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Egy egyén allergias reakciora val6 hajlamanak csokkentésére képes tejsav-

baktériumok

Kivonat

A talalmany targyat tejsavbaktériumok uj térzsei képezik, amelyek képesek csokkenteni
egy egyén hajlamat allergias reakciok kialakitasira. Kozelebbrol, a talalmany targyat tejsav-
baktériumok olyan Uj torzseinek eldallitasa képezi, amelyek tolerogén peptideket tartalmazé
fehérjéket expresszalnak, és azok alkalmazasat egy egyén allergias reakciok kialakitasara valo

10  hajlamanak csokkentésére. A talalmany targyat képezik élelmiszer- és gyogyaszati készitmé-

nyek is, amelyek tartalmazzak ezeket a mikroorganizmusokat vagy azok frakcioit.
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Egy egyén allergias reakciora valé hajlamanak csokkentésére képes tejsav-

baktériumok

A talalmany targyat tejsavbaktériumok 0j torzsei képezik, amelyek képesek csokkenteni
egy egyén hajlamat allergias reakciok kialakitasara. Kozelebbrol, a talalméany targyat tejsav-
baktériumok olyan uj torzsei képezik, amelyek tolerogén peptideket tartalmazé polipeptideket
expresszalnak, €s azok alkalmazasat egy egyén allergias reakciok kialakitasara valé hajlamanak
csokkentésére. A talalmany targyat képezik élelmiszer- és gyogyaszati készitmények is, ame-
lyek tartalmazzak ezeket a mikroorganizmusokat vagy azok aktiv frakcioit.

Az allergidk az immunrendszer nem megfelel6 reakcioi kiilonféle anyagokra (allergé-
nekre). Altalaban az egyének nem hoznak létre jelentés immunreakciot olyan anyagokra, ame-
lyekkel a kornyezetben rendszeresen talalkoznak, mint példaul pollenre vagy élelmiszerekre,
amelyek reakcidjanak a hidnyat maganak az immunrendszernek a szuppresszal6 mechanizmu-
sanak tudjdk be. Azonban legyengiilt allapotban egy egyén immunrendszere nem képes betol-
teni ezt a szuppresszalo aktivitast (amit tolerancianak neveznek), és ez specifikus immunreak-
ciot eredményez az allergén ellen — ez az allergias reakcid. Az allergias reakciok magukban
foglaljak a biologiailag aktiv vegyiletek felszabadulasat, mint példaul a hisztamin gyulladasos
kozvetitbanyag, leukotriének é€s enzimek felszabadulasat meghatarozott sejtekbdl, mint példaul
masztsejtekbdl é€s bazofil sejtekbdl a kornyezd szovetekbe és érszerkezetekbe. A masztsejtek
eloszlanak az egyén szoveteiben, mig a bézofil sejtek az érrendszerben keringenek. Az esemé-
nyek IgE ellenanyagokat magéaban foglalo sorozataban a vegyuletek/kozvetitdanyagok felsza-
badulnak a célzott masztsejtekbdl, farmakologiai reakciot eredményezve.

A multban az allergiaban szenvedd egyének szama novekedett, amit gyakran a folya-
matosan novekvé mennyiségi 1égkori kornyezetszennyezésnek tulajdonitanak, amit példaul a
kipufogdgazok okoznak. Ezenkivill a fehérjetartalmi anyagok megnovekedett fogyasztasarol
is azt tartjak, hogy hozzajarul a jelenség kialakulasahoz, kiilonosen az élelmiszerallergia no-
vekvd eléfordulasahoz. Ezenkiviil a mikrobialis fert6zések fejlédé orszagokban tapasztalhato
csokkenésérdl is azt tételezték fel, hogy az atopikus betegségek novekedésének egyik lehetsé-
ges oka.

Az élelmiszerallergidk, s6t még az élelmiszer-intoleranciak bizonyos formai is eléggé
gyakoriakka valtak. Az érintett egyének tobbségérdl azt allapitottdk meg, hogy intoleranciat

mutatnak az élelmiszerek bizonyos ¢sszetevdivel szemben, €s a népesség koriilbeliil 5 szazalé-
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ka olyan reakciot fejleszt ki az elfogyasztott anyagok ellen, ami elég komoly ahhoz, hogy orvo-
si ellatast tegyen sziikségessé.

Az elmult években felhalmozddtak a bizonyitékok arra, hogy az élelmiszer-intolerancia
16 oka az, hogy a szervezet olyan anyagokat sziv fel, amelyek normalisan kizarodnak, és ame-
lyek felszivodnak az érzékeny egyének gasztrointesztindlis (GI) rendszerében. Azt tartjak,
hogy ez a hibés felszivodas az emésztérendszerben 1évd szovetek hidnyossagaibol szarmazik
[Peters és mtsai., Can. J. of Gastroenterol. 2, 127. old (1988); Olaison és mtsai., Scand. J. of
Gastroenterol. 25, 321. old. (1990); Hollander és mtsai,, Ann. of Int. Med. 105, 883. old.
(1986)]. A Gl-rendszert béleld epitélialis sejtek nemrégiben azonositott képessége antigének
prezentalasara szintén hozzajarulhat a nem megfelel6 immunreakciok kivaltasahoz, ami gyulla-
dasos és allergias allapot kialakulasahoz vezethet [Campbell és mtsai., Immunol. Rev. 172,
315. old. (1999)].

Az élelmiszerallergia megjelenése lényegében barmilyen szévetet érinthet a szervezet-
ben. A nagy felszivasi feliilete miatt a gasztrointesztinalis rendszer a valdszin(i f6 helye a karos
anyagok felszivasanak. Az élelmiszerallergidk sok tiinete magaban az emésztérendszerben jele-
nik meg, de mas szoveteket is érinthetnek, beleértve a bort és a légutakat.

A szakteriileten kiilonb6zd megkdzelitési mddokat javasoltak az allergia, kdzelebbrol
az élelmiszerallergia kezelésére.

Egy ilyen megkozelitési mod célja maganak az allergén anyagnak a modositasa oly moé-
don, hogy az allergén potencialja csokkenjen. Ezt annak az élelmiszer vagy a komponense fo-
gyasztasanak a korlatozéasaval vagy tiltasaval érhetjik el, amelyik a problémak okozdja. A
probléma gyakran abban all, hogy a specifikus antigénhatasti anyag (allergén) az élelmiszerben
gyakran nem ismert, és ily modon a legtobb esetben nem vilagos, hogy melyik 6sszetevot kell
szelektiven eltavolitani.

