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A talalmany targya egy kivalasztott polipeptid felhasz-
nalasa a myelin bazikus fehérje elleni antitestek im-
munregulaciéjaban. A talalmany targya kézelebbrél po-
lipeptidként az MBP82-98 peptid alkalmazdsa a scle-
rosis multiplex kezelésére szolgald gybgyszerkészit-
mény elallitdsara.

A sclerosis multiplex (MS) az emberi kdzponti ideg-
rendszer (CNS) gyulladassal jaré multifokalis demieli-
zacios betegsége (a veldshiively elvesztése az ideg-
rendszer kilénbézé helyein). Az MS jellemzd tiinete a
vér-agy gaton (BBB) belll megndvekedett IgG-szinté-
zis. Ennek leirdsa megtalalhaté az alabbi szakirodalmi
helyen: Tourtelotte, W. W. [J Neurol Sci 10:279-304,
(1970)]; Link, H. and Tibbling, G. [Scand J Clin Lab In-
vest 37:397-401 (1977)]; Tourtelotte, W. W. and Ma,
B. [Neurology 28:76-83, (1978)]; Walsh, J. M. and
Tourtelotte, W. W., In: Hallpike. J. F., Adams, C. W. M.
and Tourtelotte, W. W., eds. [Multiple sclerosis. Balti-
more. Williams & Wilkins, (1982) 275-358]; és Warren,
K. G., and Catz, I. [Aim Neurol 17:475-480 (1985)].

Schumacher, G. A., Beebe, G., Kibler R. E., és
munkatarsai [Ann NY Acad Sci 15:266-272 (1965)] ki-
mutattak, hogy klinikailag azonositott aktiv vagy inaktiv
MS-pacienseknél a vér-agy gaton belll altaldban meg-
novekszik az lgG-szintézis. A CNS IgG nagy részének
specificitasa ismeretlen. Egy kis része virusellenes ak-
tivitast vagy agyi antigénekkel, nukleinsavakkal, eritro-
citakkal vagy simaizom-antigénekkel szembeni reak-
ciot mutat, és lehet, hogy a nem specifikus rész a
B-sejtek poliklonélis aktivalasat reprezentdlja {Tourte-
lotte, W. W., and Ma, B. [Neuralogy 28:76-83 (1978)]}.
Az utébbi tiz évben szamottevé kutatasok folytak a
speciélis myelinfenérjék elleni anitestekkel kapcsolat-
ban.

Azt kovetben, hogy Dasgupta, M. K, Catz, |, War-
ren, K. G. és munkatarsai [Can J Neurol Sci
10:239-243 (1983)] kimutattak a vérkeringésben jelen
lévé, antigénkomponenskent myelin bazikus fehérjét
(MBP) tartalmazé immunkomplexeket, Warren, K. G.
és Catz, I. [Ann Neurol 209:20-25 (1986)] megfigyel-
ték, hogy az MS aktiv formait mutaté pacienseknél az
MBP elleni antitestek titere megnévekszik a gerincfo-
lyadékban (cerebrospinal fluid, CSF). A sclerosis mul-
tiplexre klinikailag jellemzék a betegség aktiv fazisai —
példaul akut relapszusok (visszaesések) vagy krénikus
progresszié — és a klinikai enyh(llés fazisai. Az aktiv
MS az intratekalisan (gerincvel&burokban) termelt anti-
MBP szintjének novekedésével jar {Warren, K. G. and
Catz, I. [Ann Neurot 209:20-25, (1986)]; és Catz, I. and
Warren, K. G. [Can J Neurol Sci 13:21-24 (1986)]}. Az
akut visszaesések folyaman ezek az antitestek féleg
szabad (F) formaban, a betegseg lappangd prog-
resszigja idején pedig tllnyomareszt kbtétt (B) forma-
ban fordulnak el6 {Warren, K. G. és Catz, I. [Ann Neu-
rol 209:20-25 (1986)]}. Az akut visszaesesek folyaman
a CSF anti-MBP titere &sszefliggésben all a betegség
aktivitasaval {Warren, K. G. és Catz, |. [Ann Neural
21:183-187 (1987)]}. Az anti-MBP-szintek a latideg-
gyulladas els6é rohamaban szenvedd pacienseknél és
az olyan paciensek tébbségében is magasak, akik az
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MS elsd rohaman estek at {Warren, K. G., Catz, I., és
Bauer, C. [Ann Neurol 23:297-299 (1988)]; valamint
Warren, K. G. és Catz, ., [J Neurol Sci 91:143-151
(1989)]}.

Warren, K. G. és Catz, I. [J Neurol Sci 91:143-151
(1989)]; és [J Neurol Sci 88:185-194 (1988)] hosszl
id8n at végezték a CSF anti-MBP-szintek kinetikai vizs-
glatat olyan betegeken, akik egy akut sllyosbodast
kdvetb enyhlilési fazisba Iéptek be. A vizsgalatok az F
anti-MBP titerek fokozatos csdkkenését és a B frakcidk
ezzel 6sszemérhetd fokozatos emelkedését mutattak.
Az enyhlilési fazisban az is el&fordul, hogy a CSF anti-
MBP kimutathatatlanna vélik, ami arra utal, hogy az
MS inaktiv fazisaiban anti-MBP-neutralizacid (k6zém-
bosités) megy végbe. Ezzel szemben a krénikus-prog-
ressziv MS-ben, amit az jellemez, hogy a megemelke-
dett anti-MBP-szint hossz( idén at fennmarad, az anti-
MBP-neutralizacio gatolt {Warren, K. G. és Catz, I. [J
Neurol Sci 88:185-194 (1988)]}. Warren, K. G. és
Catz, |. [J Neurol Sci 96:19-27 (1990)] a kézelmdultban
egy myelin bazikus fehérje elleni antitest kaszkadot is-
mertetett, amelyet MS-paciensek gerincfolyadékabol
tisztitassal kinyert IgG-frakcioban azonositottak, és an-
ti-MBP-t, az anti-MBP-t k6zOmbdsit6é antitesteket és az
anti-MBP neutralizacidjat gatlé antitesteket tartaimaz.

Korabbi kutatasaink kimutattak, hogy a B-sejtes au-
toimmunitas szempontjabdl az MS-nek legalabb két
kiilonbdzé formaja van: a betegek tdbbségében a mye-
lin bazikus fehérje elleni autoantitestek (anti-MBP), egy
kisebb résziikben pedig proteolipid fehérje elleni auto-
antitestek (anti-PLP) talalhatok {Warren, K. G. et al.
[Ann, Neurol. 35, 280-289 (1994)]}. Az anti-MBP kép-
zGdésével jaro MS-ben az akut visszaesés idején a
szabad (F) és kétott (B) anti-MBP aranya magas (1-nél
nagyobb), mig a krénikus progresszié fazisdban az F/B
anti-MBP-arany 1 vagy kisebb, és az enyhiilési fazis-
ban 1év6 pacienseknél a B anti-MBP titer néha enyhén
emelkedett [Warren, K. G. and Catz, I., J. Neurol. Sci.
88, 185194, (1989)].

Allegretta és munkatarsai [Science, 247, 718-721
(1990)] kimutattak, hogy MS-paciensekben a prolifera-
tiv T-sejtek egy része az MBP felé iranyul, Richert és
munkatarsai [J. Neuroimmun 23, 5566 (1989)] pedig
azt, hogy a human T-sejtek tobb epitdpot (antigénde-
terminanst) is felismernek a molekulan. Altman és
munkatarsai [Eur. J. Immun. 17, 1635-1640 (1987)]
szerint Ugy latszik, hogy az MBP képes bizonyos T-sej-
teket aktivalni antigénprezentald sejtek kdzremiikddé-
se nélkll. Valdszind, hogy az MBP kisméret(i peptidjeit
a T-sejtek intracellularis feldolgozas nélkll is felisme-
rik, egyszer(ien annak alapjan, hogy ezek a prezentald
sejtek felliletén meg tudjak kétni a Il. osztalyu 6 hiszto-
kompatibilitasi antigéneket.

Minthogy a kisérleti allergias encephalomyelitis
(agyvel- és gerincvelé-gyulladas, EAE) — az MS egyik
elfogadott allati modellie — eléidézhet6 oly médon,
hogy az arra érzékeny ragcsalékat Freund-féle komp-
lett adjuvanssal készitett MBP-vel vagy PLP-vel bealt-
juk, Fritz, R. B. és munkatarsai [J. Immunol. 130,
1024-1026 (1983)], valamint Trotter. J. L. s munkatar-
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sai [J. Neurol. Sci. 79, 173188 (1987)] szerint lehet,
hogy az MS demielizacié valamilyen autoimmun me-
chanizmussal megy végbe. A B-sejt autoantitestek
szempontjabdl Warren, K. G. és munkatarsai [Ann.
Neurol. 35, 280-289 (1994)] a kéros folyamatok &ltal
megcélzott MBP epitdépot a tri-Prolil szekvencia
(-99-100-101 aminosav) kdzelében, a 80. és 100.
aminosav kdzdtti terlleten lokalizaltak. Ez a B-sejt-epi-
tép atfedi azt az immunodominans epitopot, amely az
MS Altal okozott agyi sériilésekben taldlhats, MBP-re
reagald T-sejteket koti meg [Oksenberg, J. R. et al.,
Nature, 362, 68-70 (1993)].

Korabbi vizsgalatok azt mutattak, hogy az MBP az
anti-MBP-t k6zombdsiti. Ennek ellenére az eddigi ki-
sérletek, amelyekben az MS-t heterolég MBP intra-
muszkularis vagy szubkutan beadasaval prébaltak ke-
zelni, nem voltak sikeresek {Campbell, B., Vogel, R.
J., Fisher, E. and Laorenz, R. [Arch Neurol 29:10-15
(1973)]; Gonsette, R. E., Delmotte, P. and Demonty,
L., [J Neurol 216:27-31 (1977)]; valamint Romine, J.
S. and Salk, J., In; Hallpike, J. F., Adams, C. W. M.
and Tourtelotte, W. W., eds. [Multiple sclerosis. Balti-
more, Williams & Wilkins, (1982): 621-630]}. Nativ
MBP alkalmazasakor kétféle probléma merlil fel. Egy-
részt a fehérjét emberiagy-mintakbdl készitik, igy
fennall az a potencidlis veszély, hogy a mintaban neu-
rovirusok vannak jelen. Masrészt: bar az oldhaté MBP
rendszerint nem immunogén, lehet, hogy megvaltozott
immunrendszerl embereknek beadva antigénként ké-
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pes mikédni, és MBP elleni antitestek termelését idézi
eld.

Ezért a talalmany megvaldsitdsaban azt vizsgéltuk,
hogy az MS-betegek gerincfolyadékabdl tisztitassal ki-
hyert anti-MBP k&ézdmbdsitheté-e human MBP
(h-MBP) kivalasztott oldhaté peptidjeivel. E célbdl a
h-MBP teljes hosszat lefedd oldhatd szintetikus pepti-
deket hasznaltunk, hogy meghatarozzuk a h-MBP
azon lehetséges epitoptartomanyat, amely az ilyen be-
tegekbél kapott anti-MBP-t kédzémbdsit. A kivalasztott
oldhato peptidek, amelyek az anti-MBP-t k6zémbdsitik,
hatasosabban alkalmazhatok MS kezelésére, mint a
telies molekula. Ezeket az oldhaté peptideket szinteti-
kusan dllitiuk eld, igy nem all fenn az a veszély, hogy
neurovirusokat tartalmaznak. Tovabba kis méretiik
folytan az ilyen peptidek nem hathatnak immunogén-
ként. Ha tehat az MS kezelésére valogatott peptideket
alkalmazunk, akkor elkeriilheték a nativ fehérje hasz-
nalataval jaré problémak.

A taldlmany szerinti peptidekkel in vivo vizsgalato-
kat is végeztlink annak meghatarozasara, hogy milyen
mértékben hatasosak az MS anti-MBP megkdtésében
vagy termelésének modulalasaban.

A taldimany szerinti megoldashan vizsgalt peptidek
szekvenciajukat tekintve lényegében homaldgok a hu-
man myelin bazikus fehérje aminosavszekvenciajanak
egy részével. Ezek a peptidek alkalmasak arra, hogy az
anti-MBP termelését kdzombdsitsék vagy modulaljak.

llyen peptidek példaul a kovetkezok:

MBP75-95

Lys Ser His Gly Arg Thr Glu Asp Glu Ash Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr
MBP64-78

Ala Arg Thr Ala His Tyr Gly Ser Leu Pro GIn Lys Ser His Gly
MBP61-75

His His Pro Ala Arg Thr Ala His Tyr Gly Ser Leu Pro Gin Lys
MBP69-83

Tyr Gly Ser Leu Pro GIn Lys Ser His Gly Arg Thr Gln Asp Glu
MBP80-97

Thr GIn Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr Pro Arg
MBP91-106

Lys Asn lle Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro Pro Ser Gin Gly Lys Gly
MBP84-93

Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle

MBP85-94

Pra Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val

MBP86-95

Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr

MBP87-96

Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr Pro

MBP82-98

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

A talaimany targya hatéanyagként a myelin bazikus
fehérje peptidfragmentum MBP82-98 peptid alkalma-
zasa sclerosis multiplex kezelésére szolgalé gyogy-
szerkészitmény eldallitasara. Kézelebbrél, a talalmany
targya a hatdanyagkeént valamilyen gyogyaszatilag al-
kalmazhaté hordozdanyag mellett az Asp-Glu-Asn-Pro-
Val-Val-His-Phe-Phe-Lys-Asn-lle-Val-Thr-Pro-Arg-Thr
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képletli MBP82-98 peptid alkalmazasa HLA-DR2 hap-
lotipust hordozé paciensek esetében sclerosis multi-
plex kezelésére szolgald gyogyszerkészitmény elballi-
tasara. A taldlmany szerinti alkalmazas HLA-DR2 hap-
lotipusként DRB1*1501 vagy DRB1*15021 haplotipust
hordozé paciensek kezelésére szolgald gyogyszerké-
szitmény elallitasara vanatkozik, ahol intravénas, int-
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ratekalis vagy e két médszer kambinaldsa szerinti be-
addsra szolgalé gyogyszerkészitményt allitunk eld.

