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KIVONAT

A találmány tárgya az immunszuppresszióval, közelebb­
ről xenotranszplantációval kapcsolatos immunszuppresszióval 
kapcsolatos. A találmány tárgya közelebbről egy T-sejt epi- 
tópot és egy B-sejt epitópot tartalmazó immunogént magában 
foglaló immunogén készítmény, melyben a B-sejt epitóp a xe­
nograft kilökődésben szerepet játszó sertés polipeptid, 
amely egy sertés polipeptidnek a vele egyenértékű emberi 
polipeptid megfelelő régiójához képest kevesebb, mint 75%- 
os szekvencia-azonossággal rendelkező régiójából származik.

A találmány szerinti megoldás alkalmas xenograft kilö­
kődést okozó immunreakciók gátlására.
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Immunszuppresszió

A találmány tárgya az immunszuppresszióval, közelebb­
ről xenotranszplantációval kapcsolatos immunszuppresszióval 
kapcsolatos. A találmány tárgya közelebbről egy T-sejt epi- 
tópot és egy B-sejt epitopot tartalmazó immunogént magában 
foglaló immunogén készítmény, melyben a B-sejt epitóp a 
xenograft kilökődésben szerepet játszó sertés polipeptid, 
amely egy sertés polipeptidnek a vele egyenértékű emberi 
polipeptid megfelelő régiójához képest kevesebb, mint 75%- 
os szekvencia-azonossággal rendelkező régiójából származik.

A találmány szerinti megoldás alkalmas xenograft kilö­
kődést okozó immunreakciók gátlására.

Az allogén szervátültetések sikeres alkalmazása elle­
nére a szervek iránti igény és a felhasználható szervek 
mennyisége közötti egyenlőtlenség áthidalására van szükség. 
Az allogén szervek mennyiségének növelése nem jelent kielé­
gítő megoldást, mivel számuk még akkor sem lenne elegendő a 
meglévő igények kielégítésére, ha az összes felhasználható 
szerv transzplantációra kerülne (1, 2). Ez a tény vezetett 
a vonzó és működőképes alternatívát jelentő xenotranszplan­
tációval (a különböző fajú állatok közötti szervátültetés­
sel) kapcsolatos érdeklődés feltámadásához.

A xenotranszplantációs kutatások napjainkban a sertés­
re koncentrálnak, amely méretét, élettani kompatibilitását 
és tenyésztési jellemzőit tekintve megfelelő állati donor­
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nak tekinthető (3, 4). A diszkordáns xenotranszplantáció 
sikerét a legutóbbi időkig gátolta azonban a humorális ere­
detű túlheveny kilökődés ("humorally-mediated hyperacute 
rejection", HAR) elkerülhetetlen jelentkezése, amely a re- 
vaszkularizációt követően rövid időn belül a szerv kilökő­
déséhez vezet. A diszkordáns fajok között átültetett szer­
vek legtöbbje áldozatul esik a HAR-reakciónak. A közelmúlt­
ban jelentős előrehaladás történt a HAR immunológiai alap­
jának megértésében és kiküszöbölésére számos eljárást dol­
goztak ki. Ezek közül a lényegesebbek közé tartozik a je­
lenleg alkalmazott számos transzgénikus eljárás, ilyen pl. 
a sertés endothelsejteken megfigyelhető komplementaktivitás 
szabályozóanyagainak expressziója (5) . Megjósolható, hogy 
hamarosan megvalósul a rövid idejű xenograft-túlélés (6). A 
HAR leküzdése érdekében végzett kutatások eredményei olyan 
további immunológiai akadályokra derítettek fényt, amelyek 
legyőzése elengedhetetlen a hosszú távú xenograft-túlélés 
eléréséhez. Az immunológiai kilökődés végső folyamataiban 
az immunválasz humorális és sejtes ágai feltehetően egya­
ránt szerepet játszanak. Mindezek közül egyértelműen a leg­
fontosabb a HAR domináns szerepéhez képest korábban háttér­
be szorult, súlyos következményekkel járó, T-sejt közvetí­
tett kilökődési válaszreakció (7-11). Korábban kimutatták, 
hogy [az allo-felismerés és az allograft kilökődés folyama­
tából jól ismert (13)] közvetlen és közvetett T-sejt akti­
vációs reakcióutakon történt szenzitizációjukat követően a 
humán T-sejtek in vitro központi szerepet játszanak a 
xenogén sejtek felismerésében (7, 8, 12). Az allo-kilökődés 
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hátterében álló sejtes mechanizmusok ismerete alapvető fon­
tosságú volt a T-sejt közvetített xenograft elleni válasz­
reakció vizsgálata során.

Az átültetett szervek sejtes kilökődésének megelőzését 
szolgáló főbb terápiás beavatkozások jelenleg szisztémás 
immunszuppresszív hatóanyagok valamint pl. CD3, CD4, CD25 
elleni monoklonális ellenanyag-terápia (14) alkalmazásán 
alapulnak. A xenograftok elleni erőteljes in vitro T-sejtes 
válaszreakciók kiváltásáról szóló beszámolók (7, 8, 12) 
alapján elképzelhető, hogy a xenograft kilökődés meggátlása 
a jelenlegi standard adagokkal elérhetőnél jóval nagyobb 
mértékű immunszuppressziót igényel. Xenograftok esetében 
azonban ez a stratégia nem követhető. Az (immunszuppresz- 
szív) hatóanyagok szedésére a beteg egész életén át szükség 
van, azok a teljes immunrendszert elnyomják, ami fertőzé­
sekkel és daganatképződéssel szembeni fokozott fogékonysá­
got eredményez (14). A xenotranszplantáció klinikai gyakor­
latban történő alkalmazása szempontjából a tolerancia / 
immunszuppresszió kialakításának gráftspecifikus stratégiái 
egyértelműen előnyösek lennének. Míg mindez az allotransz- 
plantációval kapcsolatban nehezen volt elérhető, a xeno­
transzplantáció esetében erre több lehetőség nyílhat: a fa­
jok közötti különbözőségek lehetőséget kínálnak a valóban 
graftspecifikus hatóanyagok előállítására. Mindemellett le­
hetőség van mind a sertésdonor szervének, mind a humán re- 
cipiens immunrendszerének transzplantáció előtti módosítá­
sára (1) .
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T-sejt aktiválás és proliferáció
Bár a T sejtek proliferációját az antigén-specifikus 

CD3/TCR komplex (1. jel) megkötése indítja be, ahhoz továb­
bi kostimulációs jelek szükségesek (2. jel) (15, 16, 17), 
amelyeket általában az antigénbemutató sejt ("antigen 
presenting cell", APC) szolgáltatja. Míg a T-sejtek 2. jel 
jelenlétében történő antigén általi stimulációja a T-sejtek 
aktiválását és proliferációját idézi elő (18), hiányukban a 
T-sejtek MHC-komplexekkel történő érintkezése tökéletlen T- 
sejt proliferációt és ún. klonális energiát idéz elő (19, 
20) . Kimutatták, hogy APC-k aldehiddel történő fixálása 
(20, 21) vagy hőkezelése (19) az MHC-II felületi expresszió 
mértékének változatlanul hagyása mellett megszünteti ezen 
sejtek alloreaktív T-sejteket aktiváló képességét. Ez alap­
ján a T-sejt receptorok lekötése önmagában nem elegendő a 
T-sejt teljeskörű aktiválásához (17). Az anergiás T- 
sejteket leginkább IL-2 termelésük hiánya jellemzi, vala­
mint az, hogy antigénnel történő későbbi találkozást köve­
tően sem képesek IL-2 termelésre (22) . Ez a Lafferty és 
mtsai. által javasolt két jelen alapuló aktiváció meglétét 
támasztja alá (23). A T-sejtek esetében egy adott antigén- 
stimulációra történő válaszreakcióhoz az APC-től származó 
többszörös aktivációs jelre van szükség (23).

A másodlagos jel hiányában történő in vitro T-sejt 
anergia kialakításáról először Jenkins és Schwartz számolt 
be 1984-ben (24), ők egy meghatározott peptid CD4 T-helper 
kiónoknak történő bemutatására kémiailag fixált APC-t al­
kalmaztak. Azóta már nagyszámú in vitro és in vivo adat áll 
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rendelkezésre annak a hipotézisek az alátámasztására, hogy 
az 1. jel önmagában nem aktiválja a T-sejteket (22) és a 
kostimulációs jelhatás elsősorban más sejtekkel és nem old­
ható faktorokkal történő érintkezés eredménye. A humán MHC- 
II osztályú molekulákkal transzfektált, de a megfelelő CS- 
jelet nem expresszáló (2. jel hiányos) fibroblasztok haté­
kony antigénbemutatásra képesek II. osztályra korlátozott 
CD4 T-sejt kiónok részére, de nem idéznek elő antigénspeci­
fikus T-sejt proliferációt, aminek következtében a sejtek 
anergiássá válnak. Mindezek alapján az antigénnel történő 
első találkozásuk körülményei nagy hatással vannak a T- 
sejtek későbbi immunválasz-képességére.