Az 5 480 660. szami amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban beszamolnak ar-
rol, hogy a buzara allergias paciensek allergiajanak kialakulasat csokkenteni lehet olyan fehér-
jék eliminalasaval vagy csokkentésével a lisztben, amelyeknek a molekulatomege nem tobb
mint 30000 Da, és olyanokéval, amelyeknek a molekulatomege 50000 és 70000 Da koz6tt van.

A JP 1104 67 21. szamu japan szabadalmi iratban eljarast tarnak fel fehérjetartalma
élelmiszer allergenitasanak csokkentésére, amely szerint az élelmiszert dsszekeverik buzaliszt-
tel, és a keveréket tobb mint 3 percig sutik 180 °C-on.

A 4293 571. szamt amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban hipoallergén ké-

szitmény eléallitasat irjak le, amely szerint fehérjetermészet(i anyagot hidrolizisnek vetnek ala,
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és megmarado, nem hidrolizalt fehérjéket hokezeléssel koagulaljak, majd ultrasziirik, hogy el-
tavolitsik a koagulalt anyagot és makropeptideket, amelyek allergéneket tartalmazhatnak.

Az 5039 532. szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban egy masik elja-
rast tarnak fel hipoallergén élelmiszer eloallitasara, amely szerint a terméket enzimatikus hidro-
lizisnek teszik ki.

Mindezen eljarasok ellenére az élelmiszer kezelése, vagy akar annak kizarasa a napi ét-
rendbdl végezetiil nehéznek bizonyult a gyakorlatban, mivel az étrend megvaltoztatasat igényli,
altalaban szigori megszorit6 intézkedésekkel, ami végsd soron befolyasolja az életmindséget
és/vagy gatolja az egyén elvarhato novekedését.

Egy eltéré megkozelitési mod az élelmiszerallergia és élelmiszer-intolerancia kezelésére
a bélrendszer integritisanak helyreallitdsara és fenntartasara iranyul, oly modon, hogy az
élelmiszerallergének lényegében ne juthassanak 4t. Ebben a vonatkozasban az 5 192 750. sza-
mu amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratban N-acetil-gliikézamin alkalmazasat irjak,
ami lehetSvé teszi, hogy a nyalkahartya gatat képezzen az élelmiszerallergének atjutasa ellen,
és fenntartsa a normalis funkciojat.

Allergia kezelésének egy még masik megkozelitési modja szerint egyének vakcinalasat
javasoljak IgE-molekulak ellen, ami gatolja a masztsejtek és bazofilek beindulasat. Ebbdl a cél-
bol a WO 97/31948. szamu nemzetkozi kozzétételi irat vakcindlasra szolgalo specifikus
peptideket javasol, amelyek a haromdimenziés szerkezetiikkben hasonlitanak az IgE-molekula
— amelyek olyan immunglobulinok, amelyek részt vesznek az allergias és gyulladasos reakciok
részleteire. Azt gondoljak, hogy az egyének sajat immunrendszere végezetiil ellenanyagokat
hoz létre az IgE-molekulak ellen oly modon, hogy elsoprik ezeket az IgE-molekulakat. Azon-
ban az emlitett eljarasoknak az a hatranya, hogy a kialakult ellenanyagok keresztreakciot mu-
tathatnak mas immunglobulin-osztalyokkal, oly modon, hogy az egyén természetes védekezd
mechanizmusait karosan befolyasolhatjak.

A jelen bejelentd EP 99200130.5 szamul, még nem publikalt eur6pai szabadalmi beje-
lentésében egy még tovabbi megkozelitési modot tarunk fel. Egy olyan hipoallergén készit-
ményt javasolunk, amely nem allergén, nagymértékben hidrolizalt fehérjetermészetli anyagot
és/vagy szabad aminosav-bazist és az illeté allergén fehérje legalabb egy tolerogén peptidjet
tartalmazza. Habar ennek a készitménynek sok elénye van a technika allasidhoz viszonyitva,

még mindig nehéz eldallitani a tolerogén peptidet, amelyet minden alkalommal de novo kell

eldallitani.
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Tehat sziikség van a szaktertileten az allergia kezelésének javitott eszkozeire.

A talalmany célja tehat ilyen eszk6zok biztositasa.

A fenti célt elértik tejsavbaktériumok uj torzseinek biztositasaval, amelyek képesek
csokkenteni egy egyén hajlamat allergias reakciok kialakitasara. Az 0j tejsavbaktériumok olyan
polipeptidet expresszalnak, amely tolerogén peptidet hordoz, oly médon, hogy a tolerogén
peptid specifikus szekvenciajat és lehetSleg konfiguraciojat is megtartjuk, a stabilitdsat meg-
drizziik, és ezaltal az egyén immunrendszere feldolgozhatja és felismerheti azt.

Az alabbiakban roviden ismertetjiik a leirashoz tartozo abrakat.

Az 1. abran a B-laktoglobulin-hidrolizatum megfeleld frakcioiban 1évé peptidek primer
szekvenciajat mutatjuk be; a fliggbleges vonalak diszulfid-hidakat jelolnek.

A 2. abran a tolerogén peptidekkel/peptidfrakciokkal kapott eredményeket mutatjuk be
kiilonbo6zo kisérletekben.

A tejsavbaktériumokrol — kulonosen a Lactobacilli és Bifidobacteria — kimutattak,
hogy modulaljak az immunrendszert anélkiil, hogy elhagynak az éléhelyiiket, az immunrend-
szer szabalyozasaban résztvevd hirvivok (citokinek) termelésével. A tejsavbaktériumok nem
pro-inflammatorikus citokinek, mint példaul IL-8, TNF-a, MCP-1 és GM-CSF termelését
valtjak ki, hanem el6segitik a gyulladast gatlo citokinek, mint példaul TGF-p termelését [Blum
és mtsai.,, Antonie van Leeuwenhoek 76, 199. old. (1999)], aminek fontos kovetkezményei
vannak mind az intesztinalis immunologiai homeosztazis, mind az epitélialis gat integritasanak
fenntartasa vonatkozasaban [Planchon és mtsai., J. Cell Physiol. 181, 55. old. (1999)]. Ennek
megfeleléen laktobacillus-homogenizatumok orélis beadasarol kimutattak, hogy szuppressziv

IRY:

Appl. Environ. Microbiol. 65, 4725. old. (1999)].
A tejsavbaktériumok (LAB) alkalmazhatok fehérjék és peptidek heterolog (tul)termelé-

sére olyan rendszerekkel, amelyek lehetové teszik idegen gén expresszaltatasat kromoszomaba
torténd integralédas vagy episzomalis plazmidelemek révén [lasd példaul Kuipers és mtsai.,
Tibtech 15, 140. old. (1997)]. Ezenkivil a tejsavbaktériumok képesek nyélkahartyai felszinek
kolonizalasara, és sajat, muramil-peptidekkel kapcsolatos adjuvanshatast mutatnak, ami a
peptidoglikan lebomlasanak az eredmeénye.