A taldlmany szerinti alkalmazdsban a gyogyszerké-
szitmény intravénas beadas esetén egységdézison-
ként 1 mg/testtdmeg-kg és 10 mg/testtdmeg-kg kézotti
peptidet tartalmaz, mig intratekalis beadas esetén ez a
mennyiség egységddzisonként 1 mg/testtdmeg-kg és
100 mg/testtdmeg-kg kdzotti.

A talalmany szerinti alkalmazas elénydsen krénikus
progressziv sclerasis multiplex kezelésére szolgald
gyogyszerkészitmény eléallitdsara vonatkozik.

A talalmanyt a tovabbiakban a mellékelt rajzok se-
gitségével ismertetjiik, amelyek rovid leirasa a kovet-
kezé:

Az 1. dbra 18 szintetikus peptid (kis szamok) lokali-
molekulahoz viszonyitva. A peptideket az
MBP-molekula megfelelé régidja mellett
elhelyezett fliggbleges szakaszok jelzik.
A nagy szamok a human MBP aminosa-
vait jeldlik.

A 2. abran 10 kilénb6z6 sclerosis multiplexes pa-
cienstdl Osszegylijtott es tisztitott anti-
MBP-nek human MBP-vel és MBP-pepti-
dekkel felvett inhibicids gorbéi lathatdk.

A 3. dbra egy sclerosis multiplexes paciensbdl izo-
lalt anti-MBP kéz0mbdsitését mutatja hu-
man MBP-vel, valamint MBP80-97,
MBP91-106 és MBP75-95 peptiddel.
CSF anti-MBP titerek hosszu id6n at vég-
zett manitorozasa egy krdnikus prog-
ressziv MS-ben szenvedd betegnél:

1983 és 1893 kdzdtt 11 év alatt 26-szor vettiink
mintat; az F (szabad) és B (k&t6tt) anti-MBP-szintek al-
landéan magas értéken maradtak,
cpm=belités/perc

4, dbra:

o . minta cpm-vakproba cpm
radioaktivitasi egység=

Osszes cpm-vakpréba cpm

Ures korék: a CSF immunkomplexek savas hidrolizise
utan meghatarozott B (k6tétt) anti-MBP
kitéltétt korok: F (szabad) anti-MBP

5. abra: Kontrollbetegek: CSF anti-MBP-szintek
két id6beli dsszehasonlité méresben (,ids-
kontroll”, 1F56 — 5A. abrak, illetve 3M66 —
5B. abrak) és ket ,idé-sooldat-kontroll”
merésben (4M45 — 5C. abrak, illetve
5M59 - 5D. abrak). A CSF-bél az elsé két
éréban 30 percenként, majd 24 éra mulva
vettlink mintat. Az F és B anti-MBP mind a
négy betegnél megmaradt a magas kiin-
dulasi szinten. A jeldlések azonosak a
4. abran alkalmazottakkal.

6. abra: Paciensek k6z6tti dsszehasonlitd peptid-
vizsgalatok: CSF anti-MBP-szintek egy
negy paciensbél allé csoportnal (10F38 —
6A. abrak; 13F43 — 6C. abrak; 5M59 —
6D. abrak; illetve 3M66 — 6G. abrak), akik
O6sszehasonlité anyagként névekvd
mennyisegl (1, 2,5, 5, illetve 10 mg)
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7. abra:

8. abra:

9. abra:

10. abra:

MBP35-58 nem kétd szintetikus peptidet
kaptak, és egy parhuzamos, 4 masik
MS-paciensbél allé csoportnal (6F53 —
6B. abrak; 8M41 — 6D. abrak; 4M45 —
6F. abrak; illetve 1F56 — 6H. abrak), akik
nhdvekvé mennyiségl (1, 2,5, 5, illetve
10 mg) MBP75-95 anti-MBP-kété szinte-
tikus peptidet kaptak. A CSF anti-MBP
dézisfliggéen kotddik az MBP75-95 pep-
tidhez, az MBP35-58 peptiddel pedig
nem reagal. A kotott anti-MBP szintje lé-
nyegében valtozatlan maradt.
Osszehasonlité peptidvizsgalatok az
egyes pacienseknél: Amikor MS-pacien-
seken ,id6kontroll” vizsgalatot (1F56 —
7C. abrak, illetve 3M66 — 7D. abrak) vagy
Jd6-sdoldat-kontroll” vizsgalatot (5M59 —
7A. abrak, illetve 4M45 — 7B. abrak) vé-
geztlink, tovabba amikor az MBP35-58
dsszehasonlitd nem kétd peptidet kaptak
(5M59 és 3M66), CSF F és B anti-MBP-
szintjeik valtozatlanok maradtak. Ezzel
szemben amikor ugyanezek a (4M45,
1F56, illetve 3M66 jelll) paciensek ké-
sébb 5-10 mg MBP75-95 anti-MBP-kété
peptidet kaptak, akkor F anti-MBP-szint-
jik 7 napig terjedé idészakra kimutatha-
tatlanna valt, majd a 10. és 21. nap kozott
visszatért a kiindulasi értékhez.

Ismételt intratekalis szintetikus peptid in-
jekcidk: egy krdnikus progressziv MS-ben
szenved§ péaciens hetenként egy, éssze-
sen tiz 10 mg-os MBP75-95 injekciot ka-
pott kézvetlenil a CSF-be. Minden injek-
cio el6tt (kérék) es 30 perccel utana
(négyzetek) mértiik az F és B anti-MBP-
fitert. Az F anti-MBP (kit8ltott korok és
négyzetek) a tizhetes idészakra kimutat-
hatatlanna valt, mig a B antitestek szintje
(Ures kordk és négyzetek) |ényegében
valtozatlan maradt.

Szintetikus peptid intravénas beadasa:
CSF anti-MBP-szintek 500 mg MBP75-95
egyszeri intravénas beadasat kdvetben:
az injekcié utan 10, 16 és 30 nap mulva
mind az F, mind pedig B anti-MBP-szint
jelentdsen csdkkent. Jeldlések: mint a
4. abran.

Az MS anti-MBP-t megkdtd MBP epitép
tovabbi finomitasa 41 dekapeptiddel,
amelyek lefedik a 61. és 110. aminosav
kdzdtti szakaszt.

Magyarazat:

— a savok jelzik az inhibicié %-os értékét=100 - ra-
dioaktivitasi egységek

— pozitiv sszehasonlitoként MBP-t és MBP75-95
peptidet alkalmaztunk, ezek mind az F, mind a B
antitesteket teljes mértékben (100%) inhibialtak

— negativ dsszehasonlitoként MBP51-60 és
MBP111-120 peptidet alkalmaztunk, ezek az F
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és B anti-MBP-t jelentéktelen (0—10%) mértékben
inhibialtak

- az MBP84-93, MBP85-94, MBP86-95 és

MBP87-96 jelli dekapeptidek, amelyek mind az
F, mind a B antitesteket maximalisan (90-100%-
ban) inhibialtak, erésen kétédnek az MBP epitdp-
hoz

— szaggatott vonal: az inhibiciés vizsgalat 95%-0s

megbizhatdsagi hatara

A 11A. &bran a CSF szabad (F - @) és a kotott (B —
O) anti-MBP szintje lathato egy féloldali
latdideg-gyulladasban szenvedé paciens-
nél, aki két 50 mg-os intratekdlis
pMBP86-95 injekciot (it #1 és it #2) ka-
pott, kozottik 4 hét telt el; d=nap, w=hét.

A 11B. dbran a CSF szabad (F — @) és a kotott (B
— O) anti-MBP szintje lathatd egy komp-
lett latoideg-gyulladasban szenvedd pa-
ciensnél, aki a sUlyosbodas elsé hetében
tdbb 50 mg-os intratekalis pMBP82-98
injekciot (it #1, it #2, it #3, it #4 és it #5)
kapott.

A 11C. abran a CSF szabad (F — @) és a kétott (B
— O) anti-MBP szintje lathaté egy pseu-
doathetosisban szenvedd paciensnél, aki
naponta, dsszesen 6Ot alkalommal kapott
50 mg-os intratekalis pMBP82-98 injek-
cidkat (it #1, it #2, it #3, it #4 és it #5).

A 11D. abrén a CSF szabad (F — @) és a kétott (B
— 0) anti-MBP szintje lathato egy sulyos-
bodd/progressziv MS-ben szenvedd pa-
ciensnél, aki a visszaesés elsd hetében
2-3 naponkeént, dsszesen negy alkalom-
mal 50 mg-os intratekdlis pMBP86-95 in-
jekciot (it #1, it #2, it #3 és it #4), majd
amikor a betegség ismét a progressziv
fazisba lépett, egy 400 mg-os intravénas
pMBP86-95 injekcidt (IV) kapott.

A 12. abran a CSF szabad és kotétt anti-MBP szint-
je lathaté egy poliszimptémas relapsus-
ban szenvedd paciensnél, aki ésszesen
hét 50 mg-os intratekalis pMBP86—-95 in-
jekciot kapott. A 2. injekcié utdn 30 perc
elteltével nem kaptunk CSF-mintat, csak
24 gra mulva. Jeldlések: minta 11. abran.

A13.abrana CSF szabad és a kététt anti-MBP
szintje lathaté egy suUlyosbodd/prog-
ressziv MS-ben szenved paciensnél, aki
intratekalis (it #1, it #2 és it #3) és intravé-
nas pMBP86-95 injekciokat (IV#1 és
IVE2) is kapott. Az it #2 injekcid el6tt és
utan nem kaptunk CSF-mintat. Jel6lések:
mint a 11. dbran.

A14.abrdna CSF szabad és a kététt anti-MBP
szintje lathaté egy suUlyosbodd/prog-
ressziv MS-ben szenved paciensnél, aki
intravénas (IV #1, IV #2 és IV #3) és intra-
tekalis (it #1-it #9) pMBP86-95 és
pMBP82-98 injekcidkat kapott. Jeldlések:
mint a 11. abran.
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A 15. abran lathatd kisérlet a visszaesések meg-

elézésére iranyult egy sulyosbodd/prog-
ressziv MS-ben szenvedd paciensnél, aki
két 400 mg-os intravénas injekciét (IV
#1 és IV #2, pMPR86-95, illetve
pMBP82-98) kapott. Az els§ stlyosbodas
idején, 3 hénappal az IV #1 beadasa utan
hem kaptunk CSF-mintat. A visszaesések
természetes gyakorisagat felil nyilak jel-
zik, amelyek a rohamnak megfelel$ hona-
pot mutatjak. A bekeretezett tertilet mu-
tatja a vizsgalati idészakot. Jeldlések:
mint a 11. abran.

A 16. abran lathato kisérlet a visszaesések meg-

elézésére iranyult egy sulyosbodd/prog-
ressziv MS-ben szenvedd paciensnél, aki
két intratekalis (it #1 és it #2) és egy intra-
vénas pMPR86-95 injekciét (V) kapott.
A B jel nagy dozisu intravénas metil-
prednisolont jelent. A visszaesések ter-
mészetes gyakorisagat felll nyilak jelzik,
amelyek a rohamnak megfelelé honapot
mutatjak. A bekeretezett terlilet mutatja a
vizsgalati id0szakot. Jeldlések: mint a
11. bran.

A 17. abra MBP-specifikus autoantitestek intrateka-

lis és intravénas beadasanak hatasat mu-
tatja egy kronikus progressziv MS-pa-
ciens gerincfolyadékdban; a 17A. dbran
lathato kisérletben a pMBP75-95-6t
(2,5 mg 5 ml natrium-klorid-oldatban)
kdzvetlenil a CSF-be injektaltuk, és az
MBP-specifikus autoantitesteket szilard
fazisu radicimmunvizsgalattal mértik ki-
16nbéz6 (az injekcié beadasat kdvetd
0,5 6ra és 7 nap kdzotti) idépontokban.
A peptidinjekcié a szabad anti-MBP-t (ki-
toltott kdrék) atmenetileg kéz6mbdsitette,
a kotétt anti-MBP-re (lires korok) viszont
nem hatott. Az injekcié utén 1 és 2 éraval
az autoantitesteket nem lehetett kimutat-
ni, mennyiségiik az injekciétdl szamitott
12. és 24. 6ra kdz6tt kezdett visszatérni a
kiindulasi értékhez. Hasonld eredménye-
ket tapasztaltunk hét masik krénikus
progressziv MS-paciensnél. 17B. abra:
13 hénappal a 17A. abran szerepl8 intra-
tekélis peptidinjekcié utan 500 mg
pMBP75-95-6t adtunk be intravéndsan
(50 ml natrium-klorid-oldatban), majd
3 hénapon at mértiikk az MBP-specifikus
autoantitesteket a CSF-ben (k&zépérték
1820ras).

A 18. dbra sszegezve mutatia a CSF anti-MBP-

szinteket 13 krénikus progressziv MS-pa-
ciensnél, akik kozll ketten pMBP75-95-6t,
a tobbiek pedig pMBP86-95-6t kaptak egy
5-6 mg/testtdmeg-kg intravénas injekcié
alakjaban (IV #1, 256-500 mg normal nat-
rium-klorid-oldatban), majd mértik a sza-
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bad és kététt anti-MBP-szinteket (kitdltott,
illetve Gres kordk). Az IV #1 utani 1. és 4.
hénap kézétt az autoantitestszintek ala-
csonyak vagy kimutathatatlanok voltak,
azutan kezdtek visszatérni a Kiindulasi
értékhez. Az IV #1 utani 6. és 10. hénap
kézétt minden paciens kapott egy ma-
sodik, ugyanolyan dézisi intravénas
pMBP82-98 injekciot (IV #2).

Az aldbbiakban részletesen ismertetjik a talal-
manyt.

A taldlmany szerinti megoldasban vizsgalt kivalasz-
tott peptidek szekvencidjuk szempontjabdl lényegében
homoldgok a human myelin bazikus fehérje aminosav-
szekvenciajanak egy részével. A ,lényegében homoldg”
kifejezés azt jelenti, hogy a human myelin bazikus fe-
hérie és a peptidek aminosavszekvencidja kozott lehet
némi eltérés, feltéve, hogy a peptidek ezzel az eltérés-
sel egyltt megfelelnek a tervezett felhasznalasi célnak,
vagyis csdkkentik a human myelin bazikus fehérje elleni
antitestek (anti-MBP) termelését. A leirdsban megadott
kitanités alapjan az atlagosan mlivelt szakember kisér-
leti Uton kdnnyen meghatarozhatja, hogy a kivalasztott
peptidekben melyek azok a szekvenciaeltérések, ame-
lyek a peptidek funkcidjat nem befolyasaljak.