Ennek megfelelően a T-sejtek aktiválásához és proli- 
ferációjához elengedhetetlen kostimuláló molekulák jelenlé­
te, amelyek a T-sejtek felszínén található receptorok és az 
APC-n expresszált ligandumaik kölcsönhatásából származnak. 
A kostimulációs jel azonban önmagában sem nem antigén­
specifikus, sem nem MHC-korlátozott (25). Az utóbbi években 
részletesen ismertették a kostimulációt közvetítő molekulá­
ris kölcsönhatásokat. A két fő reakcióútban egyrészt az 
APC-n expresszált (i) B7-1 és B7-2 (a B7-család tagjai) , 
valamint (ii) CD40, továbbá a T-sejteken expresszált ellen­
receptoruk, a CD28 és a CD40 ligandum (CD40L) vesznek 
részt. Nagyszámú in vivo és in vitro kísérletes bizonyíték 
támasztja alá a B7-1, B7-2 és CD40 T-sejt kostimulációban 
betöltött döntő fontosságú szerepét (26-36). A CD28-B7 és 
CD40-CD40L jelátadás egyidejű blokkolása allotranszplantá- 
ció során meggátolta az allograft kilökődési reakció bein­
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dulását (37, 38). A B7/CD28 reakció in vivo gátlása megaka­
dályozta a T-sejtek graft antigénnel szembeni szenzitizáló- 
dását, meghosszabbítva ezáltal a graft-túlélés idejét 
(38, 39) .

A T-sejtek egy közvetlen és egy közvetett reakcióúton 
keresztül szenzitizálhatók xenoantigénekkel szemben, ezek a 
jól ismert, alloantigénekkel szembeni T-sejt aktivációs 
reakcióutaknak felelnek meg (1. ábra). A közvetlen felisme­
rés során a recipiens T-sejtjeinek fel kell ismerniük a do­
nor stimulátor sejtjein pepiiddel komplexet képzett ép ide­
gen MHC-molekulákat. Ezzel szemben a közvetett felismerési 
folyamat alkalmával a recipiens T-sejteknek recipiens MHC- 
II-vel összefüggésben történő bemutatás előtt a recipiens 
APC-knek fel kell dolgozniuk a xenoantigént. A xenoantigén- 
re specifikus saját MHC-II korlátozott T-sejtek felismerik 
a pepiidet és válaszreakciót indítanak el. Míg a legtöbb 
beszámoló a közvetett xenofelismerési válaszreakcióról szü­
letett, a közvetlen reakcióúton keresztül megvalósuló sej­
tes kilökődés! reakcióról is rendelkezésre állnak adatok 
(7, 8, 9, 11, 12, 40, 41, 42). Sertésszövetek ellen irányu­
ló erőteljes in vitro humán T-sejtes proliferatív válaszre­
akcióról többek között mi is beszámoltunk már.

Kostimulátor molekulák
A kostimulátor molekuláknak a TCR-CD3 receptor MHC-vel 

és peptidekkel történő reakciójának kimenetelét alapvetően 
befolyásoló szerepét számos in vivo és in vitro kísérletes 
adat támasztja alá. Az immunválasz módosítását célzó egyes 
gyógyászati eljárásokban a receptorok vagy a ligandumok el-
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leni anti-kostimuiátor molekulákat alkalmaznak. Ilyen, sej­
tes válaszreakciók graft kilökődés megakadályozása érdeké­
ben történő módosítását alkalmazó eljárásokat már számos 
transzplantációs modell-rendszerben vizsgáltak (14, 37, 38, 
43-47).

A B7-1 (B7-BB1, CD80) és a B7-2 (CD86) egyaránt nagy­
mértékben glikozilált transzmembrán proteinek, amelyek az 
immunglobulinok szupercsaládjába tartoznak (25) . A B-sejt 
aktiváló B7-1 molekulát először 1989-ben azonosították 
(27), a B7-2-t 1993-ban írták le (49). Napjainkra már mind 
a humán B7-1 és B7-2 molekulák, mind egérbeli homológjaik 
klónozására és funkcionális jellemzőik meghatározására sor 
került (25) . A B7-1 és B7-2 a lépbeli és vérbeli dendriti- 
kus sejteken konstitutívan expresszáltak, aktiválás hatásá­
ra pedig B-sejteken és monocitákon is megjelennek (34, 50). 
A nagymértékű homológiát mutató B7-1 és 2 a CD28 jelű T- 
sejt antigén természetes ligandumai (50). A B7 molekulacsa­
lád tagjainak egy másik receptora a citotoxikus T-limfocita 
antigén 4 ("cytotoxic T lymphocyte antigen-4", CTLA-4) nevű 
sejtfelszíni glikoprotein (51), amely homológ a CD28-cal és 
azzal 31%-os szekvencia-azonosságot mutat. Mindkét B7 
izoalak nagyobb affinitással kötődik a CTLA-4-hez, mint a 
CD28-hoz (30, 50, 52) . Míg a CD28-B7 receptor aktiválódás 
in vivo és in vitro egyaránt az antigénspecifikus IL-2 ter­
melésben szerepet játszó, APC-eredetű kostimulációs jelet 
eredményez (53 54), a CTLA-4 a T-sejt aktiválódás negatív 
szabályozómolekulájának tűnik (55, 56, 57). A CTLA-4 elleni
ellenanyagok okozta keresztkötés gátolja a CD28 kötődését
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(58), emellett a CTLA-4-törölt egerek életük első néhány 
hetében szabályozatlan limfocita-proliferáció következtében 
elpusztulnak (59). Mindezek alapján a CTLA-4 kötődés az im­
munválasz-reakciók fenntartása és szabályozása szempontjá­
ból alapvető jelentőségűnek tekinthető. Az ennek alapját 
képező mechanizmusok pontos tisztázására azonban még nem 
került sor.

A kostimulátor molekulák között a B7-család egyedinek 
számít abból a szempontból, hogy a CD28 B7-l-gyel vagy B7- 
2-vel történő kötődése az anergia megelőzésének egyaránt 
szükséges és elegendő feltétele (34). Ismereteink szerint a 
CD28-B7 kölcsönhatás az aktivált T-sejtek proliierációjának 
fenntartásához alapvető fontosságú jeleket biztosít. Ezt a 
megfigyelést támasztják alá azok az in vitro kísérletek, 
amelyek szerint míg a B7 hiányos sejtek nem képesek elsőd­
leges MLR stimulálására, a nagy mennyiségű B7-et expresszá- 
ló transzfektánsok képessé váltak alloreaktív T-sejtek IL-2 
termelésének stimulálására valamint az immobilizált CD3- 
ellenes monoklonális ellenanyaggal együtt tenyésztett poli- 
klonális T-sejt populáció kostimulálására (31) . NIH-3T3 
sejtek HLA-DR7-tel, B7-tel vagy mindkettővel történt stabil 
transzfekciójával kapott mesterséges APC-vel végzett kísér­
letekben egyértelműen bebizonyosodott, hogy tetanusz toxoid 
(TT) bemutatását követően csak akkor alakul ki optimális 
mértékű T-sejt proliferáció és IL-2 termelés, ha mindkét 
molekula jelen van. A B7 hiánya klonális anergiát eredmé­
nyez (58) .
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A sertés B7-2 (PoB7-2) klónozására aortából származó 
endothelsejtekből került sor (60). A sertés B7-2-vel vég­
zett átmeneti transzfekció hatására a humán köldökzsinór 
eredetű endothelsejtek erőteljesen kostimulálták a humán T- 
sejtek IL-2 termelését. A humán T-sejtek poB7-2-vel történő 
kostimulálása megegyező hatékonyságúnak bizonyult a humán 
B7-1 vagy B7-2 hatására kialakulóval és huCTLA4Ig-vel spe­
cifikusan gátolható volt. Mindezek alapján a poB7-2 jelen­
tős mértékben hozzájárul a sertés endothelium immunogén ha­
tásához (60) .

Bár a B7-1 és B7-2 közvetítette kölcsönhatások közpon­
ti jelentőségű helyet foglalnak el a T-sejt specifikus im­
munitás kialakulásában, léteznek egyéb lényeges kostimulá- 
ciós reakcióutak is. Ezek közül a legfontosabb a CD40 és 
CD40 ligandum (CD40L) kölcsönhatáson alapul (34).

A CD40 a TNF-receptor szupercsaládba tartozó, 50 kDa 
tömegű felületi glikoprotein. A CD40 különféle APC-ken, 
többek között monocitákon, dendritikus sejteken és aktivált 
makrofágokon expresszálódik. További sejttípusok, így pl. 
az endothelium is expresszálja a CD40-et (34). Ellenrecep­
tora, a CD40L (CD154, gp39, TRAP) egy 33 kDa-os, II. típusú 
integrált membránprotein (34, 36), amely átmenetileg ex- 
presszálódik az aktivált CD4 T-sejteken. Kimutatták, hogy a 
CD40-CD40L kölcsönhatás egyaránt lényeges feladatot tölt be 
a sejtes és humorális immunválasz kialakításában, a B-sejt 
aktiválásban pedig domináns szerepe van. A CD40 B-sejtek 
felszínén történő keresztkötése alapvető fontosságú a B- 
sejtek növekedéséhez és izotípus-váltásához, de emellett a



B7-expresszió tokozását is előidézi (50). A CD40 jelátadást 
követően a monociták és dendritikus sejtek B7-expresszió- 
jának (így. APC-kapacitásának) mértéke egyértelműen fokozó­
dik. A CD40-törölt egerekkel kapcsolatos kísérleti adatok 
alapján a CD40 megkötését követő CD40L jelátadás lényeges 
szerepet tölt be a T-sejt aktiválásban (61). Az egér erede­
tű, P815 jelű mastocytoma sejtek CD40-nel (vagy B7-l-gyel) 
történő transzfekciója képessé tette a korábban stimuláció­
ra képtelen P185-ÖS sejteket a poliklonális T-sejt aktivá­
láshoz és citokinek előállításához szükséges kostimuláció 
közvetítésére (34). A CD40-CD40L kölcsönhatás lényeges sze­
repet tölt be az allograft kilökődésben is (62, 63).