Ezenkiviil kimutattak, hogy bizonyos Lactobacillus torzsek elSsegitik az antigén-
specifikus immunvalaszokat, kilondsen az IgA osztilyban [Majamaa és mtsai, J. Pediatr.
Gastroenterol. Nutr. 20, 333. old. (1995)]. A human IgA-antigén komplexek képtelensége a

komplement aktivalasara fontos lehet a nyalkahartyai felszinek integritasanak fenntartasaban.
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Ez megakadalyozna a lokalis gyulladasos reakciokat, beleértve a leukocitak bearamlasat és a
immunologiai effektorok felszabaditasat, amelyek fokozzék a nyalkahartya-membran szoveti
sériilések miatti permeabilitasat. Ezenfelul az immunologiai kizarasi mechanizmusok révén az
IgA korlatozhatja a mellékes antigének tovabbi felszivodasat, és ezaltal megszinteti az IgE és
IgG izotipusu ellenanyagok altal kozvetitett anafilaktikus reakciokat.

Ezenkiviil a laktobacillusokrél kimutattak, hogy potencialjak az IFN-y izolalt T-sejtek
altali termelését [Halpern és mtsai., Int. J. Immunother. 7, 205. old. (1991)]. Nemrégiben az
IFN-y-rol kimutattak, hogy gatolja a TNF-a felszabadulasat intesztinalis nyalkahartyai sejtek-
bél [Bissonnette és mtsai., Int. Arch. Allergy Immunol. 107, 156. old. (1995)]. A
megnovekedett IFN-y-szekrécio megakadalyozhatja a TNF-a karos hatasait [Hernandez-Pando
és mtsai., Immunology 82, 591. old. (1994)], és ennek kovetkeztében k6zombositheti az élel-
miszerallergiaval kapcsolatos permeabilitasi rendellenességeket. Példaul a bélrendszer antigén-
felvétel elleni gatjanak sériilése az atopikus ekcémaban kulcsfontossagli meghatarozoja lehet a
kozonséges étrendi és kornyezeti allergének elleni tdlzott immunvalaszoknak.

A talalmanyhoz elvezeté kiterjedt vizsgalatok folyaman eszkozoket terveztiink a tej-
savbaktériumok elényos tulajdonsagainak kombinalasara potencialis tolerogén peptidekkel,
hogy egy hatékony agenst hozzunk létre egy egyén allergias reakciokra val6 hajlamanak csok-
kentésére vagy akar minimalizalasara.

A talalmany szerint alkalmazhato tejsavbaktérium a Lactobacillus csoportba vagy a
Bifidobacterium csoportba vagy Lactococcus csoportba tartozik, €s eldnyosebben az L.
acidophilus, L. johnsonii, L. gasseri, L. casei, L. paracasei vagy L. reuteri csoportokbol
szarmazik, amelyek mind human vagy allati eredetiiek.

A tolerogén peptid, amely egy egyénben allergiat okozo adott fehérjébdl szarmazo
peptid, altaldban korilbeliil 200 és 6000 Da kozotti méretii, és képes toleranciat indukalni le-
galabb azon fehérje ellen, amelybdl szarmazik. Ezenfelil tolerancia indukalhaté barmilyen
olyan anyag ellen is, amelynek azonosak az antigén-determinansai, mint a specifikus tolerogén
peptid altal reprezentaltak. A talalmany szerint ezt a peptidet rekombinans ton egy tejsavbak-
térium altal szintetizalt polipeptidbe inzertaljuk, amely polipeptid lehet endogén vagy exogén a
baktériumban. A tolerogén peptidet oly mddon inzertaljuk, hogy a kapott rekombinans
polipeptid sz€élén prezentalodjon, ily modon felismerhetd legyen az immunrendszer éltal.

A polipeptidet a szakteriileten jol ismert eljarasokkal expresszaltathatjuk a tejsavbakté-
riumokban. Példaul a kereskedelmi forgalomban kaphat6 pNZ124 [Platteuw és mtsai., Appl.
Env. Microbiol. 60, 587. old. (1994)], pGK12 [Walke és mtsai., FEMS Microbiol. 138, 233.
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old. (1996)] vagy pG+host9 [Maguin és mtsai., J. Bacteriol 178, 931. old. (1996)] vektorokat
alkalmazhatjuk az episzomalis expresszaltatashoz. Azonban figyelembe véve a kromoszémaba
torténd integracio kivalo stabilitasat, az eldnyos lehet az illeté polipeptidet kddold rekombinans
gén expresszaltatasara. A kromoszomaba torténd integracid végett homolog rekombinaciot al-
kalmazhatunk, példaul tejsavbaktériumbol szarmazd és a tolerogén peptidet tartalmazo
rekombinans gén alkalmazasaval, és helyettesithetjiik az endogén gént. Rekombinans géneknek
a gazda kromoszomajaba torténd beépitésére szolgalod eljarasok ismerete a szakember koteles
tudasahoz tartoznak.

A polipeptid lehet egy normalisan a sejt belsejében marado fehérje, de lehet olyan
polipeptid is, amelyet a tejsavbaktérium szekretal, vagy amely annak sejtfalaba inzertalodik, €s
a tolerogén peptidet tartalmazd része az extracellularis részben helyezkedik el. A talalmany
szerint alkalmazhat6 polipeptidek példai a pepN, pepX, laktat-dehidrogenaz vagy B-galaktozi-
daz, vagy a bakteriozinok vagy B-réteg fehérjék osztalyanak a tagjai, vagy sejtfalhoz lehor-
gonyzott proteaz.

A polipeptid természete nem kulcsfontossagi, azzal a kikotéssel, hogy a tolerogén
peptidet oly modon inzertalhatjuk be, hogy elérhetd legyen az immunrendszer szamara. Azon-
ban ha egyszer egy megfeleld tolerogén peptidet azonositottunk, a szakember koteles tudasa-
hoz tartozik a tolerogén peptid ilyen helyzetben valo elhelyezése. Ebbol a célbdl a szakember
tanulmanyozhatja a polipeptidek haromdimenziés modelljeit, amelyekben a tolerogén peptidet
be kell inzertalni, és ezen informacio6 alapjan megfelelé rekombinans fehérjét tervezhet.