A talalmannyal kapcsolatos tovabbi munkank soran
egy 41 dekapeptidbél allo sorozattal végzett kompetitiv
inhibicids vizsgalatok alapjan finomitottuk, és a 86. és
95. aminosav kozdtti teriileten lokalizaltuk az MBP-nek
az MS anti-MBP-t megkdtd epitdpjat. A B anti-MBP leg-
nagyobb mértékl (95% vagy nagyobb) inhibicidja alap-
jan megéllapitottuk, hogy az MS anti-MBP-t megkétd
MBP-epitop a 86. és 95. amingsav kdzott talalhato.
A hatasos dekapeptidek legkisebb kdzds régidja a 87.
és 93. aminosav kdzétti szakasz.

A talalmany szerinti alkalmazésban vizsgalt vegy(-
letek a polipeptidek szintetizalasara altalanosan elfo-
gadott modszerek szerint allithatok elé. A ,peptid” kife-
jezés a rekombinans DNS-technikaval eléallitott pepti-
deket is magaban foglalja. A talalmany oltalmi kérébe
tartozik azon DNS-szekvencia meghatdrozdsa is,
amely a talédlmany szerinti valasztott peptidek szekven-
ciajanak ismeretében a valasztott aminosavszekven-
ciat kédolja. A megfelelé DNS-szekvencia a DNS-szek-

Szekvenciaazonositd szam: 1.
61
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vencidk szintézisének hagyomanyas, ismert médsze-
reivel allithats elé. Az ily médon eléallitott DNS-szek-
vencidkat azutan alkalmas hordozékba klénozhatjuk,
és felhasznalhatjuk a megfelelé gazdasejtek transzfor-
malasara, hogy azok a rekombinans peptidet termel-
jék. Mindezek hagyoményos, az atlagosan muvelt
szakember altal j6l ismert eljarasok.

A taldlmany szerinti alkalmazésban vizsgélt pepti-
dek szekvencidjukat tekintve lényegében homoldgok a
human myelin bazikus fehétje aminosavszekvencidja-
nak egy részével. Ez azt jelenti, hogy a peptidek tet-
szbleges hosszisaguak lehetnek, azzal a feltétellel,
hogy hosszisaguk elegendé a human myelin bazikus
fehérje elleni antitestek termelésének csokkentéséhez,
de nem olyan hosszlak, hogy el8idéznék a korabbi ki-
seérletek soran tapasztalt problémakat, mikor MBP-pep-
tideket in vivo alkalmaztak sclerosis multiplex kezelé-
sére. A taldlmany szerint vizsgalt peptidek legalabb
10 aminosav hosszlsaguak lehetnek. A taldlmany
egyik példajaban a peptidek hossza kdriilbellil 10 és
kérllbelll 25 aminosav kdzdtti. Ha a talalmany szerinti
megoldasban a peptideket egy flzids feherje részeként
alkalmazzuk, akkor a peptid teljes hossza sokkal na-
gyobb lehet.

Megallapitottuk, hogy a h-MBP aminosavszekven-
ciajanak lényegében megfeleld kivalasztott peptidek az
anti-MBP termelését hatasosan csokkentik. Ezek a
peptidek a h-MBP aminosavszekvencidjaban a kordl-
bellil 61. és kortilbelll 106. aminosav kdzotti szakasz-
nak felelnek meg. Az egyik példaban a peptidek — ame-
lyeket a szabad anti-MBP kdzdmbdsitésére haszna-
lunk — a h-MBP aminosavszekvencidjaban a 75. és ké-
rilbelil 106. aminosav koziti szakasznak felelnek
meg. Egy masik példaban, amelyben a peptideket az F
anti-MBP kdzémbdsitésére vagy az F és B anti-MBP
szintézisének csdkkentésére hasznaljuk, ezek a
h-MBP aminosavszekvencigjaban a kérllbelll 82. és
kérllbelll 99. aminosav kdzotti szakasznak felelnek
meg. Tehat a peptideket Ugy valasztjuk, hogy az alabbi
1. azonosité szamu szekvencidbdl kivalasztunk egy
Gsszefligg8, 10 és 25 kozdtti szamu aminosavbdl alld
szakaszt, azzal a feltétellel, hogy az igy kapott szek-
vencia a myelin bazikus fehérje elleni antitesteket ké-
zOmbdsiti vagy termelésiiket modulalja:

His His Pro Ala Arg Thr Ala His Tyr Gly Ser Leu Pro GIn Lys Ser His Gly Arg Thr Gin Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe
Phe Lys Asn lle Val Thr Pra Arg Thr Pro Pro Pra Ser Gin Gly Lys Gly

106
llyen peptidek az alabbiak:
MBP61-75

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

MBP64-78

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

MBP69-83

Tyr Gly Ser Leu Pro Gln Lys Ser His Gly Arg Thr Gln Asp Glu

MBP75-95

Lys Ser His Gly Arg Thr Glu Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr
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MBP80-97

Thr Gln Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr Pro Arg

MBP91-106

Lys Asn lle Val Thr Pro Arg Thr Pro Pro Pro Ser Gin Gly Lys Gly

A taldlmany egyik megvaldsitdsaban a peptidek
R;-Val-His-Phe-Phe-Lys-Asn-lle-R,
altalanos képlet vegylletek és soik — a képletben R,
és R, jelentése egymastdl fiiggetlenll hidrogénatom,
hidroxicsoport, egy aminosav- vagy polipeptidmaradék,
azzal a feltétellel, hogy Rq és R, kdziil nem lehet mind-

MBP84-93
Asn Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle
MBP85-94
Pro Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val
MBP86-95
Val Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr
MBP87-96
Val His Phe Phe Lys Asn lle Val Thr Pro
MBP8§2-98

10

ketté egyidejlleg hidrogénatom vagy hidroxicsoport.
A peptid tartalmazhat szubsztiticiékat, delécidkat vagy
addicidkat, feltéve, hogy az anti-MBP termelését ko-
zombdsité vagy moduldlé hatasat megtartja.

A taldlmany szerinti alkalmazasban hasznalhatd
peptidek példaul a kdvetkezdk:

Asp Glu Asn Pro Val Val His Phe; Phe Lys Asn lle Val Thr Pro Arg Thr

Az MBP82-98 peptidnek jobb az oldhatdsaga, mint
a taldimany szerinti tébbi peptidnek, mert 5 tovabbi hid-
rofil aminosav van benne. Ezért ez a peptid a tdbbihez
képest elénydsen alkalmazhatd.

Jelenleg is folyik az anti-MBP lehetséges szerepé-
nek kutatasa az MS patogenezisében. Eldszér Panitch
és munkatarsai {Panitch, H. S., Hoaper, C. S., and
Johnson, K. P., [Arch Neurol 37:206-209, (1980)]} -
akik szilard fazisu radioimmunvizsgalatot alkalmaztak
tengerimalac MBP-vel — irtdk le az anti-MBP-titerek
megemelkedését aktiv MS-ben szenvedé betegeknél.
Az MS akut sulyosbodasi fazisaban levé pacienseknél
a féleg szabad forméban jelen 1év8 anti-MBP szintje
rendszerint magas, mig a klinikai enyhiilés fazisaban
az anti-MBP-szint egyes pacienseknél ki sem mutatha-
t6. Az akut visszaesésbél az enyhiilésbe valé atmenet
id6szakaban a szabad anti-MBP titere heteken vagy
hénapokon &t fokozatosan csokken, az antitest kdtott
frakcidéinak mennyisége viszont a kiindulasi értékhez
képest ndvekszik. Mas, enyhllési fazisban 1&vd pa-
cienseknél a szabad és kotétt anti-MBP titerek alacso-
nyak, és az F/B arany 1-nél kisebb, ami arra utal, hogy
az anti-MBP-hez egy vagy tdbb, az anti-MBP-t neutrali-
zalé antitest k6tédik. Egyes esetekben a betegség ak-
tiv fazisaiban sem volt kimutathato az anti-MBP olyan
pacienseknél, akik az MS klinikai kritériumainak megfe-
lelnek, vagy akiknél az MS neuropatolégiailag bizonyi-
tott. Lehet, hogy az ilyen paciensekben mas myelinfe-
herjék elleni antitestek vannak jelen. Az, hogy nincs
egy specifikus antitestre vonatkozo elképzelés, nem
zarja ki azt, hogy az MS-paciensek tébbségenél az an-
ti-MBP jelent8s szerepet jatszik a demielizacié mecha-
nizmusaban.

Nemrégiben egy MBP antitestet talaltunk az
MS-paciensek gerincfolyadékabol tisztitassal kinyert
lgG-frakcidban {Warren, K. G. and Catz, I. [J Neural
Sci 96:19-27 (1990)]3. Aktiv betegeknél MBP elleni pri-
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mer antitestek talalhatdk szabad és kot6tt formaban: az
akut sulyosboddsi fazisban az F/B arény 1-nél na-
gyobb, a krénikus progresszio fazisaban pedig 1-nél ki-
sebb {Warren, K. G. and Catz, I., [Ann Neural
209:20-25 (1986)]; Catz, |. and Warren, K. G., [Can J
Neurol Sci 13:21-24 (1986)]; valamint Warren, K. G.
and Catz, I., Ann Neurol 21-183-187 (1987)]}. A sze-
kunder antitestek, amelyek az anti-MBP-t kozombdsi-
tik, akkor jelennek meg, mikor a betegség inaktivva va-
lik. A tercier antitestek, amelyek az anti-MBP kéz6mbd-
sitését gatoljak, akkor vannak jelen, ha a betegség kro-
nikusan progressziv, és nem valik inaktivva. Az a tény,
hogy az MS kiilénb&z8 fazisaihoz egy MBP antitest-
kaszkad tartozik, azt mutatja, hogy ennek fontos szere-
pe lehet a betegseg természetes kortorténetében.

Bar az MBP elleni antitestek kimutathaték az aktiv
MS-paciensek gerincfolyadékdban, kdzvetlen szerepik
a demielizacié patogenezisében még bizonyitasra szo-
rul. Az, hogy az MBP elleni antitestek részt vesznek az
MS mechanizmusaban, legjobban az in vivo down-re-
gulacids hatasuk alapjan bizonyithatd, kivalasztott pep-
tidek beadasaval és a betegség klinikai lefolyasanak
monitorozdsaval. Ha az anti-MBP az egyetlen olyan
antitest, amely az MS-ben végbemend demielizaciéval
kapcsolatban all, akkor lehet, hogy ez a folyamat blok-
kolhaté olyan kivalasztott MBP-peptidek intratekalis
és/vagy intravénas beadasaval, amelyek in situ csdk-
kentik az anti-MBP szintjét (down-regulécio), és fokoz-
zak az MBP-vel szembeni toleranciat. Az MS-ben vég-
bemend demielizaciéban mas human myelinfehérjék is
szerepet jatszhatnak, igy olyan peptidek alkalmazasa
is a talalmany oltalmi kérébe tartozik a megfelelé anti-
testek szintjének cstkkentésere, amelyek 1ényegében
szekvenciahomolégok ezen egyéb myelinfehérjék ami-
nosavszekvenciajanak egy részevel. A korabbi kisérle-
tek, amelyekben az MS-t heterolég MBP intramuszku-
laris vagy szubkutan beadasaval prébaltak kezelni,
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nem voltak teljesen sikeresek {Campbell, B., Vogel, R.
J., Fisher, E. and Lorenz, R. [Arch Neurol 29:10-15
(1973)]; Gonsette, R. E., Delmotte, P. and Demonty, L.,
[J Neurol 216:27-31 (1977)]; valamint Romine, J. S.
and Salk, J., In: Hallpike, J. F., Adams. C. W. M. and
Tourtelotte, W. W., eds. [Multiple sclerosis. Baltimore,
Williams & Wilkins, (1982): 621-630]}, viszont a talal-
many szerinti, az anti-MBP termelését kdzdmbdsitd
vagy csokkentd MBP-peptidek intratekalis és/vagy int-
ravénas beadasa kedvezébb eredményeket hozott.

Az MS éllatmodellje, a kisérleti allergias encephalo-
myelitis (EAE) egy T-sejt-medialt demielizacios beteg-
ség. Gaur, A. és munkatarsai [Science 258,
1491-1494 (1992)] szerint az EAE-ben javulas érhetd
el, ha a beteg egereket szintetikus MBP-peptidekkel
beoltjak. Critchfield, J. M. és munkatarsai [Science
263, 1139-1143 (1994)] leirjak, hogy egerekben MBP-
peptidek nagy dézisa hatdsara az autoreaktiv T-sejtek
eltlintek, és megszlintek az EAE klinikai és patolégiai
jelei. Cheu, W. és munkatarsai [Science. 265,
1237-1240, 1194] szerint az MBP még ordlisan bead-
va is modulalja az EAE-t azaltal, hogy periférias tole-
ranciat (csdkkent valaszkészséget) idéz elé. Az
MS-betegek myelinroncsolddasaban szerepet jatszd
T-sejtek, B-sejtek és makrofagok modulaldsédhoz adott
esetben egy olyan kombindciét kell intravénasan vagy
intratekalisan beadni, amely myelinantigéneket vagy
ezen antigének szintetikus peptidjeit tartalmazza.

A taldlmany targya tehat hatéanyagként az
MBP82-89 peptid alkalmazasa sclerosis multiplex ke-
zelésére szolgald gydgyszerkészitmény eldallitaséra,
a peptidet egy gyégyaszatilag elfogadhaté hordozo-
anyaggal 6sszekeverve. A gyogyaszatilag elfogadha-
t6 hordozdanyagok a szakmaban ismertek, ilyen pél-
daul a normal séoldat (0,9%-0s natrium-klorid-injek-
Cio).