A nyugalmi állapotban lévő B-sejtek aktivációjukig ál­
talában nem expresszálnak nagy mennyiségben B7-l-et / B7-2- 
t (50) . Az MHC-peptid/TCR és CD40-CD40L egyidejű hatására 
bekövetkező B-sejt aktiválódás a B-sejteken található B7- 
család tagjai expressziójának fokozódásához vezet, ami elő­
segíti a T-sejtek stimulációját és következményes aktiválá­
sát (34, 36). Ennek megfelelően a CD40-CD40L kölcsönhatás a 
B7-molekulacsalád és feltehetően egyéb kostimulátor moleku­
lák expressziójának indukálásán keresztül befolyásolja a 
kostimulátor aktivitást, központi szerepet játszva ezzel a 
T-sejt aktiválásban. A CD40 és B7 egyértelműen szinergista 
kapcsolata mindkét kostimulációs reakcióút T-sejt függő im­
munválasz kialakításában és felerősítésében betöltött sze­
repét támasztja alá (38). Kimutatták továbbá, hogy a CD40- 
CD40L kölcsönhatás a dendritikus sejtek funkcionális álla­
potának módosításán keresztül lényeges szerepet tölt be a



citotoxikus T-limfocita (CTL) válaszreakciókban is (64, 65, 

66) .
Kiterjedt kutatások eredményei bizonyítják a B7-CD28 

és/vagy CD40-CD40L kölcsönhatás gátlásának fontosságát az 
allo- és xenotranszplantáció során. Ezt egyértelműen alátá­
masztó adatokat nyertek pl. CTLA4Ig CD28-B7 jelátadás gát­
lása történő alkalmazásával, ami patkány szív allograft 
(44, 45) és egér aorta allograft (43) modellben meghosszab­
bodott graft túlélést eredményezett és megakadályozta az 
idült kilökődési reakciót. Ezekben a modellekben a CTLA4Ig 
beadására bekövetkező T-sejt anergia a graft antigénnel 
szembeni részleges (44) vagy teljes (46) toleranciát ered­
ményezett. Allogén hasnyálmirigysziget-transzplantátumok 
B7-2 és B7-1 elleni ellenanyaggal történt kezelése is meg­
gátolta a transzplantátum kilökődését (14). Egér szív allo- 
transzplantátum modellben a CD40 jelátadás gátlásával ha­
sonló eredményeket kaptak (37, 47, 62). A CD28-B7 és CD40- 
CD40L jelátadás egyidejű gátlását megvalósító két kísérlet­
ben sikeresen előzték meg az allogén kilökődést. Mindkét 
reakcióút párhuzamos, hosszú távú gátlása egér valamint bőr 
és szív allograft modellekben teljes mértékben megakadá­
lyozta az idült kilökődési reakció kialakulását (38).

Xenotranszplantációs kísérleteikben Lenshow és mtsai. 
egérbe transzplantált humán hasnyálmirigyszigetekkel szem­
ben egyidejű CTLA4Ig-kezelés mellett hosszú távú donorspe­
cifikus toleranciát értek el (46). A gráftspecifikus tole­
rancia a B7-et expresszáló APC-k általi felismerés gátlásá­
nak közvetlen következménye volt. Tran és mtsai. CTLA4-Fc-
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kezeléssel rövid távú szuppressziót értek el (67). Mindkét 
reakcióút xenotranszplantáció során történő egyidejű gátlá­
sával kapcsolatban csupán kisszámú kísérleti adat áll ren­
delkezésre, egyes kutatók egér recipiensbe transzplantált 
patkány- és sertésbőr meghosszabbodott túléléséről számol­
tak be (63).

In vitro és in vivo kísérletes adatok egyaránt egyér­
telműen bizonyítják, hogy a CD28-B7 vagy a CD40-CD40L vagy 
mindkét reakcióút által közvetített kölcsönhatások gátlása 
megakadályozta a T-sejtek beültetett szövetbeli xeno- vagy 
alloantigénekkel szembeni szenzitizálódását, így meg­
hosszabbította a graft túlélését.

Amint azt korábban említettük, a T-sejtek közvetítette 
gráft-kilökődés jól ismert jelenség. Az immunrendszer emel­
lett azonban más vagy további sejt-közvetítette kilökődési 
reakciók megindítására is képes. Ezek a mechanizmusok a 
többek között az endothelsejtek által expresszált különféle 
molekulák funkcióin keresztül ismerhetők meg közelebbről. 
Ilyen, endothelsejtek által expresszált sejtadhéziós mole­
kula pl. a VCAM, amely feltételezhetően a gyulladás helyére 
történő leukocita-toborzásban játszik szerepet. A VCAM in­
dukálható transzmembrán glikoprotein, amely nyugalomban lé­
vő endothelsejtekben csupán kis mennyiségben expresszáló- 
dik, de gyulladáskeltő citokinek (pl. IL-1, TNFa) hatására 
expressziója gyorsan fokozódik. A VCAM és a leukociták kö­
zötti kölcsönhatás az utóbbiak sejtfelszínén expresszált 
ún. 4-es nagyon késői antigénen keresztül ("very late
antigen 4", VLA-4) jön létre. Az endothelsejtek VCAM-ex- 
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pressziója a VLA-4-gyel rendelkező leukociták gyulladás 
helyszínére történő beáramlását idézi elő, ami erősíti az 
allo- vagy xenograftokkal szembeni kilökődési válaszreakci­
ót .

Feltételezik, hogy a sertés VCAM lényeges szerepet 
játszik a humán leukociták egyrétegű sertés endothelsejt- 
tenyészeteken keresztül történő vándorlásának lehetővé té­
telében. Ésszerűnek tűnik az elképzelés, hogy ennek a köl­
csönhatásnak a gátlása előnyös hatású lehet a xenograftok 
túlélésére. Az először 1994-ben klónozott sertés VCAM lé­
nyeges mértékű azonosságot mutat a humán VCAM-mel (1) . Az 
előbb említett referencia mellett számos egyéb in vitro kí­
sérlet eredményei is arra utalnak, hogy a sertés VCAM haté­
kony kölcsönhatásba lép a humán leukocita-expressziós el­
lenreceptorral, a VLA-4-gyel. Például statikus adhéziós 
vizsgálati eljárásokban a VCAM-ellenes ellenanyagok jelen­
tős mértékben gátolják a humán NK- és T-sejtek sertés endo- 
theliumhoz kötődését. NK-sejtek esetében ez meggátolja az 
egyrétegű sertés endothelsejt-tenyészetekhez történő adhé- 
zió következtében általában bekövetkező sejtlízist.

A VCAM-ellenes ellenanyagok T-sejt közvetített xenog- 
raft-kilökődési folyamatokra gyakorolt hatását nehezebb fe­
ladat megjósolni. Rágcsálókat alkalmazó allotranszplantá- 
ciós modellkísérletekben az allograft-túlélés meghosszabbí­
tása céljából VCAM-elleni ellenanyagokat vettek igénybe. 
Bizonyos esetekben hosszú távú túlélésről és specifikus to­
leranciáról számoltak be (2, 3), bár ezen kísérletek pontos 
hatásmechanizmusát nem tisztázták.
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Peptid-immunizációs stratégia
Korábbi, immunogénként hordozómolekulákkal konjugált 

szintetikus peptideket alkalmazó in vivő kísérletekben si­
keresen állítottak eló biológiailag aktív ellenanyagokat 
(68). Ma mára különféle peptid-immunizációs stratégiáknak 
kiterjedt szakirodalma van, amely alapján jól ismert a hor­
dozómolekulához kötött antigén-bemutatás ellenanyag-terme­
lést fokozó hatása (68-72). Ez alapján megfelelő T-sejt 
epitópokkal B-sejteket segítő T-sejtek indukálhatok. Nemré­
giben közzétett kutatási adatok hordozómolekulához kovalens 
kötéssel kapcsolt saját antigénnel történt immunizálás ha­
tására saját anyagokkal szemben reagáló B-sejtek IgG-terme- 
léséről számoltak be (70) . Ezek az eredmények azt támaszt­
ják alá, hogy a saját proteinekkel szembeni B-sejt toleran­
cia megszüntethető.

Amint azt korábban említettük, a T-sejtek antigén­
felismeréséhez a (saját vagy idegen) antigének APC-k általi 
feldolgozása és bemutatása szükséges. Az antigén IgG- 
receptorokon keresztül történő endocitózisát követően a B- 
sejtek kifejezetten hatékony APC-ként működhetnek. Komplett 
aktivációs jelsorozat (TCR-aktiválás plusz kostimuláció) 
meglétekor T-sejt aktiválódás következik be, ami végül el­
lenanyag-képződéshez vezet.

A saját proteinekből származó peptidek feldolgozására 
és T-sejteknek történő bemutatására az idegen proteinekéhez 
hasonló módon kerül sor, a T-sejt tolerancia miatt azonban 
a saját peptidek rendszerint nem váltanak ki T-sejt aktivá­
lódást (70) . A T-sejtes felismerés hiánya részben magyaré-
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zattal szolgálhat tehát a potenciálisan reakcióképes B- 
sejtek reagálásának elmaradására.