Egy elonyds megvalositasi mod szerint a rekombinans polipeptidek szekretalodnak,
vagy a baktérium sejtfalaban helyezkednek el oly modon, hogy a tolerogén peptid allanddan
prezentalodik a kornyezetbe.

A tolerogén peptid allergias reakciot okozo élelmiszerbdl szarmazik. Mégsem lényeges,
hogy annak aminosav-szekvenciaja megfeleljen a nativ fehérjében talalhaténak, hanem barmi-
Iyen olyan peptid, amelynek lényegében azonos az aminosav-szekvencidja és lehetSleg a ha-
romdimenziés konformacidja, mint az eredeti peptidnek vagy az abbodl leszarmaztatott, és lé-
nyegében azonos eredményt ado polipeptidnek, azaz csokkenti az allergias reakcio indukaléda-
sat, alkalmas lehet az adott célra.

A tolerogén peptidek forrasaként tejet, szojat, foldimogyorot, rakokat, halat, hist, sze-

zamot vagy irot emlithetjiikk, mint példaul B-laktoglobulint, szarvasmarha-szérumalbumint vagy

kazeint.
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Annak érdekében, hogy tolerogén peptideket azonositsunk, a jelentdséggel biro aller-
gén anyagot eldszor enzimatikus hidrolizisnek vetjik ala koriilbeliil 10-50%-0s mértékig, és a
fehérjekeverékben megmaradé enzimatikus aktivitast inaktivaljuk, példaul hdkezeléssel. A
fehérjehidrolizatum oldatat feltisztitjuk, és kivant esetben tovabb tisztitjuk. Az igy kapott
peptideket elvalasztjuk, példaul az oldat kicsapasos kezelésével vagy kromatografias oszlopon
torténd atengedésével.

Azt kovetden a kiilonbozd peptideket tartalmazo frakciokat teszteljiik a tolerogén tu-
lajdonsagaikra, allati modellben torténd teszteléssel. Ebbdl a célbol allatokat, mint példaul ege-
reket etetiink a megfeleld peptidfrakciokkal, és azt kovetden immunizéljuk az allergénnel, és
mérjiik az arra adott valaszt, mint példaul a kils6 megjelenés megvaltozasaval vagy az IgE
szintjének a specifikus mérésével az allatban. Ennek eredményeképpen a tolerogén peptidfrak-
ciok csokkenthetik az allat hajlamossagat az allergénnel szembeni reakciora, ily médon a meg-
felel6 peptidfrakciot meghatarozhatjuk.

Ha egyszer igazoltuk a tolerogén peptidet és annak aminosav-szekvenciajat, a tejsav-
baktériumban expresszaland6 polipeptid DNS-szekvencidjat beinzertaljuk génsebészeti uton a
bakterialis fehérjehordozot kodolod génbe. DNS-szekvenciak manipulalasara és fehérjék mikro-
organizmusokban torténd expresszaltatasara szolgal6 eljarasokat és modszereket ismertetnek
Sambrook és mtsai. [,,A Laboratory Manual”, kiad.: Cold Spring Harbor (1992)].

A talalmany targyat képezik élelmiszer- és gyogyaszati készitmények is, amelyek lega-
labb egy ilyen rekombinans tejsavbaktériumot tartalmaznak.

A bakterialis torzset 10°-10" cfu (,,colony forming unit”, kolénia alkotd egység”) tar-
tomanyba esé mennyiségben alkalmazhatjuk a készitményben az anyag g-jaira vonatkoztatva.
Hasonloképpen, a tejsavbaktériumok tenyészetének a feliluszojat vagy annak aktiv frakciojat
is alkalmazhatjuk a készitményben.

Az élelmiszerkészitmény lehet tej, joghurt, turo, sajt, fermentalt tej, tejalapu fermentalt
termék, jégkrém, gabonaalapu fermentalt termék, tejalapt por, csecsemOtapszer vagy — alla-
tok esetében — allateledel.

A gyogyaszati készitmény lehet tablettak, folyékony bakterialis szuszpenziok vagy
olyan készitmények formajaban, amelyek a baktériumok részeit tartalmazzak, mint példaul
csupan a bakterialis sejtek lizisével és a sejtfal-komponensek Osszegytijtésével eldallitott sejtfal-

frakcio, lehet szaritott, szajon at bevehetd kiegészitd anyag, csovon adott szaraz taplalék vagy

csovon adott nedves taplalék.



10

15

20

25

ve o 0000 000 SvO
Py
« o ces
)

o o ® .
. soes o oo oo

-8-

A gyogyaszati készitmény beadasanak ttja oralis, de lehet nazalis is.

A talalmany targyat képezik vakcinak is, amelyek a talalmany szerinti baktériumokat
vagy azok részeit tartalmazzak. A baktériumok lehetnek él6k, vagy kivant esetben lehetnek le-
gyengitettek, azaz a novekedési potencialjuk lecsokkentett lehet. A baktériumok részeként el-
sésorban a jelentdséggel bird antigént hordozo6 sejtfalat lehet alkalmazni. A sejtfalat konnyen
eldallithatjuk a sejtek lizalasaval és a kiilonb6z6 komponensek elvalasztasaval.

Az alabbi példakban tovabb illusztraljuk a talalmanyt az oltalmi kor korlatozasa nélkaiil.

1. példa
Tolerogén peptidek izolalasa

a) Peptidek izolalasa.

220 g B-laktoglobulint (Sigma) feloldottunk 5% (w/w) koncentracidban kétszer desz-
tillalt vizben. A kapott oldathoz TPCK-val kezelt tripszint adtunk 1/100 (w/w) en-
zim/szubsztrat (E/S) arany alkalmazasaval, €s az oldatot 40 °C-on inkubaltuk pH 7,6-on allan-
do kevertetés mellett. Egy ora elteltével azonos mennyiségii enzimet adtunk az oldathoz, 2/100
végso E/S aranyt eredményezve. Az inkubalast tovabbi 4 6ran keresztiil folytattuk, és az enzi-
met hokezeléssel (85 °C, 5 perc) inaktivaltuk a reakci6 leallitasa végett. Azt kovetden a teljes
tripszines hidrolizatumot liofilizaltuk, és a kapott peptidterméket kationos gyantan preparativ
kromatografiaval elvalasztottuk.