A taldimany szerinti alkalmazasban a peptidek az
embereknek a sclerosis multiplex kezelésére vagy eny-
hitésére adhaték be. MS kezelése esetén a terapias
dézis intravénasan korllbelll 1,0 és kortlbelll
10,0 mg/testtdmeg-kg kdzé eshet, intratekalisan pedig
a teljes ddzis koriilbelll 1 és kérllbelll 100 mg kdzotti
lehet. Az egyik példaban a peptidet intravénasan, intra-
tekalisan vagy kombindltan adjuk be. A peptidek bead-
hatok egyszeri vagy kivant esetben tébb egymas utani
ddzisban.

A talalmany megvaldsitasa soran azt tapasztaltuk,
hogy az intravénas beadas mind a szabad, mind a k&-
tott anti-MBP-t cs6kkenti, mig az intratekalis beadas
csak a szabad anti-MBP kdzdémbdsitésében vagy mo-
duldlasaban hatésos.

A taldlmany egyik megvaldsitasaban azt tapasztal-
tuk, hogy MBP-peptidek sorozatos intratekalis beadasa
monoszimptomas relapszusban szenveddé paciensek-
nek az F anti-MBP-t csdkkenti, és az alacsony szintet
az injekcidk beadasa utan hénapokon at fenntartja. En-
nek a megvalésitasnak egyik példajaban 4-5 napon at
naponta 50 mg MBP-peptidet adtunk be egy paciens-
nek. Egy masik példa szerint a kezdeti injekcidk utan
egy-két hét mulva egy tovabbi dézis adhatd be.
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Az alabbi példak a taldlmany részletesebb ismerte-
tésére szolgdlnak, annak oltalmi kdrét nem befolya-
soljék.

1. példa

Humén myelin bazikus fehérje elleni antitest

kb6z8mbdsitése in vitro

Az 1. &bran 18 szintetikus peptid lokalizacidja lathatd
az eredeti human MBP-molekuldhoz viszonyitva. A nativ
MBP-t MS-mentes agyszévethdl izoldltuk a Diebler, G.
E., Martenson, R. E. és Kies, M. W. [Prep Biochem
2:139-165 (1972)] éltal leirt modon, majd gélsziiréssel
és forditott fazisi nagynyomasu folyadékkromatografia-
val (HPLC) tisztitottuk. A végsd antigénkészitmények
tisztasagat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellen-
driztilk. A tovabbi vizsgalatokhoz csak azokat hasznal-
tuk, amelyek 18,5 KD molekulatomeggel vandoroltak.
A tisztitott MBP-t antigénspecifikus affinitaskromatogra-
fiahoz, kozombositési vizsgalatokhoz és a szilard fazisd
anti-MBP radioimmunvizsgalathoz hasznaltuk.

Tizennyolcféle, 8-25 aminosavbdl allé, a h-MBP
hosszat lefedd peptidet szintetizaltunk a Groome, N.
P., Dawkes, A., Barry, R. és munkatarsai [J Neuroim-
mun 19:305-315 (1988)] altal leirt Fmoc (9-fluorenil-
metoxi-karbonil}-médszerrel. A peptidek tisztasagat
forditott fazisti HPLC-vel ellenériztlk, ehhez C18 osz-
lopot és 0,1% trifluor-ecetsavat tartalmazé viz/acetonit-
ril gradienst alkalmaztunk. A peptidek aminosavanalizi-
sét is elvégeztiik a szokasos elemzési modszerek al-
kalmazésaval. A vizsgalatban sok olyan peptidet hasz-
naltunk, amelyek egy nem természetes ciszteinmara-
dékot tartalmaztak, mert ezeket azzal a céllal allitottuk
elé, hogy a Freund-féle adjuvanssal alkalmazva immu-
nogénként mikdadjenek. Megallapitasainkat ez val6szi-
niileg nem érinti.

35 akut visszaes6é MS-pacienstdl a tlinetek fellépe-
se utan 1 héten belll gerincfolyadékot (CSF) vettlnk,
és nefelometridsan (zavarossagméréssel) meghata-
roztuk az IgG-szinteket. A vizsgalathoz olyan CSF-min-
takat valasztottunk, amelyekben az abszollt 1gG-szint
kezdeti értéke magas (>0,080 g/l), és az anti-MBP-titer
megemelkedett (F/B arany >1,0). Minden paciens klini-
kailag azonositott MS-beteg volt.

Az IgG-t a kardbban leirt médon {Warren, K. G. and
Catz, I. [J Neurol Sci 96:19-27 (1990)]} protein A-Sep-
harose (Pharmacia™) affinitAskromatografiaval nyer-
tik ki az akut MS-paciensek koncentralt gerincfolyadé-
kabol. Minden IgG-preparatum tisztasagat poliakril-
amid-gélelektroforézissel és izoelektromos fokuszalas-
sal ellendriztik. Mikor a tisztitott IgG-ben a megemel-
kedett anti-MBP-szint az MBP-vel végbemend ab-
szorpcio révén nullara csdékkent, az abszorpcié utan
kapott fellliszé folyadékok visszamaradt IgG-t tartal-
maztak, ami azt mutatja, hogy az anti-MBP csak egy
részét képezi a megemelkedett [gG-nek.

Tisztitott MBP-t CNBr-aktivalt Sepharose 4B-hez
(Pharmacia™) kapcsoltunk a gyarté Utmutatasa sze-
rint. A 35 akut visszaes§ MS-pacienstdl szarmazé,
megemelkedett anti-MBP-szint(, tisztitott CSF 1gG-bdl
izoléltuk az anti-MBP-t MBP-Sepharose affinitaskroma-
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tografia alkalmazasaval a Warren, K. G. és Catz, I. [J
Neurol Sci 103:90-96 (1991)] altal leirt modon. A tiszti-
tott anti-MBP-mintékat poliakrilamid-gélelektroforézis
segitségével dsszehasonlitottuk az eredeti IgG-forras-
sal. Mikor a tisztitott anti-MBP-mintakat az MBP nullara
abszorbedlta, az abszorpcid utani fellliszd nem tartal-
mazott visszamaradt 1gG-t — ez az anti-MBP tisztasa-
gat mutatja.

Egy folyékony fazisi vizsgalatban anti-MBP kons-
tans mennyiségeit (15 radioaktiv kétési egység, ami a
skala megnyujtasa céljabdl 100%o-nek felel meg) no-
vekvd mennyiségii (0—1000 ng) h-MBP-vel, illetve O és
10 000 ng kozotti egyedi MBP-peptidekkel inkubaltuk,
majd 1,5 6ra mulva minden keverékben meghataroztuk
a szabad anti-MBP szintjét. A kdzdmbdsitési kisérle-
tekhez 7 MS-paciensbdl egyenként izolalt, illetve
10 kilonbozé MS-pacienstdl dsszegy(ijtott anti-MBP-t
hasznaltunk. Negativ antigén dsszehasonlitoként
10-1000 ng borji-thymus hisztont és human szérumal-
bumint, pozitiv antitest 6sszehasonlitoként pedig egy
MBP64-78 peptid elleni monoklonalis antitestet (MAb)
és egy MBP1-8 peptid elleni poliklonalis nyulantiszéru-
mot alkalmaztunk {Groome, N., Harland, J., and
Dawkes, A. [Neurochem Int 7:309-317 (1985)); és Bar-
ry, R., Payton, M., and Groome, N. [Neurochem Int
2:291-300 (1991)]}. A 45-50 epitdppal szemben nega-
tiv antitest 0sszehasonlitéként egy masik egér mono-
klondlis antitestet hasznaltunk.

Az anti-MBP-szinteket szilard fazist radioimmun-
vizsgalattal mértiik, human MBP alkalmazasaval {War-
ren, K. G. and Catz, I. [Ann Neurol 209:20-25 (1986)];
Warren, K. G. and Catz, I. [Ann Neurol 21:183-187
(1987)]; és Warren, K. G. and Catz, I. [J Neurol Sci
91:143-151 (1989)]}. Az affinitaskromatografia minden
frakciéjaban, valamint az 0sszes neutralizaciés keve-
rékben mértiik a szabad anti-MBP-szinteket. Minden
egyes mintadn 4 meérést végeztink ugyanazzal a joédo-
zott anyaggal, hogy a vizsgalatok kézotti szérodast mi-
nimalisra cstkkents(ik.

A tisztitott anti-MBP-t teljes mértékben kézémbdsi-
tette az MBP, valamint az MBP80-97, MBP91-106 és
MBP75-95 peptid, részlegesen kdzémbdsitette az
MBP64—78, MBP69-83 és MBP61-75 peptid (lasd az 1.
tablazaton és 2. &bran). A tovabbi 12 peptid a tisztitott
anti-MBP-t nem kézémbdsitette, ezek kinetikai gorbéi a
2. abran lathaté sraffozott teriiletre esnek. A borju-thy-
mus hiszton s a human szérumalbumin a tisztitott anti-
MBP-vel meg 1000 ng koncentréaciéban sem reagalt. Az
MBP64-78 peptid elleni MAb-t csak az MBP64-78 pep-
tid, az MBP1-8 peptid elleni MAb-t pedig csak az
MBP1-8 peptid inhibidlta. Az MBP45-50 peptid elleni
MAb sem az MBP-vel, sem a peptidekkel nem reagalt
(az abran a vilagossag kedveeért az sszehasonlité ada-
tokat nem tiintettlk fel). A kontrolmintak mutatjak a
neutralizaciéra vonatkozd elképzelés érvényessegeét,
mert minden Gsszehasonlité antitestet az a peptid ké-
zémbdositett telies meértékben, amelytél ezt vartuk, és
egyetlen mas peptid sem. Tehat azt tapasztaltuk, hogy a
felismerés még nagy (10 000 ng) koncentracidkban is
specifikusan megy vegbe.
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1. tablazat

Human MBP-szekvencia Reakcid anti-MBP-vel

1-170 ++
1-8 Cy -
Cy 4-18 -
Cy 11-24 -
18-32 -
26-40 -
Cy 35-58 -
Cy 51-64 Gly +
Cy 64-78 *
Cy 61-75 +
Cy 69-83
Cy 75-95
Cy 80-97 Gly
Cy 91-106 -
117-129 -
Cy 127-140 -
Cy 136-149 -
141-155 -
Cy 149-162

++

++

++

++ teljes kdzdmbosités
+ részleges kdzdmbosités
— jelentéktelen reakcio

A 7 MS-paciensbdl egyenként izolalt anti-MBP-t a
h-MBP, valamint az MBP80-97, MBP91-106 és
MBP75-95 peptid telies mértékben kozdmbdositette
(lasd a 3. abrat mint illusztrativ példat). Minthogy az
egyes MS-paciensektdl csak korlatozott mennyiség
anti-MBP-t kaptunk, a tébbi 15 peptiddel hem végeztik
el a reakciot.

Mint mondottuk, az anti-MBP-t a korllbelll 61. és
kortilbell 106. aminosav kdzé esé peptidek kz6mbd-
sitették. Az anti-MBP-t nem k&zdmbdsité peptidek a
h-MBP aminoterminalis véget (koriilbellil az 1-63. ami-
nosav) és karboxiterminalis végeét (kordlbelll a 117. és
162. kdzdtti aminosavak) fedik le. Ugy latszik, hogy az
MBP kiilénb6zé, egymast nem atfedd régidi k6zombdo-
sitik ugyanazt az (egy vagy tébb) antitestet. Ez Ugy ma-
gyarazhatd, hogy az antitestek egy nem dsszefliggd
(tobbrészes) epitépot ismernek fel, amely kilénb6zé
régiékban 1évé amingsavakat tartalmaz. Hasconl6 jelen-
séget tapasztaltak Hruby és munkatarsai {Hruby, S.,
Alvord, B. C., Groome, N. P. et al. [Molec Immun 24:
1359-1364 (1987)]}, akik kimutattak, hogy egy patkany
mongcklonalis antitestnek van egy f6 epitépja a
112-121. MBP-szekvenciaban, de erés keresztreak-
ciot ad egy masik epitoppal, amely a 39-91. peptidben
talalhatd. Ez valdsziniibb, mint az a feltevés, hogy az
antitest keresztreakciot ad két teljesen kiilénb5z6 szek-
venciaval, amelyek nem képeznek egy nem folytonos
epitopot {Hruby, S., Alvord, E. G., Martenson. R. E., és



1 HU 226 768 B1 2

munkatarsai [J Neurochem 44:637-650 (1985)]}.
A neutralizaciés eredményeket lehet Ugy magyarazni,
hogy az MBP kiildnbdz8 részeibdl szarmazd peptidek
mindegyike részlegesen foglalja el az antitestkéts ,zse-
bet” Ugy, hogy az antitest klilénbdz8 aminosav-oldal-
l&ncaival reagalnak. Ez a magyarazat 6sszhangban all
azzal a megfigyeléssel, hogy a teljes inhibiciét nyujtd
peptidek (MBP80-97, MBP91-106 és MBP75-95) in-
hibidloé hatasa molarisan koriilbelil a szédzadrésze az
eredeti MBP hatdséanak. A fenti hipotézis szerint ennek
az lehet az oka, hogy az egyes peptidklénok nem ké-
pesek elérni az eredeti MBP kotési energiajat.

2. példa

Humén myelin bazikus fehérje elleni antitest

k6z6mbésitése vagy termelésének modulalasa in

vivo

Paciensek kivalasztasa és kontrollvizsgalatok

Az ezen kutatasi tervbe bevont pacienseket a Multi-
ple Sclerosis Patient Care and Research Clinic of the
University of Alberta Edmonton, Canada (az Albertai
Egyetem Sclerosis Multiplex Gondozasi és Kutatdsi
Klinikaja) vizsgalta. A pacienseknél a sclerosis multip-
lexet klinikailag a Schumacher-féle kritériumok (1965)
alapjan allapitottuk meg, és a diagnézist az agy mag-
neses rezonanciafelvételével és CSF immunkémiai
profillal tamasztottuk ald. Annak bemutatdsara, hogy
kronikus progressziv MS-ben az anti-MBP hosszu
idén, hénapakon vagy éveken at tartésan magas szin-
ten marad, a pacienseken tobbszdri gerinccsapolast
végeztlink, és kdvettlk az F és B anti-MBP-szint alaku-
lasat. Azt tapasztaltuk, hogy krénikus progressziv
MS-pacienseknél az autoantitestek szintje akar
11 éven at is tartésan magas értéken marad, és az an-
ti-MBP-szintekben spontan csékkenés nem fordul elé
(ezt mutatja a 4. dbra).