A B-sejtek saját peptidekkel szembeni reagálóképessé­
gének hiánya megszüntethető, ezt Dalum és munkatársainak 
közelmúltban elvégzett kísérletei igazolták (69). Az emlí­
tett kutatók hordozóanyag és erőteljes idegen T-sejt epitóp 
segítségével kialakított kiegészítő T-sejtes segítő hatást 
előidézve autoellenanyagok képződésével járó válaszreakciót 
váltottak ki. További kísérletek bebizonyították, hogy a T- 
sejtes hordozómolekulákhoz konjugált szintetikus peptidek 
képesek leküzdeni a B-sejtek válaszreakció-képtelenségét ha 
jelentős számú, saját anyagokkal szemben reagáló B-sejt van 
jelen a gazdaszervezetben (69, 70). Az ubikvitin szekvenci­
ájába inszertált egyetlen erős idegen T-sejt epitóp az ere­
deti molekulával szembeni kifejezett autoellenanyag-képző­
dést idézett elő (69) . Sad egy kitűnő vizsgálatában saját 
proteinként GnRH-t és hozzá kémiai úton kapcsolt szinteti­
kus T-sejt epitópként diftéria toxoidot (DT) alkalmazva a 
természetes GnRH elleni specifitással rendelkező autoellen­
anyagok képződését váltotta ki (71, 72). A kezdeti vakciná- 
zást követően a természetes GnRH in vivo jelenléte fenntar­
totta az ellenanyag-termelést. Az immunizált egerek termé­
ketlenné váltak, mivel a jelenlévő természetes GnRH moleku­
la ellen a specifikus B-sejtek folyamatosan anti-GnRH- 
ellenanyagokat termeltek. A vizsgálatban a DT hordozó által 
kiprovokált, GnRH-specifikus B-sejteket segítő T-sejtes vá­
laszreakció a B-sejtes tolerancia áttöréséhez vezetett.
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Λ legtágabban értelmezve a találmány tárgyát egy em­
lős, előnyösen egy ember xenograft szövet vagy szerv elleni 
immunreakció okozta kilökődés közvetítésében szerepet ját­
szó, jellemzően, de nem kizárólagosan sertés endothelsejtek 
által expresszált sertés epitópokkal szemben specifikus el­
lenanyagok termelődését eredményező immunogénnel történő 
immunizálása képezi.

Immunogén alatt értünk itt bármely, immunválasz kivál­
tására képes epitopot vagy epitóp-kombinációt. Az epitóp T- 
vagy B-sejt specifikus egyaránt lehet. A találmány szerinti 
megoldásban epitóp lehet bármely polipeptid, peptid, módo­
sított polipeptid vagy módosított peptid (a módosítás jel­
lemzően az epitóp glikozilálását vagy foszforilálását je­
lentheti ) .

A találmány tárgyát képező epitópok jellemzően a CD40, 
a B7-1, a B7-2 és a VCAM elnevezésű, sertés eredetű moleku­
lák közül kerülnek kiválasztásra.

Szakember számára kézenfekvő, hogy a találmány egy 
egyén, ideális esetben xenotranszplantációt megelőzően vég­
zett, a homológ emlős eredetű polipeptidben nem szereplő B- 
sejt epitópot tartalmazó sertés molekula egy részletével 
szembeni, immunogén anyaggal történő immunizálását teszi 
lehetővé, ami a beteg saját, funkcionálisan megegyező mole­
kulái elleni ellenanyagok képződése és CD4 T-sejtes válasz­
reakció, vagyis sejtes kilökődési reakció kialakulása nél­
kül biztosítja a sertés polipeptid elleni ellenanyagok sze­
lektív képződését. Emellett az immunogén hatására a reci- 
piensben blokkoló ellenanyagok képződnek, amelyek meggátol-
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ják a kilökődés! válaszreakciót közvetítő sertés polipep- 
tidek működését.

Szakember számára az is nyilvánvaló, hogy a találmány 
szerinti megoldás lényeges előnyöket biztosít a recipiens 
immunrendszere sertés sejtekkel vagy szövetekkel szembeni 
válaszreakciójának elnyomására tett korábbi kísérletekkel 
szemben. A 97119971 számú nemzetközi szabadalmi irat példá­
ul a B7-2 vagy VCAM polipeptidek a transzplantációs kilökő­
dés ellenőrzését és a xenotranszplantációs kilökődési reak­
ció meggátlását szolgáló diagnosztikai és terápiás célú el­
lenanyagok előállítására történő alkalmazását tette közzé. 
Az előbbi megoldás számos hátránnyal jár. Az ellenanyag 
blokkoló tulajdonságának megtartása érdekében a VCAM vagy 
B7-2 elleni ellenanyagokkal egész élete során kezelni kell 
a transzplantáción átesett beteget. Mindezeken túl az im­
munrendszer végül (anti-idiotípusos) ellenanyagokat termel 
a gyógyászati célból alkalmazott ellenanyagokkal szemben, 
ami azoknak a beteg vérkeringéséből történő eltávolításához 
vezet.

A találmány szerinti megoldás nem igényel időszakon­
kénti ismételt beadást, mivel a beteg saját immunrendszere 
felel a sertés polipeptidekkel szembeni blokkoló ellen­
anyagok termeléséért. Az immunrendszer ezeket az ellenanya­
gokat nem ismeri fel idegenként, ennek megfelelően anti- 
idiotípusos ellenanyagok képződésére sem kerül sor.

A találmány szerinti megoldásban egy idegen T-sejt 
epitóp alkalmazására kerül sor, ami jelentős mértékben be­
folyásolja a hordozóanyaghoz kötött molekulákkal szembeni 
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válaszreakciókat. Ilyen módon a xenotranszplantáció során 
autoellenanyagok képződésével járó válaszreakció váltható 
ki sertés polipeptidekkel szemben.

A találmány tárgyát képezi egy T-sejtes immunitással 
rendelkező állat, ideértve az embert is, xenografttal szem­
beni toleranciájának fokozására szolgáló eljárás, amely so­
rán az állatban a benne kialakuló kilökődési reakció kiala­
kításában szerepet játszó xenomolekula elleni ellenanyag 
termeltetésére kerül sor az említett xenomolekula egy B- 
sejt epitópja és egy olyan T-sejt epitóp, amelyre az állat 
immunis alkotta kiméra pepiiddel történő immunizálással.

Ennek megfelelően a közvetlen T-sejtes válaszreakció 
befolyásolásán keresztül xenograft specifikus tolerancia 
indukálható transzplantátum recipiensekben a transzplantá­
ciót megelőzően a beültetett szövettel szembeni toleranciát 
fokozó specifikus ellenanyagok képzésének kiméra peptids- 
zerkezetekkel történő stimulálásával.

A kiméra peptidek pl. B7-1, B7-2, CD40 vagy VCAM jelű 
sertés peptidek szekvenciáihoz konjugáltan egy T-sejt epi- 
tópot tartalmaznak. A beültetett szövet jelenléte biztosít­
ja a recipiens B-sejtjei ellenanyag-termelésének folyamatos 
fenntartását.

A találmány tárgyát képezi továbbá egy állatfajból 
(ideértve az embert is) származó T-sejt epitópot és egy má­
sodik állatfajból származó B-sejt epitópot tartalmazó kimé­
ra peptid, amennyiben az említett állatfajok esetében meg­
valósítható a második állatfajból az első állatfajba törté­
nő xenotranszplantáció.
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A találmány tárgyát képezi továbbá az előzőekben is­
mertetett, egy állat (ideértve az embert is) xenografttal 
szembeni toleranciáját fokozó kiméra peptid alkalmazása is.

A találmány tárgyát képező immunogén vegyület legalább 
egy T-sejt epitópot és legalább egy B-sejt epitópot tartal­
maz, ahol a B-sejt epitóp a xenograft kilökődésben szerepet 
játszó sertés polipeptidből, a T-sejt epitóp pedig olyan 
molekulából származik, amellyel szemben a recipiens már im­
munitással rendelkezik.

A találmány egy további előnyös megvalósítási módjában 
az immunogén vegyület a sertés eredetű CD40, VCAM, CD86 és 
CD80 molekulák egyikéből származó legalább egy peptidanti- 
gént tartalmaz.

A peptidantigén előnyösen sertés CD40-ből származik. 
Ideális esetben a peptid a sertés CD40 amino-terminális do- 
ménjából, vagy legalább az amino-terminális dómén azon ré­
széből származik, amely a CD40-et bemutató sertéssejt felü­
letén található. Még inkább ideális esetben a peptidantigén 
a 22. ábrán bemutatott peptidszekvenciák egyike.

A peptidantigén előnyösen sertés VCAM-ből származik. 
Ideális esetben a peptid a sertés VCAM amino-terminális 
doménjából, vagy legalább az amino-terminális dómén azon 
részéből származik, amely a VCAM-et bemutató sertéssejt fe­
lületén található. Méginkább ideális esetben a peptidanti­
gén a 24. ábrán bemutatott peptidszekvenciák egyike.

A peptidantigén előnyösen sertés CD86-ból származik. 
Ideális esetben a peptid a sertés CD86 amino-terminális 
doménjából, vagy legalább az amino-terminális dómén azon
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részéből származik, amely a CD86-ot bemutató sertéssejt fe­
lületén található. Méginkább ideális esetben a peptidanti- 
gén a 26. ábrán bemutatott peptidszekvenciák egyike.

A peptidantigén előnyösen 9 aminosavból áll. Méginkább 
ideális esetben a peptidantigén 10-30 aminosavat tartalmaz.

A találmány tárgyát képezi továbbá bármely, az előző­
ekben ismertetett találmány szerinti megoldásnak megfelelő 
immunogén vegyület, amely legalább egy, az immunogén vegyü- 
letre adott válaszreakciót fokozó hatóanyagot is tartalmaz.

A találmány egy előnyös megvalósítási módjában ez az 
említett hatóanyag egy hordozó vagy egy adjuváns.

Szakember számára jól ismert, hogy a hordozóanyagok 
vagy adjuvánsok hatékonyan vehetők igénybe meghatározott 
antigének elleni immunválasz fokozására. Az adjuvánsokat 
vagy az antigénnel keresztkötésben vagy azzal összekapcsol­
va alkalmazzák, vagy az antigén beadásával egyidejűleg jut­
tatják az állatba. Az immunválasz fokozására alkalmas adju­
vánsokat ismertet részletesen a következő munka: Vaccine 
Design: The Subunit and Adjuvant Approach, 7. fejezet, pp. 
141-228, kiad.: Plenum Press, New York (1995). Az immunogén 
vegyületek tárolására és/vagy beadására számos hordozó­
anyag, kötőanyag vagy hígítószer áll rendelkezésre. Az 
immunogén vegyületek liposzómákba zárása például megszokott 
(de nem kizárólagos) gyakorlat. A liposzómák immunogén és 
hasonló vegyületek szállítására alkalmas, foszfolipid-alapú 
hólyagocskák (vesiculumok).
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A találmány tárgyát képezi továbbá legalább egy talál­
mány szerinti sertés polipeptid legalább egy szakasza ellen 
irányuló ellenanyag vagy legalább annak hatékony része.