15 kiloénbozé peptidfrakeidt nyertunk, korilbelul 2-23 aminosav méretben (korilbeliil
240-2720 Da). Az egyes frakcidkat nanofiltraltuk, diafiltraltuk, dializaltuk, ismételten liofili-
zaltuk, és szarazon taroltuk szobahOmérsékleten a felhasznalasig. A frakciok peptidtartalmat
forditott fazisu nagyteljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC) is jellemeztitk. Osszessé-
gében 15 frakciot (F1-F15) gyijtottink, amelyek f6 komponensként a jelzett peptideket (T)

tartalmaztak.

.
L]

°
o

Frakci6 |F1 |F2 |F3 |F4 |F5 |F6 |F7 |F8 |F9 |F10|F11|F12|F13|F14|FI

5

Tomeg |52 |13, (11 |11, (2,519 (43 |13, |50 (65|10 (3,4 |19 (26 |28

(2) 9 8 |7 |4 |7 |1 |1 [3 |5 |6 7 |8
T6 T20| T9
Dusitott T7 T12| T10 T10| T10
— | T17|T23| T23| — T21| T12 T11| T10 —
peptid T9 T21| T21 T11| T11

T18 T24| T24
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A peptideket izolaltuk és megszekvenaltuk. A szekvenciajukat az 1. dbran mutatjuk be.

Szamos peptid bizonyult tolerogénnek kiilonbozé kisérleti elrendezésekben, amelyeket
részletesen az alabbi irodalmi helyen ismertetnek: Pecquet, R., Bovetto, L., Maynard, F,
Frische, R, , Peptides obtained by tryptic hydrolysis of bovine B-lactoglobulin induce specific
oral tolerance in mice”, J. Allergy Clin. Immunol. 105, 514-521. old. (2000), amely teljes terje-
delmében hivatkozas ttjan a kitanitas részét képezi.

b) Tolerogén peptidek szintetizalasa

A B-laktoglobulin (BLG) harom tolerogén peptidjét (T6, T17 és T6/T17, amint fent

azonositottuk) és egy kontroll peptidet (T13) kémiailag megszintetizaltunk szegélyez6 BLG

szekvenciakkal valamint egy extra ciszteinnel, amint alabb felsoroljuk:

T6 CFKIDALNENKYVSR

84 91
T17 CNKYLVLDTDYKKYS
92 100
T6/TI7CFKIDALNENKVLVLDTDYKKYS
84 100
TI3 LIVTOTMKSRC

1 8

¢) Allatkisérletek

A kiilonbozd peptidek tolerogén tulajdonsagainak vizsgalatdhoz néstény Balb/c egere-

ket alkalmaztunk, amelyeket az IFFA-Credo cégtol (L'Abresle, France) szereztiink be. Az al-
latok mindegyikét tejmentes étrenden szaporitottuk és tartottuk. A kisérletek kezdetekor az
sllatok 3 hetesek voltak. Szondaval nativ B-laktoglobulint (5 mg/testtomeg-g), kilonboz6
mennyiségii emésztett B-laktoglobulint és kilonboz6 mennyiségli, a fenti a) pont alatt eldalli-
tott peptidet kaptak. A kontroll egereket vizes sooldattal etettik. Az ilyen étrenden 5 napon
keresztill tartott egereket p-laktoglobulinnal és nem rokon antigénként ovalbuminnal (grade V,
Sigma) immunizaltunk, hogy megallapitsuk az immunvalasz specifitasat. Ertékeltiik a késlelte-
tett tipusti hiperszenzitivitast (DTH) 21 nappal a szisztémas kezelést kovetden, Gsszehasonlitva
a bal hatso talp vastagsagat az immunizalas elott és utan. Mértiik az allatok talpanak a vastag-
sagat 24 oraval az immunizalas utan [A-vastagsagban kifejezve (mm)]. Azt kévetden vért vet-

tiink az Osszes egértdl, majd kivettik a lépiket, amelyeket osszegyljtottiink a kezelési cso-

eeee 9osa 0ve
o 0 o
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portok szerint. Lépsejtekre specifikus proliferacios vizsgalati eljarast hajtottunk végre az egyes
csoportokon. A béltartalmat egyedileg gytijtottik Ossze. A szérum és bélrendszeri mintakat
egyedileg lefagyasztottuk -80 °C-on, amig el nem végeztiik az egyes vizsgalati eljarasokat. Az
anti-B-laktoglobulin-IgE és anti-ovalbumin-IgE szinteket meghataroztuk mind a szérum, mind
bélrendszeri mintakban is.

d) IgE-ellenanyag vizsgalati eljarasok

A szérum és intesztinalis folyadékot meghigitottuk, és két parhuzamosban mértikk az

anti-B-laktoglobulin és anti-ovalbumin IgE ellenanyagok szintjét ELISA-val. 20 nem immuni-
zalt egér osszeontott mintajat alkalmaztuk negativ kontrollként. A titereket a minta azon higi-
tasabdl szamitottuk, amely a negativ kontroll abszorbanciajanak a kétszeresét adta. A titereket
a higitas reciprokanak a 10-es alapti logaritmusaként fejeztiik ki.

e) sejttenyészetek
A 1épsejtek oldatat PBS-ben homogenizaltuk és megtisztitottuk. A sejteket egyiitt te-

nyésztettiik B-laktoglobulin vagy fitohemagglutinin-A jelenlétében. Tricialt timidint ([*H)-Thy,
Amersham, Zurich) adtunk a tenyésztés utolsé 6 orajaban, és a csészék tartalmat begytijtottik
és elemeztiik szcintillacios szamlalassal. A stimulacios indexet a teszt és kontroll szintjének a
vak levonasaval kapott aranyaként szamitottuk, a [*H]-Thy harom parhuzamosban valé be-
éplilésének atlagos cpm-értékébal.

f) szintetikus peptidek orélis beadasaval indukalt tolerancia

Elemeztitk a szintetikus peptidek tolerogén képességét parenterélis egérmodellben. Az

alabbi eredményeket kaptuk:

IgE titer (log) Lép limfocita SI MLN limfocita SI
(teszt/kontroll) (teszt/kontroll) (teszt/kontroll)
T-6 3,24/3,39 0,53 0,29
T-17 2,67/3,39 0,31 0,41
T-6/T-17 3,40/3,39 0,92 0,81
T-13 3,20/3,39 1,70 0,87 J

SI: Stimulaciés index MLN: mezenterikus nyirokcsomd

Lathatjuk, hogy a T-17 jelii szintetikus peptid csokkentette mind az IgE-termelést,
mind a T-sejt-proliferaciot, mig a T-6 jelii peptid csak a T-sejtes valaszt csokkentette. Ezzel

ellentétben a T-13 jelii kontroll peptid nem indukalt oralis toleranciat a BLG ellen.