Annak eldéntésére, hogy a kezdetben magas CSF
anti-MBP-szintek viszonylag éallandéak maradnak-e
24 dran at, 2 pacienstdl (1F56 és 3M66) 2 dran at
30 percenként, majd 24 6ra milva CSF-mintakat vet-
tink, és mértiik az F és B anti-MBP-szinteket (5A. és
5B. abra). Az 1F56 és 3M66 paciens ,id6beli 6sszeha-
sonlitéként” szolgalt. Az F és B anti-MBP-szintek a
2 dran at 30 percenként, majd 24 éra mulva vett CSF-
mintakban allandé magas értéken maradtak.

Két masik paciensnél (4M45 és 5M59; 5C., illetve
5D. abra) azt vizsgaltuk, hogy milyen hatast okoz, ha a
CSF-be 5 ml normal s6oldatot injektalunk. Ezek a pa-
ciensek ,id6-sdoldat-kontrollként” szolgaltak. Az 5 ml
normal sooldat intratekalis beadasa utan a CSF-bdl a
fenti médon vett mintakban az F és B anti-MBP-értékek
megmaradtak a magas kiindulési szinten, ami azt mu-
tatja, hogy a sdoldat ,higité hatasa” az anti-MBP tite-
rekre elhanyagolhatd.

Az anti-MBP-szinteket szilard fazisu radicimmun-
vizsgalattal hataroztuk meg Immulon mikrotiterlemezre
felvitt human MBP-vel. Az Immulon mikrotiterlemez
kanként 1 pl-t) téltottiink, és a lemezt 37 °C-on egy éj-
szakan at inkubaltuk. Ezutan marhaszérum-albuminba
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(BSA) martva lehitdttik, vizzel hadromszor atmostuk,
és szobah8mérsékleten taroltuk. Az MBP-vel bevont
lyukakban 100 pl-es CSF vagy szévetkivonat-mintdkat
0,5% BSA-t és 0,05% Tween 20-at tartalmazé 0,01 M
Barbitol-pufferolt séoldattal (BBS, pH=6,9-7,1) 0,010 g
IgGlliter koncentraciéra higitva 1-2 éran at szobahé-
mérsékleten inkubaltunk. Ezutdn a lyukakat 0,5%
BSA-t és 0,05% Tween 20-at tartalmazé 0,01 M BBS
pufferrel 6tszor atmostuk, nyllban készitett ellen-
anyaggal szemben kecskében készitett IgG-F¢ specifi-
kus ellenanyaggal (0,5% BSA-t és 0,05% Tween 20-at
tartalmazo 0,01 M BBS-ben) 1 éran at szobah6mérsék-
leten inkubaltuk, majd a fenti madon &blitettik. Végiil
125|fehériét (vagy 1251-G-fehérjét) adtunk hozza, és
szobahémérsékleten 1 éran at inkubaltuk. Mikor nyom-
jelzoként 1251-G-fehérjét hasznaltunk, akkor a vizsgalati
pufferben és a leh(itéshez alkalmazott BSA-t tojasfe-
hérje-albuminnal helyettesitettik. Minden mintat
10 példanyban futtattunk, és 10 percig szamlaltunk,
hogy minden pozitiv mintahoz 10 000-nél nagyobb be-
Utésszamot gyljtsiink Ossze.

Vizsgalat el6tt minden CSF- és/vagy szdvetmintat a
végsd 0,010 g/l IgG-koncentraciora higitottunk. Az F
anti-MBP-t kdzvetlenill a CSF-bdl vagy a szivetkivo-
natbdl mertlik, mig az antitestek B-szintiének meghata-
rozasahoz az immunkomplexeket elébb savas hidroli-
zissel, pH=2,2-es glicin-HCI pufferben elbontottuk.
A nemspecifikus kdtést minden mintanal bevonat nél-
kili lyukakban alakitottuk ki. Az epitdp lokalizacidjdhoz
a szintetikus peptideket elészor egy folyékony fazisu
kompetitiv kotési vizsgalatban tisztitott antitestekkel
reagaltattuk, majd az igy kapott fellluszékban radicim-
munvizsgélattal meghataroztuk az anti-MBP-t. A kom-
petitiv kétési vizsgalat és a radioimmunvizsgalat kombi-
nalt eredményeit a szintetikus peptid inhibiciés szazalé-
kaként adjuk meg: inhibicié %=100-radioaktivitasi egy-
ségek szdma. Minden méréshez 10 parhuzamos mintat
készitettlink, és ezeket egy LKB1275 Minigamma
szamldléval 10 percig szamlaltuk. Pozitiv ésszehason-
litéként szovetekbdl tisztitassal kinyert és &sszegyijtott
anti-MBP-t hasznéltunk 5-féle higitasban. Negativ
dsszehasonlitéként neuroldgiai betegségekben nem
szenvedd paciensektél gy(jtott CSF-et alkalmaztunk.
A vizsgalaton bellli reprodukélhatéség 3 és 5% kdzétt,
a vizsgélatok kdzétti széras pedig 7% alatt volt.

Ennek a kutatdsnak a kdvetkezd lepését az tette le-
hetévé, hogy a vizsgélatban &sszehasonlitdkent (idé-
és higitasi kontrollként) részt vevs péaciensekben a
CSF anti-MBP-szintje megmaradt a kezdeti magas és
allandé ertéken.

1. fazist kettds vak kisériet peptidek

0sszehasonlitasara — intratekalis injekcio

Az 1. fazisu kiserletet azért végeztiik, hogy megha-
tarozzuk az MBP75-95 szintetikus peptid hatésat a
CSF szabad és kotott anti-MBP-titerére. Miutan meg-
kaptuk az engedélyt az Albertai Egyetem Kutatasetikai
Bizottsagatdl, a kutatasi tervet a betegség elérehaladott
stadiumaban 1évé, a Schumacher-kritériumok {Schuma-
cher és munkatarsai [Ann. N. Y. Acad. Sci., 122,
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552-568 (1965)]} alapjan klinikailag azonositott, sulyo-
san rokkant progressziv MS-betegeken hajtottuk végre.
A vizsgélatra 14 pédciens jelentkezett dnkéntesen;
miutan megkaptuk téllik a beleegyezési nyilatkozatot,

ci6 Gsszetételét. Minden peptidet egy fliggetien orvos
altal véletlenszerlien generalt 7 jegyl szammal kédol-
tunk. A peptidparokat 5 ml normal séoldatban oldottuk,
és ndvekvd (1, 2,5, 5, illetve 10 mg-os) dézisban, lum-

hyolc beteget valasztottunk ki a CSF kezdeti F anti- 5 balpunkcié Utjan injektaltuk a CSF-be. A CSF-b8l mintat
MBP-titere alapjan (8 radioaktivitasi egység folétt, lasd vettiink az injekcié elbtt (kezdeti érték), az injekcié utan
a 2. tablazatot). Ezek 1 intratekdlis injekciét kaptak, 2 ébraig 30 percenként, 24 éra milva, majd hetenként
amely vagy MBP75-95 peptidet tartalmazott — amely in egyszer 3-4 hétig, amig az anti-MBP vissza nem tért a
vitro megkototte az anti-MBP-t —, vagy dsszehasonlé- kezdeti értékre. Minden levett CSF-mintdban mértik a
ként a nem k&té MBP35-58 peptidet (Warren and Catz, 10 sejtszdmokat, az &sszes fehérje-, glikéz-, IgG- és albu-
1993b). A kisérletet kettdsen vak madszerrel végezilik: minszintet. Az F és B anti-MBP-szinteket a fenti radio-
sem a kutaték, sem a paciensek nem ismerték az injek- immunvizsgalattal hataroztuk meg.
2. tablazat
Péaciens azonositd | Betegség fennalla- Kurtzke EDSS CSF anti-MBP (radioaktivi- Kutatashoz kiva-
szama, neme, kora sanak ideje (év) tési egységekben) lasztva
Szabad Kétott
(F) (B)
1F56 10 8.5 - Triplegia 9 10 igen
2M50 18 6 — Paraparesis 2 10 nem
3M66 20 9 - Quadriplegia 11 12 igen
4M45 21 9 - Quadriplegia 10 1" igen
5M59 28 9 - Quadriplegia 8 10 igen
6F53 19 9 - Quadriplegia 10 9 igen
7F33 11 6 — Paraparesis, ataxia 5 13 nem
8M41 8 8 — Triplegia 9 12 igen
9M49 7 7 — Paraparesis 5 10 nem
10F38 7 8.5 — Paraplegia 11 10 igen
11M49 20 8 — Triplegia 6 13 nem
12M35 12 6.5 — Paraparesis, ataxia 7 12 nem
13F43 15 8 — Paraplegia 9 10 igen
14F32 4 6 — Paraparesis, ataxia 8 7 nem

2. tablazat: 14 colyan krénikus progressziv MS-pa-
ciens klinikai adatai és CSF anti-MBP-szintjei, akik on-
ként jelentkeztek MBP-szintetikus peptidek egyszeri

ra. Ahhoz, hogy az injekcié utan szignifikans valtozast
lehessen elérni, a kezdeti anti-MBP-szintnek magas-
nak (>8 radioaktivitasi egyseg) kellett lennie, ezért a
vizsgéalathoz a 14 paciensbdl csak nyolcat valasztot-
tunk ki.

A vizsgélatokban hasznalt 6sszes peptidet az Ugy-
nevezett GMP kaddal (,good manufacturing product”),
a Procyon Inc. (London, Ontario, Canada) altal alkal-
mazott Fmoc (9-fluorenil-metoxi-karbonil)-médszer al-
kalmazasaval szintetizaltuk. A peptidek tisztasagat for-
ditott fazist nagynyomasu folyadekkromatografiaval el-
lendriztik, ehhez C18 oszlopot és 0,1% trifluor-
ecetsavat tartalmazo viz/acetonitril gradienst alkalmaz-
tunk. A témegspektroszkdpiat és aminosavanalizist is-
mert mddszerekkel végeztlk. A beadas elétt minden
peptidet ellendriztiink pirogenitas (lazkeltd hatas) (Van-
couver General Hospital, Vancouver, Canada), sterili-
tas (Provincial Laboratory for Public Health for Nor-
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thern Alberta, Edmonton, Canada) és akut toxicitas
(Provincial Laboratory for Public Health for Northern Al-
berta, Edmonton, Canada) szempontjabdl; a peptidek
.embernek beadhaté” mindsitést kaptak. A kddsza-
mokkal jeldlt szintetikus peptidek megfeleld mennyisé-
gét 5 ml steril normal sooldatban (USA Gydgyszer-
kényv szerinti 0,9%-0s nem pirogén natrium-klorid-in-
jekcid, Baxter Corp. Toronto, Canada), 0,22 um lyuk-
bbségu sterilizalo szlréegysegen (Millex-GX, Millipore
Corp., Bedford, MA, USA) keétszer atsz(irtik, majd lum-
balpunkcié Gtjan beadtuk a CSF-be.

T6bb paciensen végzett peptidvizsgalatok

A 6F53, 8M41, 4M45 és 1F56 paciens az anti-MBP
in vitro megkotéseére képes MBP75-95 szintetikus pep-
tidet, a 10F36, 13F43, 5M39 és 3M66 paciens pedig
dsszehasonldként a nem kétd MBP35-58 szintetikus
peptidet kapta névekvé, 1, 2,5, 5, illetve 10 mg-os
mennyisegben, amint a 6. abran lathaté. A 6F53 pa-
ciensnél (6B. abra), aki 1 mg MBP75-95-6t kapott, az
F anti-MBP 75%-kal csékkent, majd rdgton visszatért a
kezdeti értékhez; a 8M41 paciensnél (6D. abra), aki
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2,5 mg MBP75-95-6t kapott, az F anti-MBP teljes meg-
kétédését/kdzdmbdsitését tapasztaltuk, majd 24 6ra
mulva érte el ismét a kezdeti értéket; a 4M45 paciens-
nél (6F. abra), aki 5 mg MBP75-95-6t kapott, az F anti-
MBP hirtelen és teljes mérték( kétédésel/kdzémbaisité-
se kdvetkezett be, ez 7 napig fennmaradt, és csak a
21 nap mulva vett mintaban tért vissza a kezdeti érték-
hez; az 1F56 paciens (6H. dbra) 10 mg MBP75-95-6t
kapott, ami szintén elbidézte az F anti-MBP teljes kotd-
dését/kdzémbdsitését, ami 7 napig fennmaradt, és a
14, illetve 28 nap mulva vett mintaban tért vissza a kez-
deti értékhez. A 10F36, 13F43, 5M59 és 3MB86 pacien-
seknél, akik 1, 2,5, 5, illetve 10 mg-ot kaptak az
MBP35-58 nem koté dsszehasonlitéd szintetikus pep-
tidbdl, a CSF F és B anti-MBP szintje a kisérlet 24 éra-
ja folyaman véltozatlanul megmaradt a magas kezdeti
értéken, amint a 6A., 6C., 6E., illetve 6G. abran lathato.
A CSF hagyomanyos gyulladasjelzé paraméterei
MS-ben — példaul sejtszamok, az dsszes fehérje, az
lgG és az albumin szintje, oligoklonalis kdtegképzédés,
lgG-index és IgG-szintézis a kdzpanti idegrendszerben
— a peptidek beadasanak hatésara nem valtoztak.

Egy-egy paciensen végzett peptidvizsgalatok

Ezeket a kisérleteket azért végeztlik, hogy a pa-
ciensek kozétti szorédast minimalisra csokkentslk. Az
5M59 paciensnél, aki egyrészt ,iddkontrollként” szol-
galt, masrészt 5 mg MBP35-58 nem kotd peptidet ka-
pott, az F anti-MBP-szint mindkét esetben megmaradt
a magas kezdeti értéken (7A. abra). A 4M45 paciens
kezdetben ,higitasi dsszehasonlitd” volt, majd 2 hd-
nappal késébb 5 mg MBP75-95-6t kapott. F anti-MBP-
szintie a ,higitasi” kisérlet folyaméan minden mintaban
végig magas ertéken maradt, az MBP75-95 beadasa
utan pedig kimutathatatlanna vélt (7B. abra). Hasonlo
eredményeket kaptunk az 1F56 paciensnél, akinek F
antitestszintje az ,id6kontroll” kisérlet folyaman mind-
végig magas volt, majd 10 mg MBP75-95 beadasa
utan kimutathatatlanna valt (7C. abra). A 3M66 pacien-
sen eqy Osszetett kisérletet hajtottunk végre. F anti-
MBP-szintje az ,id6kontroll” kisérlet folyaman, tovabba
10 mg MBP35-58 beadasa utan is tartésan magas ér-
téken maradt, viszont 10 mg MBP75-95 beinjektalasa
utan az F anti-MBP teljesen neutralizalddott, és 7 napig
kimutathatatlan maradt (7D. abra).