A találmány egy előnyös megvalósítási módjában az el­
lenanyag monoklonális ellenanyag vagy legalább annak haté­
kony része. Ideális esetben az ellenanyag jelzett.

Szakember számára nyilvánvaló, hogy a találmány sze­
rinti ellenanyagok igénybevehetők a sertés szövetekben vagy 
szervekben megtalálható sertés polipeptidek expressziójának 
ellenőrzésére.

A találmány tárgyát képezi továbbá egy xenograft reci­
piens emlős immunállapotának ellenőrzésére szolgáló eljá­
rás. Az ellenőrzés előnyösen in vitro történik.

A találmány tárgyát képezi továbbá egy állat egy 
xenografttal szembeni toleranciájának fokozására szolgáló, 
a következő lépésekből álló eljárás:

(i) a találmány előzőekben ismertetett bármely megva­
lósítási módja vagy tárgya szerinti legalább egy immu­
nogén vegyület beadása egy állatnak, igény szerint
(ii) az állat immunogén vegyülettel szembeni immunál­
lapotának ellenőrzése;
(iii) legalább egy sertésszövet vagy -szerv beültetése 
az állatba, majd igény szerint
(iv) az állat sertésszövettel vagy -szervvel szembeni 
kilökődés! válaszreakciójának ellenőrzése.
Egy találmány szerinti előnyös eljárásban az állat em­

ber .
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Egy további, találmány szerinti előnyös eljárásban 
xenograft lehet bármely, erekkel ellátott graft és/vagy 
immunogén sertéssejt vagy -szövet.

Egy további, találmány szerinti előnyös eljárásban a 
xenograft sertés hasnyálmirigy-szigetekből áll.

Szakember számára nyilvánvaló, hogy a fenti (ii) pont­
beliek megvalósíthatók a kostimulátor molekulák elleni el­
lenanyagok szérumbeli jelenlétének ellenőrzésével (pl. 
ELISA-val vagy az említett kostimulátor molekulákat ex- 
presszáló sejtek FACS-elemzésével) vagy ehelyett vagy emel­
lett a citolitikus T-sejtek kezelt állat vérében való je­
lenlétét kimutató hagyományos T-sejtes lízisvizsgálatokkal.

A találmány szerinti kiméra peptid alkalmazásának elő­
nyei abból származnak, hogy szükségtelenné teszi a blokkoló 
ellenanyagok vagy fúziós proteinek beadását. Emellett a 
recipiens ellenanyagválaszának kiváltásával elkerülhető a 
xenogén ellenanyagok vagy fúziós proteinek alkalmazásakor 
leggyakrabban fellépő probléma, vagyis a beadott reagenssel 
szembeni immunválasz kialakulása.

Az alábbiakban a következő táblázatokra és ábrákra hi­
vatkozva egy példát ismertetünk a találmány megvalósítási 
módjai közül.

Az 1. táblázat a humán CD40-ben a homológ sertés CD40- 
hez képest megfigyelhető nem-homológ régiókat ismerteti.

A 2. táblázat a humán VCAM-ben a homológ sertés VCAM- 
hez képest megfigyelhető nem-homológ régiókat ismerteti.

A 3. táblázat a humán CD86-ban a homológ sertés CD86- 
hoz képest megfigyelhető nem-homológ régiókat ismerteti.
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Az la ábra a közvetlen, az 1b ábra pedig a közvetett 
xenofelismerés grafikus bemutatását tartalmazza.

A 2. ábra a sertés CD86 nukleinsav-szekvenciáját tar­
talmazza .

A 3. ábra a sertés mRNS reverz transzkripciójával majd 
PCR-amplifikációjával nyert sertés CD86 cDNS-szekvenciáját 
mutatja be.

A 4. ábra a 2. ábrán szereplő cDNS nukleotid-szekven- 
ciája és a közzétett sertés CD86 szekvencia összehasonlítá­
sát tartalmazza.

Az 5. ábra a 2. ábrán szereplő cDNS nukleotid-szekven- 
ciája és a közzétett egér valamint emberi CD86 szekvenciák 
összehasonlítását tartalmazza.

A 6. ábra a 2. ábrán szereplő cDNS-nek megfelelő 
transziáit aminosav-szekvencia és a sertés-, az emberi va­
lamint az egér eredetű aminosav-szekvenciák összehasonlítá­
sát tartalmazza.

A 7. ábra a sertés B7-1 oligonukleotid láncindítók hu­
mán és egér eredetű B7-1 nukleinsav-szekvenciákhoz viszo­
nyított helyzetét mutatja be.

A 8a ábra az emberi, az egér- valamint a szarvasmarha­
eredetű CD40 nukleinsav-szekvenciák összehasonlítását tar­
talmazza, míg a 8b ábra az emberi, az egér- valamint a 
szarvasmarha-eredetű CD40 aminosav-szekvenciák összehason­
lítását mutatja be.

A 9. ábra a sertés CD86-ot (B7-2-t) kódoló vektorral 
végzett transzfekciót követően a CD86 (B7-2) expresszió 
FACS-elemzésének eredményét mutatja be.
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A 10. ábra a sertés CD86-ot (B7-2-t) kódoló vektorral 
átmenetileg transzfektált sejtek CD86 (B7-2) expressziója 
FACS-elemzésének eredményét mutatja be.

A 11. ábra sertés CD86-tal (B7-2-vel) transzfektált 
sejtek áramlás-citometriai elemzésének eredményét tartal­
mazza .

A 12. ábra kilenc CD86 (B7-2) eredetű peptid sertés 
CD86 (B7-2) szekvenciában való elhelyezkedését szemlélteti.

A 13. ábra a teljes ovalbuminnal és az 0va323-339 jelű 
ovalbumin-peptiddel szembeni T-sejt proliierációs válaszre­
akció összehasonlítását tartalmazza.

A 14a ábra a specifikus B7-2 peptid-elleni és a kont­
roll ovalbumin-elleni szérum ELISA-val kimutatott differen­
ciált kötődését szemlélteti.

A 14b ábra a B7-2 eredetű 4. és 6. peptidek 4. vagy 6. 
pepiiddel immunizált egerekből származó szérum általi in 
vitro íelismerését mutatja be.

A 15a ábra a B7-2 peptid elleni szérum és a kontroll 
OVA-peptid elleni szérum peptid ELISA-val történő in vitro 
íelismerését mutatja be.

A 15b ábra az egérben kialakuló sertés elleni T-sejtes 
közvetlen válaszreakció 4. és 6. peptidek ellen termelt 
szérummal történő gátlását, valamint az egér eredetű CD86 
általi kostimuláció gátlásának hiányát szemlélteti.

A 16. ábra a B7-2 eredetű 4. peptid elleni szérum és a
kontroll OVA-peptid elleni szérum peptid ELISA-val kimuta­
tott diííerenciált kötődését mutatja be.
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A 17a ábra sertés CDOGtal transzfektált P815-ös sej­
tek 4. pepiiddel vagy kontroll OVA-peptiddel szembeni szé­
rummal történt jelzését követően végzett ármalás-citomet- 
riai vizsgálatának eredményét szemlélteti.

A 17b ábra sertés CD86-tal transzfektált P815-ös sej­
tek vagy egér eredetű CD86-tal transzfektált CHO-sejtek 4. 
vagy 6. peptid ellen egérben termelt szérummal történt jel­
zését követő FACS-elemzésének eredményét mutatja be.

A 18. ábra hasnyálmirigysziget-sejtek nagy fehér ser­
tésből történő kinyerését mutatja be.

A 19. ábra a kiméra peptiddel történő immunizálás és 
transzplantációs protokoll vázlatos bemutatása.

A 20 ábra azt szemlélteti, hogy a sertés CD86-elleni 
antiszérum meghosszabbítja a transzplantált sertés hasnyál- 
mirigysziget-sejtek túlélését.

A 21. ábra a sertés és emberi CD40 aminosav-szekven- 
ciáinak összehasonlítását tartalmazza (az aláhúzott szek­
venciák az 1. táblázatban azonosított peptideknek felelnek 
meg) .

A 22. ábra a sertés CD40 transziáit aminosav-szekven­
ciája (az aláhúzott szekvenciák az 1. táblázatban azonosí­
tott peptideknek felelnek meg).

A 23. ábra a sertés és emberi VCAM aminosav-szekven- 
ciáinak összehasonlítását tartalmazza (az aláhúzott szek­
venciák a 2. táblázatban azonosított peptideknek felelnek
meg) .
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A 24. ábra a sertés VCAM transziáit aminosav-szekven- 
ciája (az aláhúzott szekvenciák a 2. táblázatban azonosí­
tott peptideknek felelnek meg).

A 25. ábra a sertés és emberi CD8 6 aminosav-szekven- 
ciáinak összehasonlítását tartalmazza (az aláhúzott szek­
venciák a 3. táblázatban azonosított peptideknek felelnek 
meg) .

A 26. ábra az emberi CD86 transziáit aminosav-szekven- 
ciája (az aláhúzott szekvenciák a 3. táblázatban azonosí­
tott peptideknek felelnek meg).

Az alábbiakban részletesen ismertetjük a találmány egy 
megvalósítási módját.