.
-
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2. példa

Rekombinans polipeptid eldéllitasa

Az 1. példaban tolerogén tulajdonsaguként azonositott T6 é€s T17 jeli peptideket egy
sejtfelszinre lehorgonyzott proteazzal fuzionaltattuk, hogy a baktérium felszinén prezentalod-
jon. Negativ kontrollként a T13 jelii peptidet alkalmaztuk, amely a B-laktoglobulin N-terminalis
részét tartalmazza.

A sejtfelszinen lehorgonyzott proteaz a Lactobacillus bulgaricus-bol szarmazott,
amelynek a szekvenciajat Gilbert és mtsai. publikaltak [J. Bacteriol, 178, 3059-3065. old.
(1996)]. Ezt a fehérjét egy 2000 aminosavbol allé fehérjének irtak le, amely egy 33 aminosav-
bol allo vezetSpeptidet (,,pre” régid) tartalmaz, amely az enzim sejtbdl torténd exportjaért fe-
lelés, amit egy 154 aminosav hosszusagu szakasz kovet (,pro” régid), amely a hasitas utan az
enzim proteolitikus aktivitasanak aktivalasaért felelos, €s egy 700-800 aminosavbol allo sza-
kasz az aktiv hellyel. Az azt kovetd régiorol (megkozelitdleg 1000 aminosav) azt gondoljak,
hogy a hasitas specifitasinak meghatdrozasaban és a keletkezett peptidek sejtbe torténd
transzportjaban jatszik szerepet, és atéri a sejtfalat. A proteaz a sejtfalhoz a karboxil-terminali-
sanak utolsé 200 aminosavaval van lehorgonyozva, amely felelés a sejtfal peptidoglikan szer-
kezetéhez torténd kovalens kotésért.

Elészor amplifikaltuk a proteaz génjét a promoterével egyitt az alabbi két lancinditd
alkalmazasaval:

5-TTTTGTGGATCCTTAACTTCATAGCACG-3’

(a gén promoterétdl leolvasassal ellentétes iranyban van, és egy BamHI helyet tartal-
maz)

5’-ATATTATCTAGAATTGAATAGATTGCC-3’

(a gén rho-tol fuggetlen terminatoratél leolvasassal megegyezo iranyban van, és egy
Xbal helyet tartalmaz).

Az amplifikalt terméket hasitottuk BamHI és Xbal enzimekkel, és a pNZ124 tejsav-
baktérium vektorba klonoztuk, amelyet ugyanezekkel a restrikcids enzimekkel emésztettiink,

és végiil elektroporacioval bejuttattuk a plazmidmentes (B-galaktozidaz €s proteaz negativ)

Lactococcus lactis-ba.

s

peptiddel/polipeptiddel. Ennek elérésére a klonozott proteazt Nhel enzimmel — amely 50 ba-
zisnyira leolvasassal megegyezé iranyban talalhato a vezetépeptid hasitasi helyét6l — és Pvul

enzimmel — amely tovabbi 800 bazissal leolvasassal megegyez6 iranyban talalhat6 — hasitot-

-
3
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tuk. A jelentdséggel bird peptidet (10 aminosav hosszusagig) kddold DNS-szekvenciat a két
restrikcios hely kozé inzertaltuk két oligonukleotid alkalmazasaval, amelyeket Gigy terveztiink,
hogy két restrikcios helyet hozzanak létre a végeikkel, ha egyszer hibridizalodtak. Az
oligonukleotidok tervezésénél figyelembe vettiik, hogy a proteaz génjébe torténd ligalas utan a
rekombinans fehérje olvasasi fazisa nyilt maradjon.

Nagyobb polipeptidek beinzertalasat a két helyet tartalmazé lancinditokkal torténd
DNS-amplifikacioval hajtottuk végre. Az amplifikalt terméket hasitottuk a restrikcids enzi-
mekkel. A DNS-fragmenseket mindkét esetben ligaltuk a proteaz génjéhez, és elektroporacio-
val bejuttattuk Lactococcus lactis-ba és Lactobacillus johnsonii-ba.

A T6 és T17 jelii peptideket tartalmazé rekombinans plazmidokat 2000. szeptember
22-én letétbe helyeztiik a Budapesti Szerzddés szerint az , Institute Pasteur’-nél, és azok sor-

rendben a CNCM 1-2563 és CNCM 1-2564 letéti szamot kaptak.

3. példa

Lactococcus lactis és Lactobacillus johnsonii transzformalasa

A transzformalas céljabol Lactococcus lactis torzset (MG1363, plazmidmentes) és Lal
Lactobacillus johnsonii torzset (Institute Pasteur, elérési szam:CNCM I-1225) névesztettiink
éjszakan keresztiil MRS tenyésztd tapkozegben 37 °C-on GasPak anaerdb rendszerben. Ennek
a tenyészetnek egy alikvotjat alkalmaztuk egy masik, 0,5 M szukrdzt tartalmazé MRS te-
nyésztd tapkozeg beoltasara. Egy tovabbi ujraoltast kovetden (2% koncentracioban 200 ml
MRS + 0,5 M szukroz tapkozegbe) a tenyészetet 0,6-os ODsos értékig novesztettiik. A sejteket
centrifugalassal 6sszegyljtottik 5000 rpm-mel 4 °C-on 10 percen keresztiil, és a csapadékot
megmostuk egyszer fél térfogatnyi, 1 M szukrozt és 2,5 mM CaCl,-t tartalmazo oldattal, egy-
szer negyed térfogatnyi, 1 M szukrézt és 2,5 mM CaCl,-t tartalmazo oldattal, és a centrifuga-
las utan kapott csapadékot ujra felszuszpendaltuk 3,5 ml 1 M szukroz, 2,5 mM CacCl, oldatban
és 0,459 ml 87% glicerinben (10% végkoncentracid). A sejteket vagy azonnal felhasznaltuk,
vagy lefagyasztottuk -80 °C-on.