MBP75-95 szintetikus peptid t6bbszdri beadasa

Miutan megallapitottuk, hogy az MBP75-95 peptid
az F anti-MBP-t 7 napndl hasszabb idére k6z6mbdsiti
in vivo, azt az utat valasztottuk, hogy 10 héten at he-
tenként egyszer 10 mg MBP75-95-6t oltottunk be a ge-
rincfolyadékba. Ezt a kisérletet 3 kilénbdzd krénikus
progressziv MS-paciensen végeztiik, akik az egyszeri
peptidinjekcios projektben nem vettek részt, és erre a
kisérletre onkent jelentkeztek. Az F és B anti-MBP-
szinteket mértik 1-2 héttel az elsé oltas elétt, mind a
10 injekcié el6tt és 30 perccel utana, majd az utolss in-
jekcio utan 1 hénap elteltével. A 10 injekcid el6tt vett
CSF-mintak mindegyikében meghataroztuk a sejtsza-
mokat, az &sszes fehérje-, glikédz-, IgG- és albumin-
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szintet. Az elsd injekcid eldtt és az utolsé utan vérmin-
tat vettlink, ebbdl mértik az elektrolitokat, kreatinint,
sziv- és majenzimeket, és elvégeztik a szokasos he-
matoldgiai vizsgalatokat.

Mikor a krénikus progressziv MS-ben szenvedd
paciensek 10 héten at hetenként egy 10 mg-os
MBP75-95 intratekalis injekcit kaptak, a kezdetben
magas F anti-MBP-szint a kimutathatdsdg hatara ala
csokkent, és mindaddig ott maradt, amig a betegek
kaptak a peptidet; mikor a peptid beaddsat megszin-
tettilk, az F anti-MBP-szint 1 hdnapon bellil visszatért
a kezdeti értékhez (8. abra). A B antitestek titere végig
a kisérlet folyaman allandé magas szinten maradt,
ami azt mutatja, hogy a betegekben az anti-MBP ter-
melése folytatédott, és a peptid intratekalis beadasa
csak valamilyen ,kisopré hatast’ fejtett ki az F anti-
MBP-re.

A péaciensek, akik egyszeri vagy hetenként ismételt
szintetikus peptid injekciokat kaptak, elérehaladott neu-
roldgiai karosodassal jard kronikus progressziv sclero-
sis multiplexben szenvedtek. Koziillk egy sem jelezte
a peptid intratekalis beadasa utan neuroldgiai tiinetei-
nek sulyosbodasat vagy az MS fellobbanasat, és a
CSF-ben sejtvalasz nem jott létre. Azokat a paciense-
ket, akik ismételt MBP75-95 oltasokat kaptak, monito-
roztuk szisztémas komplikaciok — példaul elektrolitval-
tozasok, sziv-, maj-, vesediszfunkcié és hematoldgiai
valtozasok — szempontjabdl, és semmiféle karos sz6-
vidményt vagy karos hatast nem tapasztaltunk.

MBP75-95 intravénas beadasa

Miutan megallapitottuk, hogy az MBP75-95 peptid
intratekalisan beadva az F anti-MBP-t teljes mértékben
megkétifkdzémbdsiti, viszont a B antitestekre egyalta-
lan nem hat, elhataroztuk, hogy megvizsgaljuk ugyan-
ezen peptid intravénas beadasanak hatasat a CSF
szabad és kotott anti-MBP-szintjeire; 500 mg
MBP75-95-6t 100 ml normal séoldatban feloldottunk,
30 perc alatt intravénasan beadtuk a 8M41 péaciens-
nek, és az elsé két éraban 30 percenként, majd 18 6ra
mulva, azutan 10, 16, illetve 30 nap elteltével mértik a
CSF-ben az anti-MBP-t. Vért vettiink az injekcio elétt,
valamint 16 és 30 nap mulva, ebbdl mértik az elektroli-
tokat, kreatinint, sziv- €s majenzimeket, és elvégeztik
a szokasos hematoldgiai vizsgalatokat. A gerincfolya-
dékban kovettlk a sejtszamok, valamint az ésszes fe-
hérje-, glikdz-, IgG- és albuminszint valtozasat. Sem-
miféle karos hatast nem észleltiink.

A 9. abran lathato, hogy 500 mg MBP75-95 intra-
vénas beadasa az elsd két draban semmi valtozast
nem okozott a CSF szabad és kététt anti-MBP-szintjei-
ben. 18 éra mulva a CSF F anti-MBP-szintje 30%-0s
csdkkenést mutatott. A 10, 16, illetve 30 nap elteltével
vett CSF-mintakban mind az F, mind a B anti-MBP
sZintje a kezdeti 11 radioaktivitasi egységrél 4, 2, illetve
1 egységre cstkkent.

Tébbszoérdsen tapasztaltuk, hogy minden aolyan
paciensnél, akit MBP75-95-tel intratekalisan kezel-
tlnk, a kotétt antitestek szintje magas maradt, mig az
F anti-MBP dézisfliggé modon kimutathatatian szintre
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csdkkent. Ez azt mutatja, hogy az MBP75-95 intrate-
kdlis beadasa utan az MBP elleni autoantitestek ter-
melédése aktiv maradt. Ezen megfigyelés alapjan
MBP75-95-6t adtunk be intravéndsan egy olyan pa-
ciensnek, aki eldzéleg egy egyszeri intratekalis injek-
ciot kapott ebbdl a peptidbdl. Az intravénas beadas
utdn 1 hénapig terjedd idészak alatt a CSF-ben az F
és B anti-MBP-szint egyarant jelentés mértékben
csdkkent. Abbal, hogy a CSF-ben az MBP75-95 intra-
vénds beaddsa utan az F és B anti-MBP-szint is csdk-
kent, arra kovetkeztethetlink, hogy ez a beadasi méd
gatolja azt az autoimmun gyulladasos folyamatot,
amely az anti-MBP termeléséért felelds. Egy jelenleg
is tartd kovetd vizsgélat azt mutatja, hogy az elsé int-
ravénas injekcid utan 4-6 hénappal az anti-MBP-szin-
tek emelkedni kezdtek; ugyanezen peptidbdl egy ma-
sodik (emlékeztetd) intravénas injekcid korllbelll
70 kilénbdzd krénikus progressziv MS-paciensnél
2 évig terjed6 csokkenést eredményezett az anti-MBP
termelésében.

Az MS anti-MBP-t megkéts epitdp az

MBP-ben

Az MS anti-MBP-t megkoté MBP-epitép helyének
tovabbi pontositdsara CSF-bél és MS agyszdvetbdl af-
finitaskromatografias tisztitassal kinyert F és B anti-
MBP-t {Warren, K. G. és munkatarsai [Ann. Neurol. 35,
280-289 (1994)]} egy kompetitiv inhibicids vizsgalat-
ban 41 egymast kdvetd, azonos hosszlsagu, a human
MBP 61. és 110. aminosava kozétti teriletet lefedd
szintetikus peptiddel reagaltattunk. Minden peptid
10 aminosavbdl allt, és S-ben atfedte a vele szomszé-
dos peptidet. A maximalis inhibicidt adé egy vagy tobb
peptidet tekintjlk az antitestkoté hellyel a legszorosabb
kapcsolatban allénak.

Az MS agyszivetbdl szarmazé tisztitott anti-MBP F
és B formdjara nézve egyarant négy dekapeptid, éspe-
dig az MBP84-93, MBP85-94, MBP86-95 és
MBP87-96 adott maximalis (>80%) inhibiciét, ami azt
mutatja, hogy az MS anti-MBP-t megkété epitép az
MBP 84. és 96. aminosava kozott helyezkedik el. A ké-
z&s aminosavak minimalis teriilete a 87.-t8l a 93. ami-
nosavig terjed. A B anti-MBP tartomanya sz(kebb, mint
az F antitesteké.

Azt, hogy az anti-MBP antitestek milyen szerepet
jatszanak az MS demielizacié patogenezisében, még
nem ismerjlik pontosan, és csak Ugy tudjuk meghata-
rozni, hogy az anti-MBP-t in vivo valtoztatjuk, majd
megfigyeljlik a klinikai és patoldgiai kévetkezményeket.
Peéldaul egy akut MS visszaesés idején, mikor az F/B
antitestarany 1-nél nagyabb, intratekalisan beadhatunk
egy colyan peptidet, amelyrél tudjuk, hogy az F anti-
MBP-t megkéti, és az akut visszaesés klinikai hatasait
megszlinteti; esetleg a beadast hetenként kell ismétel-
ni, mig az enyhiilés bekdvetkezik. Krénikus prog-
ressziv betegsegben szenveds MS-pacienseknél, akik-
nél jarulékosan akut visszaesések lépnek fel, az anti-
MBP-t termel6 gyulladasi mechanizmus fékezésére a
peptid intratekalis beadasa mellett intravénas beadas
is szllkseges lehet.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

13

3. példa

Intratekalis PMBP86-95 vagy

pMBP82-98 megfeleld dézisa akut sulyosbodas

esetén

Az MS sulyosbodasai azzal jarnak, hogy az F és B
anti-MBP aranya nagyobb, mint 1,0, mert a CSF-ben a
szabad antitestek szintje magasabb, mint a kététteké.
Altalaban 3 hénapig tart, mig a betegség belép a kdvet-
kez8 javulasilenyhiilési fazisba, ezalatt az F anti-MBP-
szint fokozatosan csdkken, és amikor a biolégiai re-
misszio befejezddik, az F és B anti-MBP altalaban mar
nem mutathaté ki a CSF-ben.

Az alabbi példakban szerepld paciensek az MS su-
lyosbodé/enyhiild vagy sulyosbodd/progressziv szaka-
széban voltak.

lit és a tovabbi példakban pMBP86-95-6t vagy
pMBP82-98-at alkalmaztunk. A pMBP86-95 normal
sooldatban nagyon gyengén oldadik, mert 4 hidrofil és
6 hidroféb aminosavat tartalmaz. A pMBP82-98 vi-
szont jél oldédik narmal séoldatban, mert 5 tovabbi hid-
rofil aminosavmaradék van benne.

Két pacienst vizsgaltunk, hogy meghatarozzuk a
pMBP86-95 vagy pMBP82-98 megfeleld intratekalis
dézisat, amely az F anti-MBP mennyiségét azonnal a
kimutathatésagi szint ald csokkenti. Az egyik paciens-
nél, aki ataxias (koordinalatlan) jarést és torzsi egyen-
sUlyzavart mutatott, akut sulyosbodas |épett fel. Ez a
paciens a roham kezdetén egy egyszeri 10 mg-os int-
ratekalis pMBP86-95 injekciét kapott; az F és B anti-
MBP-szinteket az injekcio el6tt, 1 draval utana és a ké-
vetkezé harom hdnapban még Otszdr mértlik. A fenti
ddzis csak reszlegesen szoritotta le az F anti-MBP-,
és az antitestgOrbe visszaemelkedése a természetes
folyamahoz nagyon hasconlé médon ment végbe; a pa-
ciensnél tovabbra is megmaradt a progressziv spasti-
cus paraparesis (részleges bénulas) és ataxia. Ebbél
arra kdvetkeztettiink, hogy egy egyszeri 10 mg-os int-
ratekalis pMBP86-95 injekcidé nem elegendd az F anti-
MBP teljes visszaszaritasahoz és a visszaallas terme-
szetes sebességének megvaltoztatdsahoz.

A masik paciens, egy akut latdideg-gyulladasban
szenvedd 18 éves lany egyszeri 50 mg-os intratekalis
pMBP86-95 injekciét kapott, és elbtte, valamint
30 perccel utana mértlk az F és B antitestek szintjét.
30 perccel az injekcié utan az F antitestek kimutatha-
tatlanna valtak. Tovabbi lumbalpunkcidkhoz a paciens
nem adta beleegyezését. lgy arra a kvetkeztetésre ju-
tottunk, hogy legalabb 50 mg-os dozis sziikséges ah-
hoz, hogy a CSF-ben az anti-MBP-t legalabb 30 percre
megkdsse és neutralizalja.

4. példa

A beadas gyakorisaga és id6tartama

monoszimptoémas relapszusban szenvedd

pacienseknél

Ebben a vizsgalatban azt hataroztuk meg, hogy mi-
lyen gyakerisaggal és mennyi ideig kell a pMBP-t alkal-
mazni ahhoz, hogy az F antitestek hosszabb idén at
alacsony vagy kimutathatatlan szinten maradjanak.
A negy paciens, akiket ebben a csoportban vizsgal-
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tunk, a roham fellépésétdl szamitott egy héten belll ka-
pott szintetikus peptideket.

Az elsd két paciensnél akut féloldali 1téideg-gyul-
ladasi rohamok léptek fel. Kézilik az egyik
(11A. abra) két 50 mg-os intratekalis pMBP86-95 in-
jekcidt (it #1 és it #2) kapott 4 hetes idékdzdkben.
Mindkét injekcié utan 1 éraval az F anti-MBP kimutat-
hatatlanna valt. Az elsé injekcié utan 1 héttel az F anti-
MBP valamivel magasabb lett, 4 héttel késébb pedig
mar ersen megemelkedett. Ekkor a paciens egy ma-
sodik intratekalis injekciot (it #2) kapott; az F anti-MBP
30 perc mulva kimutathatatlan lett, de ezutdn még
24 draig kdvettik. Az eredményekbdl arra kovetkez-
tettlink, hogy ez a gyakorisag nem elegendd: a roham
elsé hetében valdszin(ileg tobbszdri injektalas sziiksé-
ges ahhoz, hogy az antitestek elhanyagolhatd szinten
maradjanak.