Sertés kostimulátor molekulák klónozása
Sertés B7-2 klónozása

Standard protokoll alkalmazásával primer és transzfor­
mált sertéssejtekből RNS-t vontunk ki. Az mRNS-t ezután 
reverz transzkripciónak vetettük alá, majd a cDNS-ből PCR- 
rel (35 ciklus 56°C-on 1,5 mM magnézium jelenléte mellett) 
sertés B7-2-t (poB7-2-t) amplifikáltunk. Az 5' és 3' lánc­
indítókat (GCATGGATCCATGGGACTGAGTAACATTCTCTTTG valamint 
GCATGTCGACTTAAAAATCTGTAGTACTGTTGTC) a közzétett poB7-2 
szekvencia (60) alapján úgy terveztük meg, hogy a kezdő és 
végkodont átfedjék (2. ábra). Az így kapott 956 bázispáros 
fragmenst "pbluescript" vektor BamHI és Sáli restrikciós 
helyeibe klónoztuk. A nukleotidszekvenciát standard ml3 5' 
és 3' láncindítók segítségével határoztuk meg. Egy egyedi 
klón, a CD86(i) szekvenciáját a 3. ábra tartalmazza, a ser­
tés- (4. ábra) valamint az emberi és az egér eredetű B7-2
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(5. ábra) közzétett szekvenciáival összehasonlítva. A saját 
kiónunk [CD86(i)] és a közzétett szekvencia között a 3' 
végnél egy bázis eltérést állapítottunk meg. Ez azonban a 
poB7-2 expressziója vagy a ligandumához történő kötődés 
szempontjából valószínűleg nem lényeges különbség. A 
CD86(i) előjelzett aminosav-szekvenciájának a sertés-, az 
emberi és az egér eredetű B7-2-nek megfelelő szekvenciákkal 
történt összehasonlításának eredményét a 6. ábra tartalmaz­
za .

Sertés B7-1 és CD40 klónozása

Fitohemagglutininnel (PHA) vagy alkörmös mitogénnel 
("poke-weed mitogen", PWM) stimulált sertés PBMC-ből és 
sertés endothelsejtekből kivont RNS-t alkalmazunk a B7-1 és 
CD40 kostimulátor molekulákat kódoló cDNS amplifikálására. 
A szükséges láncindítókat az egér és emberi eredetű szek­
venciák (29, 49) összehasonlítása alapján azonosított kon­
zervált régiók alapján terveztük meg. Külső (a kódoló régi­
ón kívül helyeződő) AGACCGTCTTCCTTTAG (3' i), 
TTGGATCCTCCATGTTATCCC (3' ii), AGCATCTGAAGC (5'); és belső 
(a kódoló régión belüli) ATGGATCCTCCATTTTCCAACC (3'), 
TTGTCGACATCTACTGGC (5') láncindítókat állítottuk elő (7. 
ábra) . A két 3' láncindítóra az emberi és egér eredetű 
szekvenciák végső kódoló régiójában megfigyelhető lényeges 
mértékű eltérés miatt volt szükség. A kapott PCR-fragmense- 
ket a korábban leírtak szerint a promoter szekvenciában ta­
lálható BamHI és Sail restrikciós helyek alkalmazásával 
szubklónozzuk. A szerkezeteket ezután a szekvencia igazolá­
sa céljából szekvenáltatjuk.
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A CD40 láncinditókat hasonló módon, a közzétett embe­
ri, egér- és szarvasmarha-eredetű CD40-szekvenciák (73, 74, 
75) szekvencia homológia alapján történt egymás alá rende­
zésével terveztük meg (8a és 8b ára). Az 5' 
(GGATCCTCACTGTCTCTCCTGCACTGAGATGCGACTCTCCTCTTTGCCGTCCGTCCTC 
C) valamint a 3' (GAATTCATGGTTCTGTTGCCTCTGCAGTG) láncindi- 
tó-szekvenciák a BamHI és EcoRl restrikciós helyeket tar­
talmazzák .

Sertés kostimulátor molekulát expresszáló sejt 
transzfektánsok előállítása

A poB7-2 [CD869(i)] molekulát a neomicin általi kivá­
lasztást lehetővé tevő markert hordozó pci.neo eukarióta 
expressziós vektorba klónoztuk. Ezt használjuk fel Ml és 
M1.DR1 transzformált egérsejtek standard kalcium-foszfát 
precipitációs eljárással történő transzfektálására. A G418- 
rezisztens, pci.neo-t expresszáló sejteket "dynabead" tisz­
títással szelektáljuk, a nagymértékben expresszáló kiónokat 
pedig korlátozó hígítás módszerével azonosítjuk.

Ezzel az eljárással a Maher és mtsai. által rendelke­
zésünkre bocsátott poB7-2 DNS-szerkezet (9. ábra) felhasz­
nálásával stabil poB7-2 Ml és P815 transzfektánsokat állí­
tottunk elő. Saját CD86(i) szerkezetünk (10. ábra) alkalma­
zásával Ml és P815 sejteket transzfektáltunk átmenetileg.

A CD86(i)-transzfektált sejteket a következő három 
vizsgálati eljárásban alkalmaztuk:

(I) a poB7-2 és az emberi B7-1 MHC-korlátozással 
összefüggő kostimulátor funkciójának összehasonlítása;
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(II) specifikus poB7-2 elleni ellenanyagok áramlás- 
citometriai vizsgálata immunizált egerek szérumában;

(III) poB7-2 ellenes specifikus monoklonális ellen­
anyagok előállítása.

(I) A poB7-2 vagy poB7-l a HLA-DR1 emberi MHC-II. osz­
tályú molekulával kapcsolatos, valamint az emberi B7-1 vagy 
B7-2 DRl-gyel kapcsolatos kostimulációs hatásának megálla­
pítására emberi vagy sertés reszpondereket alkalmazó 
proliferációs vizsgálati eljárások alapján összehasonlító 
ín vitro vizsgálatot végeztünk.

(II) A transzfektált P815-ÖS sejtek nélkülözhetetlenek 
a sertés B7-2 elleni ellenanyagnak a kiméra pepiiddel tör­
ténő immunizáláson átesett egerek szérumából történő detek­
tálásához. A kontroll vagy poB7-2-transzfektált P815-ÖS 
sejtekkel végzett áramlás-citometriai vizsgálat alapján 
meghatározható a szérum B7-2-vel szembeni specifitása. A 
mind a kilenc különböző B7-2 peptid keverékével immunizált 
C57BL-6 típusú egerekkel végzett előzetes vizsgálatok kimu­
tatták, hogy a B7-2 peptid elleni szérum előszeretettel kö­
tődik a sertés B7-2-vel transzfektált P815-ös sejtekhez 
(11a és 11b ábra).

(III) A poB7-2-re specifikus monoklonális ellenanyagot 
Balb/c egerek poB7-2-t expresszáló P815-ös sejtekkel törté­
nő immunizálásával nyerjük. Az immunizált egerek lépsejtje- 
it NSO fúziós partnerrel fuzionáltáljuk, a sikeresen fuzio­
nált sejteket HAT-szelekcióval választjuk ki. A poB7-2-vel 
transzfektált P815-ÖS sejtek áramlás-citometriai vizsgálat­
ban a tenyészetek felülúszójával történő jelzésével azono­
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síthatók a monoklonális ellenanyagot termelő sejtek. A sej­
teket tenyésztjük, majd kinyerjük a tenyésztőközeget és azt 
G-proteinnel reagáltatva majd ammónium-szulfáttal precipi- 
tálva ellenanyag-tisztításnak vetjük alá. A monoklonális 
ellenanyagok előállítására szolgáló eljárások szakember 
számára jól ismertek, leírásuk megtalálható többek között a 
következő publikációban: Harlow és Lane: Antibodies: A 
Laboratory Manual, kiad.: Cold Spring Harbour Laboratories 
(1988).

A B7-1 és CD40 elleni monoklonális ellenanyagokat 
ugyanezen eljárás alkalmazásával állítjuk elő. Ezek a mono­
klonális ellenanyagok értékes reagenseket jelentenek a CS 
molekulák megfelelő sertés szövetekben expressziójának to­
vábbi vizsgálatai során.

A poB7-2/OVA kiméra peptidszerkezetek tervezése és 
előállítása

Szintézis céljából kezdetben kilenc különböző, a poB7- 
2 szekvenciájából származó pepiidet jelöltünk ki. Egy B- 
sejt epitóp előjelzett méretét alapul véve 6-22 aminosavból 
álló sertés B7-2 peptideket választottunk. A peptideket az 
OVA323-339 jelű T-sejt epitóppal kombináltan szintetizáltuk. 
A B7-2 peptidek kiválasztására (Paul Travers együttműködé­
sével végzett) 3 dimenziós számítógépes modellezés és a 
SeqAid II számítógépes programcsomag által előjelzett anti- 
genitási és hidrofilitási tulajdonságaik alapján került 
sor. Mind a kilenc peptid lineáris epitópot képvisel. A ki­
lenc peptid klónozott poB7-2 szekvencián belüli elhelyezke­
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dését a 12. ábrán jelöltük. A szintetikus peptidszekvenciá- 
kat az 1. táblázatban ismertetjük.

