott &llapotd szklerdzis multiplex
emlésben vald kezelésére, azzal jellemezve, hogy a 15.
igénypont szerinti gydgydszati készitményt adjuk be, olyan
mennyiségben, amely elegenddé ahhoz, hogy korlatozzuk a szklerd-
zis multiplex tiineteit.

55. A 37. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy az emlitett eldrehaladott &llapotd szklerdzis multiplex
visszaesd-remittald szklerdzis multiplex, krdénikus progressziv
szklerdzis multiplex, primer progressziv szklerdzis multiplex
vagy rosszindulatl szklerdzis multiplex.

56. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve
tovabba, hogy az emlitett terdpids készitménnyel egyidében in-
terferon-f-t is adunk be.

57. Eljarads szklerdzis multiplex kezelésére egy egyedben,
azzal jellemezve, hogy egy kezelési eljards soradn legaldbb egy,
T-sejt aktivitédssal rendelkezd rendelkezd mielin autoantigént
adunk be, amely kezelési eljaras terdpidsan hatékony mennyiségd
interferon-f3 beadasédt is tartalmazza.

58. Az 57. igénypont szerinti eljaréds, azzal jellemezve,
hogy az emlitett peptidet és az emlitett interferon-f-t
egyiddében adjuk be.

59. Az 57. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy az emlitett peptidet ¢és az emlitett interferon-f-t
legalabb 24 6ras kildnbséggel adjuk be.

60. Készitmény, amely legaldbb egy, a humdn MBP T-sejt
aktivitéasaval rendelkezd peptid terdpiasan hatékony

mennyiségét, valamint az interferon-f terédpidsan hatékony
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mennyiségét tartalmazza, gydgydszatilag elfogadhaté hordozédban
vagy higitdszerben.

61. A 60. igénypont szerinti készitmény, amelyben az em-
litett legaladbb egy peptidet az aldbbi csoportbdél valaszthatjuk
ki: MBP-1 (2. szami szekvencia), MBP-1.1 (3. szdmi szekvencia),
MBP-1.2 (4. szamu szekvencia), MBP-2 (5. szadmd szekvencia),
MBP-2.1 (6. szdmlu szekvencia), MBP-2.2 (7. szami szekvencia),
MBP-2.3 (8. szaml szekvencia), MBP-2.4 (9. szémﬁ szekvencia),
MBP-2.5 (10. szami szekvencia), MBP-2.6 (ll.sza&mu szekvencia),
MBP-3 (12. szadmi szekvencia), MBP-3.1 13. szaémi szekvencia),
MBP-4 (14. sza&ma szekvencia), MBP-5 (15. szadmu szekvencia), 13-
25 (31. szamu szekvencia), 31-50 (18. szaml szekvencia), 61-80
(21. szamu szekvencia), 82-92 (32. szamd szekvencia); 82-96
(33. szamu szekvencia); 82-97 (34. szami szekvencia), 82-98
(35. szami szekvencia), 82-100 (30. szami szekvencia), 82-100
[ 100P>Y] (46. sza&mu szekvencia), 83-100 (37. szédmu szekvencia),
83-101 (38. szamu szekvencia), 84-97 (39. szé&mi szekvencia),
84-100 (40. szami szekvencia), 85-100 (41. sza&mG szekvencia),
86-105 (42. szadmu szekvencia), 87-99 (43. szami szekvencia),
87-99 [ 91K>A] (36. szamu szekvencia), 88-100 (44. szamu szekven-
cia), 88-99 (45. szAamu szekvencia), 111-135 (47. szaml szekven-
cia), 122-140 (48. szamu szekvencia), 139-170 (49. szadmu szek-
vencia)), 141-160 (28. szamli szekvencia), 142-166 (50. szamu
szekvencia), 142-168 (51. szamu szekvencia), 146-160 (52. szamu
szekvencia), és 153-170 (53. szémi szekvencia), mindegyik a 2.

és 14. abran lathatd forméban.
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62. Eljéarés a szklerdbzis multiplex fellépésének
megakadalyozasara egy szklerdzis multiplexre érzékeny egyedben,
azzal jellemezve, hogy legalabb egy, egy mielin antigén T-sejt
aktivitassal rendelkezd peptidbél terapiasan hatékony
mennyiséget adunk be egy olyan kezelési eljdrds soran, ami
magaban foglalja az interferon-f terédpiédsan hatékony
mennyiségének beadidsat is.

63. Eljaréas szklerdzis multiplex fellépésének
megakadalyozasara egy emldsben, azzal jellemezve, hogy az 1.
igénypont szerinti készitmények ko6zil legaldbb egybdl tera-
piadsan hatékony mennyiséget adunk be egy olyan kezelési eljarés
soran, ami magdban foglalja interferon-P terdpidsan hatékony
mennyiségének beadaséat is.