A masodik paciens, akinek komplett latdideg-gyul-
ladasa volt, a roham elsd hetében tobb 50 mg-os intra-
tekalis pMBP82-98 kapott: négy napon &t naponta
egyet (11B. abra: it #1, it #2, it #3, it #4), majd egy hét-
tel késdébb egy O6tddiket (it #5). Ennek a paciensnek az
anti-MBP-profilia 7 napig tartds, gyors csdkkenést mu-
tatott. Ami még fontosabb: CSF-jében az anti-MBP-
szintek 7 hét, illetve 6 hénap mulva is kimutathatatla-
nok maradtak, és a paciens sem a latoideg-gyulladas
visszatérését, sem az MS sulyosbodasanak barmilyen
mas jelét nem tapasztalta. A latdideg-gyulladas kovet-
keztében fellépd féloldali vaksag teljesen mértékben
megsz(nt.

Ezutan ugyanilyen napi 50 mg-os intratekalis
pMBP82-98 injekcidkat adtunk a monoszimptémas re-
lapszus kilonbdzd tipusaiban szenveddé MS-pacien-
seknek. A 11C. abra egy olyan paciens anti-MBP-pro-
filjat mutatja, akinek a bal kezében akut pseudoatheto-
sis lépett fel, és a roham masodik hetében naponta,
Gsszesen 6t alkalommal kapott 50 mg-os intratekalis
pMBP82-98 injekcidkat (it #1, it #2, it #3, it #4 és it #5).
Négy nap mulva az F antitestek szintje kimutathatatlan-
na valt, és a 11 nappal, illetve egy hénappal késébb
végzett vizsgalatban is igy maradt. A paciens tartésan
visszanyerte bal kezének mikdodéképességét, igy is-
mét tudott motorkerékparazni és gitarazni.

Az utolsé paciensnél a krénikus progressziv MS
mellett egy akut bal cldali hemiplégias (bénulasi) ro-
ham |épett fel. A beteg 2-3 naponkent, 6sszesen négy
alkalommal 50 mg-os intratekalis pMBP86-95 injek-
ciékat kapott. Minden injekcié elétt és 30 perccel uta-
na (11D. abra, it #1, it #2, it #3 és it #4), majd az elsd
injekcio utan 10 nappal mértiik az anti-MBP-t. A kez-
detben magas F anti-MBP-szint 7 nap mulva a kimuta-
tasi hatar ala esett, ekkor a paciensnél klinikailag és
biokemiailag visszatért az eredeti krénikus prog-
ressziv allapot, és nem sokkal ezutdn egy 400 mg-os
intravénas pMBP86-95 injekciot kapott. Ez a kotott
antitestek szintjét 4 hénapig lenyomta. Viszont az int-
ravénas injekcié utan 8,5 honappal végzett lumbal-
punkciot kévetéen a betegség mind klinikailag, mind
biokémiailag visszatért az eredeti krénikus prog-
ressziv allapothoz.
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5. példa

A beadas gyakorisaga és idétartama

poliszimptémas relapszusban szenvedd

paciensekné!

Ugyanezeket a peptideket injektaltuk olyan pacien-
sekbe, akik a kézponti idegrendszer tébb terlletét érin-
t8 poliszimptémas rohamokban szenvedtek. Ez a cso-
port 3 paciensbdl allt, egyikik a betegség sllyosbo-
dé/enyhiild, a masik kett§ a sulyosbodd/progressziv
szakaszban volt.

Az elsd paciensnél sulyos paliszimptomas fellobba-
nas jelentkezett. A sllyosbodas elsé hetében harom
50 mg-os intratekalis pMBP86-95 injekciot kapott, az
1., 3. és 7. napon (12. dbra, it #1, it #2 és it #3). Minden
injekcio el6tt és 30 perccel utdna mértiik az anti-MBP-t.
E haram injekcio beadasa utan az F anti-MBP majd-
nem kimutathatatlan szintre csdkkent. Egy hénap mul-
va az F anti-MBP-szint mar megemelkedett, 1,5 honap
mulva pedig djbdl klinikailag aktivva és biokémiailag
igazolhatdva valt a relapszus. Ekkor a paciens egy ma-
sodik sorozatban Ujabb négy 50 mg-os intratekalis
pMBP86-95 injekciot kapott, a sulyosbodastdl szami-
tott 45., 48., 49. és 50. napon (it #4, it #5, it #6 és it #7).
Az anti-MBP-t mértlik minden injekcio elétt, 30 perccel
uténa, és a kdvetkezd két honap folyaman még harom-
szor. Az F anti-MBP-szint legalabb 2 hétre ismét le-
slllyedt, de a paciensnél Ujabb relapszus |épett fel, és
ekkor F anti-MBP-szintie visszatért a kezdeti, relap-
szus elotti értékhez. A szintetikus peptidet nyilvanva-
l6an hosszabb ideig kell intratekalisan alkalmazni ah-
hoz, hogy az F anti-MBP-t hosszabb idén at ala-
csony/kimutathatatlan szinten tartsuk.

A masodik paciens sulyosbodd/progressziv
MS-ben szenved (13. dbra). El6szor a progressziv sza-
kaszban (F=B) 500 mg pMBP86-95-6t (IV #1) kapott
intravénasan. 1 hénap elteltével mind az F, mind a B
antitestek szintje csdkkent valamelyest, de 9 heéttel az
intravénas injekcié utén paliszimptomas klinikai relap-
szus lépett fel, ami az F anti-MBP erételjes megnéve-
kedésével jart. A relapszus 1., 3. és 12. napjan egy-egy
50 mg-os intratekalis pMBP86-95 injekcidt (it #1, it
#2 és it #3) kapott, és az els6é és harmadik injekcio
elétt, tovabba 30 perccel és 24 draval ezen injekciok
utan mértlik az anti-MBP-szinteket. Az egy hdnap mul-
va végzett vizsgalatnal azt tapasztaltuk, hogy a pa-
ciens visszatért a progressziv spasticus paraparesis-
nek azon klinikai és biokémiai statusaba, amelyben
kezdetben volt. Két hét mulva kapott egy méasodik
500 mg-os pMBP86-95 intravénas injekcidt (IV #2).
A kdvetkezé 26 hdnapban figyeltik a CSF F és B anti-
MBP-szinteket: ezek mind a mai napig alacsonyabbak
maradtak a kiindulasi értéknél. A paciens allé- és jaré-
képessége jelentésen javult.

Ebben a csoportban az utolsé MS-paciens elészdr
a progressziv fazisban (F=B, 14. abra) 500 mg
pMBP86-95-6t kapott intravénasan (IV #1). A CSF an-
ti-MBP-t mértiik 9 nap elteltével, azutan 2 hénapig ha-
vonta, majd az IV #1 utan 4,5 hénappal. Az injekcio
utan az F és B anti-MBP-szintek 2 hénapig alacsonyak
maradtak; az IV#1 utén 4,5 hénappal a paciens fokozé-
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dé gyengeségrdl panaszkodott, amit klinikailag és bio-
kémiailag is megerdsitett, hogy az antitestszintek a
kronikus progressziv betegséggel 6sszemérhetd ér-
tékre emelkedtek. A kdvetkezd hénapban a paciens
kapott egy masodik 500 mg-os intravénas
pMBP86-95 injekciét (IV #2). Annak a CSF-mintanak a
vizsgalati eredménye, amelyet kdzvetleniil a masodik
injekcié eldtt vettiink, egy akut visszaesést jelzett
(F>B), és masnap a paciensnél akut kettds latas lépett
fel a bal oldali egyenes izom parézise (enyhe bénula-
sa) kdvetkeztében. Nyilvanvald, hogy ekkor a paciens
egy klinikailag és biokémiailag akut sulyosbodast élt at,
amely az ezt kdvetd 4,5 hdnapon at fennmaradt; jel-
lemzéi: az allas és jards sulyos egyensulyzavarai, a la-
bak gyengesége és kettds latas. Megemelkedett F anti-
MBP-szintiének csokkentésére a paciens két sorozat
intratekalis pMBP82-98 injekcidt kapott. Az elsd soro-
zatban, amely a sUlyosbodas kezdetétdl szamitva
4,5 hénap elteltével indult, a paciens 5 napon at napi
50 mg pMBP82-98-at kapott (it #1, it #2, it #3, it #4 és it
#5), és az egyes injekcidk el6tt, majd 30 perccel utanuk
mért anti-MBP-szintek meglehetdsen magasak voltak.
Minthogy a relapszus fennmaradt, és a paciens moz-
gasat sUlyosan korlatozta, elhataroztuk egy masodik
sarozat inditasat, amelyben a peptidet nagyobb dézis-
ban és gyakrabban adjuk be: igy a paciens 2 napig (a
19. és 20. napon) naponta kétszer 100 mg
pMBP82-98-at kapott (it #6, it #7, it #8 &s it #9). Min-
den injekcid elétt és 30 perccel utana mértiik az anti-
MBP-t. A dézis és a gyakorisag megndvelése utan az F
anti-MBP elhanyagolhatd szintre csdkkent, és az egy
héttel késdbb (a 28. napon) végzett vizsgalatnal a pa-
ciens CSF-profilja hasonlé lett, mint a betegség lassu
progresszidja idején (F/B anti-MBP=1,0). Ekkor kapott
egy harmadik 500 mg-os intravénas pMBP82—98 injek-
ciot (IV #3), amely mar nem csdkkentette tovabb az an-
ti-MBP termeléset.

6. példa

MBP-peptidek intravénas beadéasa a

stilyosbodasok megel6zésére

Két sulyosbodd/progressziv MS-paciensnek, akik-
nél gyakori visszaesések léptek fel, intravéndas
pMBP86-95, illetve pMBP82-98 injekcidkat adunk an-
nak eldéntésere, hogy ezzel a beadasi mdddal meg-
el6zheték-e a tovabbi rohamok.

Az elsé paciens 4 év alatt evente 2-3 relapszuson
esett at, és ezek kivetkeztében fokozatosan elrehala-
dé spasticus paraparesisben szenvedett (15. abra).
Hat hénapos idékdzdkben ket intravénas injekciot ka-
pott, az elsé 400 mg pMBP86-95 (IV #1), a mésadik
400 mg pMBP82-98 (IV #2); havonkent vegeztik a kli-
nikai megfigyelést és CSF-elemzést. A 15. abran az
anti-MBP-szintek lathatok 9 hénapon at (lasd a felsé
bekeretezett terliletet). Az elsé intravénas injekcio kd-
rilbellil 2 honapra visszaszoritotta az anti-MBP terme-
|ését. Az injekcidtol szamitott harmadik hénapban a pa-
ciens klinikai sulyosbodason esett at — sajnos ekkor
nem kaptunk téle CSF-mintat. A kdvetkezé 2-3 honap
folyaman, miutan a sulyosbodas annyira normalizalé-
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dott, hogy a betegség visszatért a kronikus prog-
ressziés fazisba, a paciens megkapta a masodik intra-
vénas injekciét (IV #2). A CSF anti-MBP-szintek ismét
leslillyedtek 2 hénapig, de 3 hénappal a masodik injek-
¢i6 utan a paciens egy Ujabb relapszuson esett at, ami
az F anti-MBP erételjes megemelkedésével jart. A pa-
ciens — hasonlé gyakorisdggal, mint az elézd 4 évben —
évente 2-3 relapszuson esett at annak ellenére, hogy
egy pMBP86-95 és egy pMBP82-98 intravénas injek-
ciot kapott.

Egy masik paciens (16. abra) a megel6zé 10 évben
évente 1-4 akut relapszuson esett at (lasd a felsd ska-
lan), sulyosan rokkant, paraplegias, toloszékhez kétott
lett. A 11. évben ismét 4 relapszuson esett at (felsé be-
keretezett terlilet) annak ellenére, hogy MBP szinteti-
kus peptideket kapott intratekalisan és intravénasan.
Az elsé visszaesés folyaman, miutan az 1. és a 6. na-
pon egy-egy 50 mg-os pMBP86-95 intratekdlis injek-
ciot (it #1, it #2) kapott, F anti-MBP-szintje erésen le-
cstkkent; a 6. napon egy 300 mg-os pMBP86-95 intra-
vénas injekciot (IV) is kapott, amely a kdvetkezd 3 héd-
napra mind az F, mind a B anti-MBP-szintet lenyomta.
Az intravénas injekcio utan 4 hénappal a paciens egy
Ujabb klinikai relapszuson esett at, amely idével még
rosszabbodott: a CSF antitestek szintje erésen meg-
emelkedett; az intravénas injekcio utan 6,5 honappal a
paciens 4 napon at egy napi 50 mg pMBP82-98-bdl
allé injekcidsorozatot kapott (it #3, it #4, it #5 és it #6),
ezek az F anti-MBP-szintet nem csokkentették, és a kli-
nikai stlyosbodast nem normalizaltak.

7. példa

A peptidek kiilénbézé beadasi médjainak

6sszehasonlitasa

Az elsé vizsgalatokban szintetikus MBP-peptideket
adtunk be 8 krénikus progressziv MS-betegnek. A pa-
ciensek ndvekvé, 1 és 10 mg kdzotti dozisokban, intra-
tekalisan kaptak egy 5 ml séoldatban cldott kotd
MBP75-95 vagy egy nem ké&té MBP35-58 peptidet: az
a hegy beteg, aki el8szdr az dsszehasonlitdként hasz-
nalt nem kété peptidet (MBP35-58) kapta, késébb kité
MBP75-95 peptidet kapott.