1. táblázat

Peptid el­
nevezés

Peptidszekvencia Helyeződés

1. peptid IS QAVHAAHAEINEAGRS FDQATW T LR 81-90

2. peptid IS QAVHAAHAEINEAGRLPCHFTNS Q 32-40

3 . peptid IS QAVHAAHAEINEAGRKGPHGLVPIHQMS 109-121

4. peptid IS QAVHAAHAE INEAGRGLVPIHQMS 113-121

5. peptid IS QAVHAAHAE INEAGRVQIKDKGS YQC 94-104

6. peptid ISQAVHAAHAEINEAGRCSSTQGYPEPQR 151-162

8. peptid ISQAVHAAHAEINEAGRKSQAYFNETGEL 21-32

9. peptid IS QAVHAAHAE I NE AGRAS LKS QAY FNE T 17-29

10. peptid IS QAVHAAHAE I NE AGRYMGRT S FDQATWT 76-88

OVA-peptid IS QAVHAAHAE INEAGR 323-329

Az 1-10 jelű peptidek szekvenciái és aminosav- 
helyeződései a sertés B7-2-őn belüli B7-2 peptidszekvenciá- 
ra vonatkoznak. Az ova-szekvencia aminosav-helyeződéséből 
csak az OVA-peptidre vonatkozó részt közöljük. A T-sejt 
epitóp céljára egy tyúktojás-albuminból (ovalbuminból) 
származó, 17 aminosavból álló peptidet választottunk ki 
(OVA323-339; ISQAVHAAHAEINEAGR) . Az említett epitóp kiválasz­
tását a H-2b korlátozott T-sejtes válaszreakció kiváltásá­
ról beszámoló közleményekre alapoztuk (76, 77). Kimutattuk, 
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hogy a C57BL-6 (H-2b haplotipusú) egerek teljes ovalbumin- 
nal történő vakcinázásukat követően az eredeti molekulával 
és az OVA323-329 pepiiddel szemben egyaránt képesek prolife­
rate válaszreakciót indítani (13. ábra). A peptideket 
peptidszintetizáló berendezéssel (Genosys) állítottuk elő, 
a nyers peptideket HPLC-vel 70%-ot meghaladó tisztaságig 
tisztítottuk. Az ÓVA kontroll pepiiddel immunizált egerek­
ből származó szérum ideális esetben nem ismeri fel a 323- 
339-es szekvenciát, ami arra utal, hogy a T-sejt epitópról 
hiányzanak a B-sejt determinánsok.

Tolerancia indukció
In vivo tolerancia indukciós stratégia

C57BL-6 egereket CFA-ban ("complete Freund’s adju­
vant", komplett Freund-adjuváns) lévő teljes ovalbuminnal 
immunizáltunk, amelyet vagy a kontroll pepiiddel (OVA-pep- 
tiddel) vagy CS-peptidekkel (OVA-B7-2 szerkezetekkel) három 
héten át, heti egyszer történő immunizálás követett. Az 
egerek kiirtásakor vért gyűjtöttünk, amiből standard eljá­
rással szérumot nyertünk. A specifikus egér anti-sertés B7- 
2 IgG és/vagy IgM ellenanyagok kimutatására az alábbi két 
eljárás egyikét vettünk igénybe.

A peptidellenes ellenanyagok szérumbeli jelenlétének 
szkrínelésére pepiid ELISA eljárást alkalmaztunk. A tálcák 
peptidekkel történő bevonását aldehidkötések kialakításával 
végeztük, lehetővé téve ezzel az ellenanyagok szabad hozzá­
juk kötődését (78) . A tálcákat vagy külön-külön a vizsgált 
peptidekkel vagy az ÓVA kontroll pepiiddel vontuk be, lehe­
tővé téve az egyes peptidek azonosítását. A szérumminta 
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poB7-2-transzfektált P815-ös sejtek felszínén expresszált 
natív B7-2 molekulával szembeni reakcióképességének kimuta­
tása céljából felületi festést követően áramlás-citometriai 
vizsgálatot végeztünk. A kérdéses (peptid ELISA pozitív és 
a természetes B7-2-t felismerő) CS peptid azonosítását kö­
vetően a szérumot az in vitro T-sejtes proliferatív válasz­
reakció gátlására alkalmaztuk. Ezáltal eldönthető, hogy az 
ellenanyag blokkoló típusú-e vagy sem.

A hasnyálmirigysziget-transzplantációs rendszerrel in 
vitro vizsgálatokat folytatunk. A természetes molekulát 
felismerő, de a proliferatív válaszreakciót nem gátló el­
lenanyagok hasznos poliklonális ellenanyag reagensnek minő­
sülnek.

Egy egércsoportot a kilenc B7-2-peptid összevonásával 
kialakított keverékkel, a másikat ÓVA kontroll pepiiddel 
immunizáltunk. A begyűjtött szérumot peptid ELISA-val 
szkríneltük (14a vagy 14b ábra), ami lehetővé tette a kér­
déses peptidek azonosítását. A 2., 4. és 6. pepiiddel szem­
beni szérum egyértelműen nagyobb mértékben kötődött a B7 
pepiidhez, mint az ÓVA kontrolihoz. A szérum poB7-2-transz- 
fektált sejtekhez is fokozott mértékben kötődött (11. áb­
ra). Az immunizálási protokollban történő alkalmazásra a 4. 
és 6. pepiidet választottuk ki. A 4. vagy 6. pepiiddel tör­
tént immunizálás egyértelműen jelentős mennyiségű, 4. és 6. 
pepiidre specifikus IgG megjelenését eredményezte a kezelt 
egerek szérumában (15a és 15b ábra). A 16. ábra a szérumnak 
az ÓVA kontrollal ellentétben a 4. pepiiddel szemben meglé­
vő specifikusságát szemlélteti. A 4. és 6. pepiiddel immu­
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nizált egerekből származó szérumnak a sertés B7-2-transz­
fektált P815-ÖS sejtek felszínén expresszálódó természetes 
sertés B7-2 molekulát specifikusan felismerő képességét a 
17a és 17b ábrák szemléltetik. A nem transzfektált kontroll 
P815-ÖS sejteket nem jelöli meg a 4. vagy 6. peptid ellen 
termelt szérum, ugyanez figyelhető meg az OVA-peptid elleni 
szérummal inkubált kontroll vagy transzfektált sejtek ese­
tében. A 2. peptid esetében hasonló protokollt fogunk kö­
vetni. Az előbbi adatok egyértelműen bizonyítják az eljárás 
alkalmasságát egy aminosav-szekvencia elleni anti-peptid 
ellenanyag előállítására hordozó T-sejt epitóp jelenlét­
ében.

Azonos megközelítési módot fogunk követni a sertés 
CD40 és B7-1 alapján megtervezett peptidekkel, amint az 
ezeket a molekulákat kódoló DNS-szekvencia ismertté válik.

Hasnyálmirigysziget-xenograft túlélésének meghosszab­

bítása: funkcionális értékelés

Az érellátással nem rendelkező hasnyálmirigysziget- 
xenograftok kilökődése kizárólag T-sejt közvetített módon 
történik (79, 80), ezért ez a beavatkozás ideális rendszert 
biztosít a T-sejt közvetítette reakciók módosításának ta­
nulmányozásához (18. ábra). A sejtes reakció hasnyálmirigy­
szigetek kilökődésében játszott szerepét egyértelműen tisz­
tázták, ez a hasonló, allograft-kilökődési válaszreakciónál 
erősebbnek bizonyult (80) . A sertés hasnyálmirigyszigetek 
egérbe történő beültetése kiforrott, a szakirodalomban jól 
dokumentált eljárás (80-83). A laboratóriumunkban folyta­
tott kísérletekkel nagy fehér sertésekből származó hasnyál-
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mirigyszigetek C57BL-6 egerek veseburka alá ültetésével a 
streptozotocin intraperitonealis adagolásával előzőleg cu­
korbeteggé tett egerekben (19., 20. ábra) a hiperglikémia 
csökkenése volt megfigyelhető (18. ábra). A teljes mérték­
ben működőképes szigetek tisztításához az izolációs eljárás 
(84, 85) további optimalizálására van szükség. Immunszupp- 
reszió teljes hiányában az átültetett szigetek általában 6- 
10 napig élnek túl. A közvetlen T-sejtes xenokilökődési re­
akció módosításának sikere a megfelelő kontroliokkal törté­
nő összehasonlítás mellett a szigetek 10. napon túli túl­
élése alapján bírálható el.

A B7-2-vel mostanáig kapott eredmények alapján egy is­
mert T-helper epitóphoz konjugált szintetikus B7-2 pepti- 
dekkel sertés B7-2 elleni ellenanyagok állíthatók elő in 
vivo. Ezen ellenanyagok a B7 izoalakok és a CD28 közötti 
kötőhely ellen alkalmazva, a CD40-CD40L elleni ellenanyag­
okkal együtt, blokkolhatják a közvetlen sertésszövet elle­
nes xenoreaktivitással rendelkező emberi T-sejtek kostimu- 
lációját, ezáltal a xenotranszplantáció során meghosszab­
bítják a hasnyálmirigyszigetek túlélését.

A fenti megközelítés alkalmasságának sertés hasnyálmi­
rigysziget egérbe történő átültetésének in vivo modelljével 
történt bizonyítását követően a klinikai kísérletek előtt 
sertés-főemlős transzplantációs kísérletek végzésére van 
szükség.
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A fenti stratégiák adaptálása klinikai alkalmazás cél­
jára

A klinikai alkalmazáshoz a következő feltételek telje­
sítésére van szükség:

(i) az OVA-t helyettesítő megfelelő T-sejt epitóp ki­
választása. Erre alkalmas molekulának tűnik a tetanusz 
toxoid (TT), amelyet emberi immunizációs stratégiákban szé­
les körben alkalmaznak (68, 86). A legtöbb felnőtt tetanusz 
toxoiddal történt korábbi vakcinázása e stratégia szempont­
jából további előnyt jelent, mivel vérkeringésükben már me­
mória T-sejtek vannak jelen;

(ii) a recipiens által kialakított specifikus B7-2 el­
leni T-sejtes válaszreakció hiányában a graft kilökődést 
felgyorsító, donor (sertés) ellenes B7-2 ellenanyagok je­
lenlétének kimutatására szolgáló hatékony és gyors szkríne- 
lési eljárás kidolgozása.