Az elektroporacié végett a sejtek 40 ul-ét osszekevertiik 10-100 ng DNS-sel (keve-
sebb, mint 5 pl térfogatban), és atvittik egy jéghideg 0,2 cm-es elektroporacios kiivettaba. 200
Q, 25 pF, 2,5 kV pulzusokat alkalmaztunk jéghideg 0,2 cm-es elektroporaciés kiivettaban. 1
ml MRS + 20 mM MgCl,, 2 mM CaCl, tapkozeget adtunk a kiivettaba, és a szuszpenzidt 2-3
oran keresztiil inkubaltuk a megfeleld homérsékleten (30 °C-on a Lactococcus lactis esetében

és 37 °C-on a Lactobacillus johnsonii esetében). Amikor ts-plazmidokat (pG+host9) alkalma-
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zunk, a inkubalast 30 °C-on végezziik. Sorrendben 10 pl és 100 pl alikvotokat szélesztettiink a

megfelel6 antibiotikumot tartalmazd MRS agarcsészékre, plazmid DNS-sel torténd transzfor-

malast kovetden, és sorrendben 100 pl €s 500 pl alikvotokat, amikor ligacidés keverékkel

transzformaltunk. A csészéket anaerdb koriilmények kozott inkubaltuk 24-48 oran keresztiil a
fent megadott homérsékleteken.

Szelekcios kozegként eritromicint (2,5 pg/ml) tartalmazé MRS tapkozeget, vagy

kanamicint (5 pg/ml) tartalmazé MRS tapkozeget alkalmaztunk.

4. példa

Patkany antiszérumok és monoklonalis ellenanyagok el6allitasa tolerogén BLG
peptidek ellen

A T6, T17, T6/T17 és T13 jelii peptideket (amelyeket az 1. példaban ismertettiink)
maleimiddel aktivalt KLH kapcsoltuk, és Zitermax adjuvanssal egytitt tejfehérje-mentes étren-
den tartott patkanyok immunizalasara alkalmaztuk. Az els6 immunizalast kovetd 115. napig
kéthetente levett vérmintakbol ELISA-val kimutattuk, hogy a BLG-peptidekre specifikus el-
lenanyagokat tartalmaznak.

Az anti-T6 és anti-T13 antiszérumok reagaltak a BLG nativ (ELISA) vagy denaturalt
(SDS-PAGE + Western blot) formajaval. Az anti-T6 és anti-T17 ellenanyagokrdl kimutattuk,
hogy specifikusan felismerik a rekombindns L. lactis felszinén expresszaltatott BLG-

peptideket. Az eredményeket az I. tablazatban mutatjuk be.

I. Tablazat

Anti-p-laktoglobulin-peptid antiszérumok reaktivitasa

Specifikus
T6 T17 T6/17 T13
antiszérum
Patkany szama | A1 | A2 | A3 | B4 | B5 | B6 | C7 | C8 | C9 | D10 | D11 D12
T6 (ELISA) +++ | H- |+ - |[NT|NT| - [NT|NT| - |NT|NT
T17 (ELISA) - | NT |NT | + - - |+++| NT [ NT | - | NT | NT
T6/17 (ELISA) |[+++| NT | NT | + | NT | NT | +++) + - - | NT | NT
T13 (ELISA) - |[NT|NT| - |[NT|NT| - |NT|NT | + + | +-
Nat. BLG
t++ | H- || -] - - - - - + + | +/-
(ELISA)
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Den. BLG
(SDS-PAGE + | +++ | NT | ++ - | NT | NT| - | NT | NT | +- |+++| ++
WB)
LI/T6 (ELISA) | +/- | - |+++| - | NT | NT/| - - - - | NT | NT
LI/T17 (ELISA) - NT | NT | + - - - - - - NT | NT
LI/T13 (ELISA) - |NT|NT| - |NT|NT| - |[NT|NT| - - -
ELISA/OD490nm (15/37 °C)
+>0,3
++0,2-0,3
+++0,1-0,2
+/-0,05-0,1
-<0,1

NT — nem teszteltiik
nat. BLG — 3x kristalyositott BLG (Sigma), PBS-ben oldva
den. BLG — 3x kristalyositott BLG (Sigma), SDS mintapufferben feloldva és megfor-

ralva
LI/T — rekombinans Lactococcus lactis, amely BLG peptidinzertet tartalmazé

Lactobacillus bulgaricus proteazt hordoz

Az anti-BLG-peptid monoklonalis ellenanyagokat szekretald hibridomak eldallitasahoz
kivettiik a lépeket az immunizalt patkanyokbol. A Iépsejteket fuzionaltattuk mieldoma sejtekkel
szokasos modszerek alkalmazasaval, és mar az elsé szkrinelés lehetové tette anti-T6 vagy anti-
T17 ellenanyagot termeld populaciok azonositasat. Ezeknek a sejteknek a klonozasat sejtvalo-

gatassal hajtottuk végre, hogy biztositsuk méréhelyenként egyetlen sejt jelenlétét.

5. példa

Tolerogén peptidek detektalasa ellenanyagokkal

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a tejsavbaktériumok olyan médon
expresszaljak a tolerogén peptideket, hogy azok hozzaférhetOk és felismerhetok az ellenanyag-
ok altal, a rekombinans gént tartalmaz6 baktériumokat tenyésztettiink 50 ml-es tenyészetek-
ben, és a sejteket centrifugalassal 0sszegy(jtottitk. Azt kovetden a sejteket kétszer mostuk 50
ml TBS-sel, és végiil felszuszpendaltuk azokat 6 ml TBS-ben. A szuszpenzié 75 pl-ét atvittik

egy mérohelyre (feles mérShelyl lapos fenek(i ELISA mikrotiterlemez), és a lemezeket fedd
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nélkil hagytuk 37 °C-on, hogy a mérOhelyek kiszaradjanak. A lemezeket 3-szor mostuk
TBS/PBS pufferel addig, amig a nem ko6tédott baktériumok kimosddtak, és a mérdhelyeket azt
kovetden blokkoltuk TBS-kazein (1,5 g/1) alkalmazésaval, 2 6ran keresztiil 37 °C-on. A spe-
cifikus peptidek ellen termeltetett ellenanyagokat tartalmazé patkany antiszérumot adtunk a
mérdhelyekhez. A mérohelyeket éjszakan keresztil inkubaltuk szobahémérsékleten, 0,2%
Tween 20-at tartalmazo TBS-kazeinben val6 higitasok alkalmazasaval. Azt kovetden a mérd-
helyeket haromszor mostuk TBS-sel, és elohivo ellenanyagokat (HRP-vel konjugalt kecske
anti-patkany-IgG) adtunk a mérdhelyhez, majd 37 °C-on inkubaltuk azokat 0,2% Tween 20-at
tartalmazé TBS-kazein oldatban higitva. A mérdhelyeket haromszor mostuk TBS-sel, és el6-
hivtuk azokat OPD/H,O,-vel, és leolvastuk 490 nm-en.

Azt figyelhettikk meg, hogy mind a Lactococcus lactis, mind a Lactobacillus johnsonii

pozitiv reakciét mutatott, jelezve, hogy a tolerogén peptideket felismerték az ellenanyagok.