64. Eljaras szklerdzis multiplex kezelésére egy emldésben,
azzal jellemezve, hogy az 5. igénypont szerinti készitmények
kd6zil legalabb egybdl terdpiasan hatékony mennyiséget adunk be
egy olyan kezelési eljaras soran, ami magdban foglalja interfe-
ron-f terdpidsan hatékony mennyiségének beadasat is.

65. Eljarads szklerdzis multiplex kezelésére egy emldsben,
azzal jellemezve, hogy a 10. igénypont szerinti készitmények
k6zUil legaldbb egybdl terdpiasan hatékony mennyiséget adunk be
egy olyan kezelési eljaréds soran, ami magdban foglalja interfe-
ron-f terdpidsan hatékony mennyiségének beaddsat is.

66. Eljarads szklerdzis multiplex kezelésére egy emldésben,
azzal jellemezve, hogy a 14. igénypont szerinti készitmények

kozil legaldbb egybél terdpidsan hatékony mennyiséget adunk be
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egy olyan kezelési eljarads sordn, ami magadban foglalja interfe-
ron-B terdpidsan hatékony mennyiségének beadaséat is.

67. Eljaras szklerdzis multiplex kezelésére egy emldsben,
azzal jellemezve, hogy a 15. igénypont szerinti készitmények
kozil legaldbb egybbél terdpidsan hatékony mennyiséget adunk be
egy olyan kezelési eljarads soran, ami magdban foglalja interfe-
ron-P terdpidsan hatékony mennyiségének beadadsat is.

68. Gydgyaszati készitmény, amely egy gydgyadszatilag
elfogadhatdé téltdanyagot valamint egy MHC II-es osztdlyu pep-
tid-komplexet tartalmaz, amely képes egy T-sejt receptorhoz
kétédni és anergidt indukdl egy, a receptort hordozdé T-sejtben,
és a komplex lényegében az alabbi komponenseket tartalmazza:

egy MHC II-es osztdlyd komponens, amely az MHC II-es
osztdlyu molekuldnak az extracellularis doménjeit tartalmazza,
amik elegenddek egy antigénkotd zseb kialakitdsdhoz, és az em-
litett komponenst egy autoimmun betegséghez kapcsoldédd allél
kébdolja, amely komponens oldhaté fizioldgids korlilmények
k6z6tt, detergens vagy lipid tavollétében; és

a 8. igénypont szerinti autoantigén peptid, és az auto-
antigén peptid az antigén-kotd zsebhez kotddik.

70. Gydbgyaszati készitmény, amely egy gyodgyadszatilag
elfogadhatdé toltdanyagot valamint egy MHC II-es osztalyl pep-
tid-komplexet tartalmaz, amely képes egy T-sejt receptorhoz
kotédni és anergiadt indukdl egy, a receptort hordozd T-sejtben,
és a komplex lényegében az aldbbi komponenseket tartalmazza:

egy MHC II-es osztdlyad komponens, amely az MHC II-es

osztdlyu molekuldnak az extracellularis doménjeit tartalmazza,
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amik elegend8ek egy antigénkotd zseb kialakitadsdhoz, és az em-
litett komponenst egy autoimmun betegséghez kapcsoldédd allél
kdébdolja, amely komponens oldhaté fizioldgids kdriilmények
kozott, detergens vagy lipid té&vollétében; és

a 16. igénypont szerinti autoantigén peptid, és az auto-
antigén peptid az antigén-koété zsebhez kotddik.

71. A 68. igénypont szerinti készitmény, amelynél az au-
toimmun betegség a szklerdzis multiplex.

72. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amelynél az em-
litett készitmény az emlitett peptid tandem mésolatait tartal-
mazza.

73. A 8. igénypont szerinti készitmény, amelynél az emli-
tett készitmény az emlitett peptid tandem masolatait tartal-
mazza.

74. A 16. igénypont szerinti készitmény, amelynél az em-
litett készitmény az emlitett peptid tandem masolatait tartal-

mazza.
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A peptid neve

MBP-1 (11-30)
MBP-1.1 (11-29)
MBP-1.2 (11-31)

MBP-2 (83-105)

MBP-2.1 (82-105)
MBP-2.2 (82-104)
MBP-2.3 (80-98)

MBP-2.4 (82-102)
MBP-2.5 (80-104)
MBP-2.6 (80-102)

MBP-3 (111-130)
MBP-3.1 (111-129)

MBP-4 (141-165)
MBP-5 (101-125)

2. abra

Aminosav szekvencia

GSKYLATASTMDHARHGFLP
GSKYLATASTMDHARHGFL
GSKYLATASTMDHARHGFLPR

ENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQGK
DENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQGK
DENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQG
TQDENPVVHFFKNIVTPRT
DENPVVHFFKNIVTPRTPPPS
TQDENPVVHFFKNIVTPRTPPPSQG
TQDENPVVHFFKNIVTPRTPPPS

LSRFSWGAEGQRPGFGYGGR
LSRFSWGAEGQRPGFGYGG

FKGVDAQGTLSKIFKLGGRDSRSGS
PSQGKGRGLSLSRFSWGAEGQRPGF
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