A CSF-be beadott MBP75-95 injekcié atmenetileg
kdzombdsitette az F MBP-specifikus antitesteket; a ké-
tott MBP-autoantitesteket nem befolyasalta. 1 mg pep-
tid hatdsa 1 6éraig, 2,5 mg peptidé 24 éraig, 5-10 mg
peptidé 7 napig tartott. Minthogy az intratekalis peptid-
beadas hatasa nem volt teljes (a B anti-MBP-szint ma-
gas maradt), és viszonylag révid ideig tartott, ezt a be-
adasi médot Gsszehasonlitottuk az intravéndas injekcio-
val. Az intratekalis beadassal szemben egyetlen
500 mg-os intravénas MBP75-95 injekcié beadasa
utan 1 hoénappal a szabad és kétott MBP antitestek
egyarant kimutathatatlanna valtak, és alacsony szinten
maradtak harom hoénapig, egy emlékezteté injekcié
utan pedig akar 26 hénapig is (17. abra). Hasonl6é meg-
figyeléseket végeztiink eddig kaérllbelll 70 krénikus
progressziv MS-paciensen, akik intravénas injekcié
alakjaban kaptak egy kété MBP-peptidet, példaul
MBP75-95-6t, pMBP86-95-6t vagy pMBP82-98-at.
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500 mg-os dézist (5 mg/testtdmeg-kg) valasztottunk
10-50 ml normél séoldatban, mert a vér térfogata na-
gyobb a CSF-énél (15-szdrds faktor), és a peptidek a
vesén keresztll gyorsan kilirilnek a vérkeringésbél;
intratekalisan nem adtunk be az intravénas injekciok-
nak megfeleld dézisokat, mert ilyen térfogatokat nem
lehet a CSF-be injektalni. Osszefoglalva: az intratekalis
beadas a vizsgalt dozistartomanyokban ezeknél a pa-
cienseknél csak atmenetileg ,soporte ki* az anti-MBP-t,
ezzel szemben az (egy vagy tébb) intravénas injekcid
visszaszoritotta az anti-MBP termelését, és egyetlen
intravénas injekcié hosszu idén at fennmarado toleran-
ciat eredményezett.

8. példa

A tolerancia id6tartama az MBP-peptid intravénas

beadasa utan

Ezen eredmények alapjan vizsgaltuk az MBP-vel
szembeni tolerancia kinetikajat eddig kérllbeldl 70 krd-
nikus progressziv MS-paciensnél, akiket t6bbszori int-
ravénas MBP75-95, MBP86-95 vagy MBP82-98 in-
jekcio beadasa utan tdbb mint két évig kdvettlink.
A peptideket 5-6 mg/testtdmeg-kg ddzishan
(256-500 mg), 10-50 ml normal soéoldatban intravéna-
san adtuk be. Az elsé intravénas peptidbeadas elétt
mind a 13 paciens CSF-jében magas volt a szabad és
kétott anti-MBP szintje (18. abra, 3. tablazat). Egy hd-
nappal a peptid beadasa utdn az MBP-specifikus anti-
testek lényegében kimutathatatlanok lettek, és altala-
ban 3-4 hénapig alacsony szinten maradtak; ezutan az
antitestek mennyisége ismét ndvekedni kezdett, egyes
pacienseknél 8 hénap alatt visszatért a kezdeti érték-
hez. Az elsé intravénas injekcid (IV #1) utdn 6-10 hd-
nappal minden paciens kapott egy 275-500 mg-os
(5-6 mg/testtémeg-kg) MBP82-98 emlekeztets injek-
ciot 10 ml normal séoldatban (IV #2). A masadik injek-
ciohoz valasztott hosszabb peptidnek jobb az oldhats-
saga, igy kisebb térfogatban lehetett feloldani és bead-
ni. Ebben a csoportban éltalaban az injekcié beadasa-
tél szamitott 6 héten—2 hénapon beliil a CSF anti-MBP-
szintjei meredeken csdkkentek, és hasszabb (26 héna-
pig terjedd) idén at kimutathatatlanok maradtak. A k&-
rilbellil 70 paciensbdl allé csoportbdl egy betegnél tii-
déembdlia és az azt kvetd antikoagulans terapia miatt
— ami a tovabbiakban a lumbalpunkciét lehetetlenné
tette — nem tudtuk befejezni a vizsgéalatot, egy masikat
pedig azért zartunk ki a kévetésbdl, mert intravénasan
nagy dozisban kapott kortikosztercidokat. Az emlékez-
tetd injekcié utan 18-26 hénappal a kérilbelll 70 pa-
ciensbél 63-nal nem voltak mérheték az anti-MBP-szin-
tek.

9. példa

Tartos tolerancia a HLA-DR2 haplotipust hordozé

pacienseknél

Az MS-péaciensek haplotipusait a genom DNS-mo-
lekularis tipizalasaval hatdroztuk meg (3. tablazat).
A vizsgalatban 11 paciens vett részt, ezek kézll négy
hordozta a betegséggel kapcsolatos DR2 haplotipust
(DRB1*1501 vagy DRB1*15021); a masodik intravé-
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nas MBP-peptid injekcié utan egy évvel mind a né-
gylknél alacsony vagy kimutathatatlan volt az autoanti-
testek szintje. Az MBP-peptid nagy affinitassal ktédik
a HLA-DR2-héz, és immunodominans a HLA-DR2-kor-
latozott, MBP-specifikus T-sejtekre nézve. A HLA-DR4
(DRB1*0401) és HLA-DR7 (DRB1*0701) megkdti a be-
adott MBP-peptidet; a k(F) paciens éltal hordozott DR
molekulakra (DRB1*0407, DRB1*0801) nem végeztik
el a kotési vizsgalatot. A HLA-DR3 (DRBI*03011) nem
kéti meg az MBP-peptidet; két olyan paciens, akinek a
vizsgalat végén magas volt az anti-MBP-szintje, a
DRBI*03011 haplotipust hordozta (3. tablazat). Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az MBP-vel szem-
beni tolerancia idétartama a paciens HLA-DR haploti-
pusatdl fiigg. A tolerancia hosszabb ideig fennmarad-
hat, ha az MBP-specifikus T-sejtekre és B-sejtekre
egyarant toleraltak.

3. tablazat
MS-paciensek HLA-DR haplotipusai

A. Alacsony anti-MBP-szint az IV#2 utan 1 évvel

Péciens HLA-DR haplotipus Osszes anti-

MBP (Re)
b(N) DRB1*1501 4,1
e(N) DRB1*1501 DRB1*1303 25
m(F) DRB1*1501 DRB1*0101 39
I(N) DRB1*15021 DRB1*0403 3,9
a(F) DRB1*1401 DRB1*0701 4,1
f(N) DRB1*0701 24
k(F) DRB1*0407 DRB1*0801 45

B. Magas anti-MBP-szint az IV#2 utan 1 évvel

Péaciens HLA-DR haplotipus Osszes anti-
MBP (Re)
i(F) DRB1%03011 7,3
h(N) DRB1%0101 DRB1*0701 9,7
g(N) DRB1*0101 DRB1*1101 19,1
I(F) DRB1*0403 DRB1*03011 19,0

Osszes anti-MBP=szabad anti-MBP+kdt6tt anti-MBP
Re=radioaktivitdsi egység

A mésodik intravénds peptidinjekcio (IV #2) utan 1 évvel vég-
zett vizsgdlatban részt vevd 11 paciens HLA-DR haplotipusai.
Az IV #2 utdn 1 évvel a DR2 haplotipust (DRB1*1501 vagy
DRB1*15021) hordozo 4 paciens mindegyikénél alacsony volt
az autoantitestek szintje.

10. példa

A peptid szubkutan beadasa nem hoz létre

toleranciat

A peptid optimalis beaddsi modjat a tovabbiakban
Ugy vizsgéltuk, hogy 33 MS-paciensnek szubkutan ad-
tunk be egy vagy tébb, séoldatban oldott MBP82-98 in-
jekciot. Novekvd mennyisegli (1 es 100 mg kdzdtti) egy-
szeri szubkutan injekciék 26 paciensnél az MBP elleni
autoantitestek szintjgt a CSF-ben nem befolyasoltak
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(ezek az adatok nincsenek feltlintetve); ezutdn nyolcan
kézllik kaptak egy intravénas peptidinjekciét, és két
hénap mulva a CSF-ben az antitestek szintje kimutatha-
tatlanna valt (4A. tablazat). Ot masik paciensnél egy

zat). Annak elddntésére, hogy hatdsosabb lenne-e egy
masféle beadasi rendszer, két paciens egy hénapos
id8kdzdkben két 250 mg-os szubkutdn injekciét kapott
(4C. tablazat). Az autoantitestek szintje itt sem valtozott.

dsszesen 900-1000 mg-os dézis (6t egymast kévetd 5 Ezek az eredmények dsszefoglalva azt mutatjak, hogy
hapon &t napi 100 mg, majd egy ujabb 400 vagy a vizsgalatainkban alkalmazott peptiddézisok esetén az
500 mg-os szubkutan injekcid) csak mérsékelten csok- MBP-peptidek csak intravéndsan beadva idéznek eld
kentette az anti-MBP-szinteket a CSF-ben (4B. tabla- tartés toleranciat az MBP-vel szemben.
4. tablazat
A
Paciens MBP82-98 Kezdeti 6-7 hét Eltelt id6 Kezdeti MGP 2 hénap 4 hénap
azonositdja SC mg érték (hénap) érték (82-98)
(neme} [V#1 mg
f b f b f b f b f b
E(F) 5 9,1 10,2 6 9,3 400 1,0 11 1,4 1,0
11,2 104 9,8
K(F) 7 2,1 3.1 6,5 6,3 500 15 08
34 59 6,7
N(F) 10 8,1 71 8 6,6 500 3,0
8,0 8,1 5,6 3,0%
Q(F) 40 9,9 10,9 10,0 400 1,5 1,6 21 21
10,1 8,3 93
R(F) 50 10,2 111 6 7,5 500 1,5 16 1,5 17
10,3 74 9,9
S(F) 60 41 6,1 6,5 74 500 18 09
4,3 54 74
X(F) 100 9,9 9,5 4,5 9,7 500 14 10 1,5 11
73 82 9,0
Z(F) 100 9,9 10,9 4,5 10,5 500 20 19 15 16
8,4 10,1 9,7
Kdzépérték- 79 8,6 8,4 1,7 15 16 15
szOras
79 80 84
29 27 1,5 06 07 03 04
2,6 1,7 1,5
B.
Péciens azonosi- | MBP82-98 SC | Kezdeti érték 6-7 hét Eltelt id6 MBP82-98 SC 7 hét
téja (neme) mg/nap (hénap) mg
f b f b f b
AA(N) 100x5 77 4,4 0,5 400 4,3
8,1 4,9 34
BB(N) 100%5 54 3,5 0,5 500 2,0
54 3,7 25
CC(F) 100x5 59 6,9 - -
54 8,8
DD(N) 100x5 4,6 2,7 0,5 500 3,0
4.8 1,9 28

17
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4. téblazat (folytatas)

Péaciens azonosi- | MBP82-98 SC | Kezdeti érték 6-7 hét Eltelt idd MBP82-98 SC 7 hét
toja (neme) mg/nap (h6nap) mg
f b f b f b
EE(N) 100x5 74 3,7 0,5 400 2,6
8,9 3,9 24
Kdzépértékszoras 6,2 4,2 3,0
6,5 4,6 29
1,2 1.4 08
1,7 2,3 0,7
C.
Péciens azonositdja (neme) MBP82-98 SC mg/hdnap Kezdeti érték 15 hét
f b f b
GG 100x5 8.4 71
(F) 8,7 8,3
FF(N) 100%5 48 54
53 42

A. Nyolc paciens egyszeri szubkutan MBP82-98 in-
jekciét kapott (5—100 mg 1-5 ml sdoldatban), ez egyal-
talan nem hatott az MBP-autoantitest-szintekre. Ezzel
szemben az ugyanezen peptidbdl 4,5-8 honappal ké-
sébb beadott egyszeri 400-500 mg-os intravénds in-
jekcio hatdsara az antitestek szintie a CSF-ben kimu-
tathatatlanna valt.

B. Nagy dézisi MBP82-98 szubkutan injekciok
tobbszdri beadasa (100 mg/nap 5 egymast koveté na-
pon) némi hatést fejtett ki a CSF anti-MBP-szintekre;
egy tovabbi nagy MBP82-98 dbzis (400 vagy 500 mg)
— amelyet az elsé injekcidsorozat utan két hettel szub-
kutan adtunk be — mar nem csékkentette tovabb az
autoantitestek szintjét.
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C. Egy hoénapos idékozokben beadott két nagy do-
zZisU (250 mg-as) MBP82-98 szubkutan injekcié sem-
miféle hatast nem fejtett ki a CSF MBP-autoantitest-
szintjeire.

Az eredmények dsszefoglalva azt mutatjak, hogy
az MBP-vel szembeni tolerancia Iétrehozésdban csak
az intravénas beadasi mdd hatasos.

A taldlmany el6nyds megvaldsitasaiban a szakem-
ber szamara nyilvanvalé médon sokféle olyan modosi-
tas hajthaté végre, amelyek nem sértik a talalmany
szellemét és a mellekelt igénypontokban meghataro-
Zott oltalmi kort.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Az

Asp-Glu-Asn-Pro-Val-Val-His-Phe-Phe-Lys-Asn-
lle-Val-Thr-Pro-Arg-Thr képleti peptid alkalmazasa
HLA-DR2 haplotipust hordozé péaciensek esetében
sclerosis multiplex kezelesére szolgalé gydgyszerké-
szitmeny eléallitasara.

2. Az 1. igenypont szerint alkalmazas az 1. igeny-
pont szerinti peptidet valamilyen gyogyaszatilag alkal-
mazhaté hordozdanyag mellett tartalmazé gydgyszer-
készitmény elballitasara.

3. Az el8z6 igenypontok szerinti alkalmazas intra-
vénas, intratekalis vagy e két modszer kombinalasa
szerinti beadasra szolgalo gydgyszerkészitmény eléal-
litasara.
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4. Az eléz8 igénypontok szerinti alkalmazas intra-
vénas beaddas esetén egysegddzisonként 1 mg/testto-
meg-kg és 10 mg/testtémeg-kg kozétti 1. igénypont
szerinti peptidet tartalmazé gyégyszerkészitmény elé-
allitasara.

5. A 4. igénypont szerinti alkaimazas intratekalis
beadas esetén egységdoézisonként 1 mg/testtdmeg-kg
és 100 mg/testtémeg-kg kozdtti 1. igénypont szerinti
peptidet tartalmazé gyogyszerkészitmény eléallitasara.

6. Az 1. igénypant szerinti alkalmazas HLA-DR2 hap-
lotipusként DRB1*1501 vagy DRB1* 15021 haplotipust
hordoz6 paciensek kezelésére szolgald gybégyszerké-
szitmény elSallitasara.

7. A 8. igénypont szerinti alkalmazas krénikus prog-
ressziv sclerosis multiplex kezelésére szolgalé gyogy-
szerkészitmény el8allitasara.
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