6. példa

Nyul antiszérum eldallitasa az L. bulgaricus prtB proteinazanak 472-659. aminosav-
oldallancai ellen

A 472-659. aminosav-oldallancokat (az 1. aminosav az iniciaciés metionin) kddold
prtB célszekvenciat (1414-1977. nukleotidok) PCR-rel amplifikaltuk, templatként a pMD114,
és az 5’-GCGGATCCGGCTTGGGCGGTGCAGATG-3’ szekvencidja leolvasassal ellentétes

_iranyban 1év6é lancindité (amely egy S5° BamHI helyet tartalmaz), és az 5’-

CGCAAGCTTGTGCGAAGTGTTCATGGC-3 szekvenciaja leolvasassal megegyezd irany-
ban lévé lancindité (amely egy 5° HindlIII helyet tartalmaz) alkalmazasaval.

A specifikus PCR-terméket Taq DNS-polimeraz (Perkin-Elmer) alkalmazasaval alli-
tottuk eld, az alabbi lépéseket tartalmazo 3 ciklus alkalmazasaval: denaturacié 95 °C-on 30
masodpercen keresztil, lancindit6-anneédlas 56 °C-on 30 méasodpercen keresztill, és lanc-
hosszabbitas 72 °C-on 45 masodpercen keresztiil, majd 27 ciklus kovetkezett, amelyekben az
annealasi 1épés homérsékletét 60 °C-ra emeltiik.

Sétlanitas és a lancinditok és a ANTP-k eltavolitasa utan (High Pure PCR Product
Purification Kit, Roche), a mintat emésztettik BamHI és HindIII enzimekkel, majd azt kove-

tden agarozgél-elektroforézissel elvalasztottuk, és a jelentéséggel bir6 DNS-csikokat vissza-

nyertiik a gélbdl (E. Z. N. A. Gel Extraction Kit, Peqlab).

~
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A megtisztitott amplifikalt terméket a pQE-9 E. coli expresszios vektor (Qiagen)
BamHI és HindIII helyei koz¢ ligaltuk, egy hexahisztidin-cimkét kddolo szekvenciatdl leolva-
sassal megegyezd iranyban.

Ezzel a vektorral transzformaltuk az E. coli M15 [pREP4] torzsét, és eldidéztuk a
heterolog fehérje expressziojat a tenyészet 1 mM IPTG-vel torténd indukalasaval.

Egy 1 literes tenyészet sejtjeit lecentrifugdltuk, lizaltuk denatural6 kortilmények kozott
(8 M karbamid). Tiszta lizditumot allitottunk elé centrifugalassal, és Ni**-NTA agarozgyon-
gyokre (Qiagen) vittiik fel, amelyet pH 8,0-on ekvilibraltunk, lehetévé téve a hexahisztidin-
cimkés fehérje kotédését. pH 6,3-on torténd mosas utdn a rekombinans fehérjét pH 4,5-6n
eluéltuk.

Az anyagot semlegesitettik 100 mM Tris-Cl (pH 7,5) pufferrel, meghataroztuk a
mennyiségét BCA fehérje-meghatarozo vizsgalati eljaras (Pierce) alkalmazasaval, és a koncent-
raciojat 1 mg/ml-re allitottuk be ugyanazzal a pufferrel.

Az antigént komplett Freund-féle adjuvansban emulgealtuk, és tobb intradermalis injek-
cioval beadtuk két nyulnak. Az injekciokat a 0., 14., 28. és 56. napon adtuk be. Az utolso vé-
reztetést a 80. napon végeztiik.

Az antiszérum reaktivitasat — amely meglepden erds volt — mind ELISA-val (a felszi-
nén L. bulgaricus prtB proteinazt expresszald rekombinans Lc.-vel), mind immunblottolassal (a

proteinaz szekretalt formajat expresszalé rekombinans Le. feluluszojaval) is igazoltuk.
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Szabadalmi igénypontok

1. A tejsavbaktériumok csoportjaba tartozo bakteridlis torzs, amely Lactobacillus
bulgaricus sejtfelszinre horgonyzott proteazahoz képest heterolog tolerogén peptidet tartalma-
26 Lactobacillus bulgaricus sejtfelszinre horgonyzott proteazt expresszal, oly médon, hogy a
peptid stabilizalt a gyomor és a duodénum enzimjei altali lebontassal szemben, €s megtartja a
tolerogén tulajdonsagait és a Lactobacillus bulgaricus sejtfelszinre horgonyzott proteaz kiil-
sején prezentalodik.

2. Az 1. igénypont szerinti bakterialis torzs, amely Lactobacillus vagy Bifidobacterium.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti bakterilis torzs, amelyben a tolerogén peptid élel-

miszerbdl szarmazik.
4. Elelmiszerkészitmény, amely 1-3. igénypontok barmelyike szerinti bakterialis torzset

vagy annak feluluszojat tartalmazza.

5. A 4. igénypont szerinti élelmiszerkészitmény, amely tej, joghurt, turd, sajt, fermentalt
tej, tejalapu fermentalt termék, jégkrém, gabonaalapu fermentalt termék, tejalapi por, csecse-
métapszer vagy allateledel barmelyike.

6. A 4. vagy 5. igénypont szerinti élelmiszerkészitmény, amelyben a bakterialis torzs
107 és 10" cfu/dozis kozotti mennyiségben van jelen.

7. Gybgyaszati készitmény, amely 1-3. igénypontok barmelyike szerinti bakterialis tor-
zset vagy annak felulaszdjat tartalmazza.

8. A 7. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amelyben a bakterialis torzs 10’ és
10'2 cfu/dézis kozotti mennyiségben van jelen.

9. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti bakterialis torzsnek vagy feliiluszojanak al-
kalmazasa allergia kezelésére alkalmas ehetd hordozo eldallitasara.

10. A 4-8. igénypontok barmelyike szerinti élelmiszer- vagy gyogyaszati készitmény al-
kalmazasa allergia kezelésére alkalmas ehetd hordozo eldallitasara.

11. A 10. igénypont szerinti alkalmazas, oralis vagy nazalis uton beadhat6 készitmény
eldallitasara.

12. Vakcina, amely 1-3. igénypontok barmelyike szerinti bakterilis torzset vagy annak

részeit tartalmazza.
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13. A 12. igénypont szerinti vakcina, amelyben lizalt baktériumok sejtmebréan-frakcidja

van felhasznalva.

A meghatalmazott:
5 DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

Lengyel Zsolt
10 szabadalmi Ggyvivojelolt
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