Összefoglalás
A fentiekben ismertetett példa a közvetlen sertés el­

lenes xenoreaktivitással rendelkező emberi T-sejtek sertés 
sejtek általi kostimulációja gátlásának egy új megközelíté­
sét tartalmazza. Tekintettel a kostimulátor molekulák ser­
tés endothelsejteken valamint csontvelőeredetű antigénbemu­
tató sejteken történő expressziójára, a sertésszervek 
xenotranszplantációja esetében ennek különösen nagy jelen­

tősége van.
A recipienseket a CD80, CD86 és CD40 elnevezésű sertés 

kostimulátor molekulák szekvenciáihoz konjugált T-sejt epi- 
tópot tartalmazó szintetikus hibrid peptidekkel immunizál­
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juk. A kostimulátor molekulák emberi sejteken található 
ellenreceptoraikhoz (CD28 és CD154) történő kötődésében 
szerepet játszó régiói ellen specifikus ellenanyagok képző­
dését indukáló peptidek emiatt a kostimuláció kialakulásá­
nak gátlására alkalmazhatók. Az ellenanyagválasz indukálá- 
sát követően az átültetett szerv a kostimulátor molekulák 
expressziójának köszönhetően újra kiváltja ezt a válaszre­
akciót, annak fenntartásával pedig a kostimuláció blokkolá­
sának egy endogén mechanizmusát biztosítja.
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CD86 (B7-2)

Emberi és sertés eredetű CD86 protein-szekvenciákat 
szekvencia homológia alapján egymás alá rendeztünk és azo­
nosítottuk nem homológ régióikat. Úgy véljük, hogy a pep- 
tidszekvenciák az alábbiakban felsorolt régiókból, vagy 
azok bármely átfedő régiójából fognak származni.

A potenciális ellenanyag-epitópokat tartalmazó, felte­
hetően érdeklődésre számot tartó peptideket a 75%-osnál ki­
sebb szekvencia-azonosság alapján választottuk ki.

Régió Helyeződés Százalékos szekvencia-azonosság

i 18-42 72%
ii 55-73 55%
iii 101-127 63%
iv 136-165 56%

A (iii) és (iv) jelű régiók az egérben azonosított 4. 
és 6. peptidszekvenciát tartalmazó régiókat foglalják ma­
gukba .

CD40

Emberi és sertés eredetű CD40 protein-szekvenciákat 
szekvencia homológia alapján egymás alá rendeztünk és azo­
nosítottuk nem homológ régióikat. Úgy véljük, hogy a pep- 
tidszekvenciák az alábbiakban felsorolt régiókból, vagy 
azok bármely átfedő régiójából fognak származni.
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α potenciális ellenanyag-epitópokat tartalmazó, felte­
hetően érdeklődésre számot tartó peptideket a 75%-osnál ki­
sebb szekvencia-azonosság alapján választottuk ki.

Régió Helyeződés Százalékos szekvencia-azonosság

i 25-48 63%
ii 49-75 74%
iii 93-114 59%
iv 123-139 63%
V 158-176 68%
vi 208-227 45%
vii 231-248 21%

VCAM-1
Emberi és sertés eredetű VCAM-1 protein-szekvenciákat 

szekvencia homológia alapján egymás alá rendeztünk és azo­
nosítottuk nem homológ régióikat. Úgy véljük, hogy a pep- 
tidszekvenciák az alábbiakban felsorolt régiókból, vagy 
azok bármely átfedő régiójából fognak származni.

A potenciális ellenanyag-epitópokat tartalmazó, felte­
hetően érdeklődésre számot tartó peptideket a 75%-osnál ki­
sebb szekvencia-azonosság alapján választottuk ki.
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Régió Helyeződés Százalékos szekvencia-azonosság

i 1-15 44%
ii 16-33 63%
iii 49-65 58%
iv 74-85 42%
V 100-117 50%
vi 122-140 56%
vii 144-157 64%
viii 162-191 47%
ix 209-221 62%
X 290-301 67%
xi 322-342 62%
xii 362-379 67%
xiii 448-465 67%
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SZABADALMI IGÉNYPONTOK

1. T-sejt epitópot és B-sejt epitópot tartalmazó 
immunogént magában foglaló immunogén készítmény, amelyben a 
B-sejt epitóp a xenograft kilökődésben szerepet játszó ser­
tés polipeptid, amely egy sertés polipeptidnek a vele egye­
nértékű emberi polipeptid megfelelő régiójához képest keve­
sebb, mint 75%-os szekvencia-azonossággal rendelkező régió­
jából származik.

2. Az 1. igénypont szerinti immunogén készítmény, 
amelyben a sertés polipeptid CD40, CD80, CD86 vagy VCAM.

3. A 2. igénypont szerinti immunogén készítmény, 
amelyben a B-sejt epitóp a 22. ábrán bemutatott peptidek 
legalább egyike.

4. A 2. igénypont szerinti immunogén készítmény, 
amelyben a B-sejt epitóp a 24. ábrán bemutatott peptidek 
legalább egyike.

5. A 2. igénypont szerinti immunogén készítmény, 
amelyben a B-sejt epitóp a 26. ábrán bemutatott peptidek 
legalább egyike.

6. A 2. vagy 5. igénypont szerinti immunogén készít­
mény, amelyben a B-sejt epitóp a CD86 extracelluláris 
doménjából származik.

7. Az 1-6. igénypontok bármelyike szerinti immunogén 
készítmény, amelyben a T-sejt epitóp tetanusz toxoidból
származik.
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8. Az 1-7. igénypontok, bármelyike szerinti immunogén 
készítmény, emlős xenograft recipiens kezelésére szolgáló 
gyógyszer előállítására történő alkalmazásra.

9. Sertés polipeptidnek a vele egyenértékű emberi 
polipeptid megfelelő régiójához képest kevesebb, mint 75%- 
os szekvencia-azonossággal rendelkező régiójához kapcsolód­
ni képes ellenanyag, emlős xenograft recipiens immunállapo­
tának ellenőrzésére történő alkalmazásra.

10. A 9. igénypont szerinti ellenanyag, amely monoklo- 
nális ellenanyag.

11. A 9. vagy 10. igénypont szerinti ellenanyag, amely 
legalább egy kimutatást elősegítő jelzőanyaggal módosítva 
van.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

szabadalmi ügyvivő
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GCATGGATCCATGGGACTGAGTAACATTCrCTTTG
ATGGGACTGAGTAACATTCTCTTTGTGATGGTCCTCCT 

GCTCTCTGGTGCTGCCTCCTTGAAAAGTCAGGCATATTTCAATGAGA 
CTGGAGAACTGCCGTGCCATTTTACAAACTCGCAGAACCTAAGCCTG 
GATGAGCTGGTCATATTTTGGCAGGACCAGGATAACCTGGTTCTCTA 
CGAGCTATACCGAGGCCAAGAGAAGCCTCATAATGTTAATTCCAAG 
TATATGGGTCGCACAAGCTTTGACCAGGCCACCTGGACCCTGAGACT 
CCACAACGTTCAAATCAAGGACAAGGGCTCATATCAATGTTTCATC 
CATCATAAAGGGCCGCATGGACTTGTTCCTATCCACCAGATGAGTTC 
TGACCTATCATTGCTTGCTAACTTCAGTCAACCTGAAATAAACCTAC 
TTACTAATCACACAGAAAATTCTGTCATAAATTTGACCTGCTCATCT 
ACACAAGGCTACCCAGAACCCCAGAGGATGTATATGTTGCTAAATA 
CGAAGAATTCAACCACTGAGCATGATGCTGACATGAAGAAATCTCA 
AAATAACATCACGGAACTCTACAATGTATCAATCAGGGTGTCTCTT 
CCCATCCCTCCCGAGACAAATGTGAGCATCGTCTGTGTCCTGCAACTT 
GAGCCAAGCAAGACACTGCTTTTCTCCCTACCTTGTAATATAGATGC 
AAAGCCACCTGTGCAACCCCCTGTCCCAGACCACATCCTCTGGATTGC 
AGCTCTACTTGTAACAGTGGTCGTTGTGTGTGGGATGGTGTCCnTGT 
AACACTAAGGAAAAGGAAGAAGAAGCAGCCTGGCCCCTCTAATGA 
ATGTGGTGAAACCATCAAAATGAACAGGAAGGCGAGTGAACAAAC 
TAAGAACAGAGCAGAAGTCCATGAACGATCTGATGATGCCCAGTGT 
GATGTTAATATTTTAAAGACAGCCTCAGATGACAACAGTACTACAG

GACAACAGTACTACAG
ATITrTAATTAAAGAGTAAACTCC
ATTTTTAAGTCGACATGC

2. ábra
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1
51

101
151
201
251
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351
401
451
501
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651
701
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851
901
951

1001

CACCGCGGTG 
ATTCTCTTTG 
TCAGGCATAT 
CGCAGAACCT 
AACCTGGTTC 
TAATTCCAAG 
TGAGACTCCA 
ATCCATCATA 
TGACCTATCA 
CTAATCACAC 
GGCTACCCAG 
AACCACTGAG 
AACTCTACAA 
AATGTGAGCA 
TTTCTCCCTA 
TCCCAGACCA 
GTGTGTGGGA 
GCCTGGCCCC 
CGAGTGAACA 
GCCCAGTGTG 
TACAGATTTT

CGGCCGCTCT 
GGATGGTCCT 
TTCAATGAGA 
AAGCCTGGAT 
TCTACGAGCT 
TATATGGGTC 
CAACGTTCAA 
AAGGGCCGCA 
GTGCTTGCTA 
AGAAAATTCT 
AACCCCAGAG 
CATGATGCTG 
TGTATCAATC 
TCGTCTGTGT 
CCTTGTAATA 
CATCCTCTGG 
TGGTGTCCTT 
TCTAATGAAT 
AACTAAGAAC 
ATGTTAATAT 
TAAGTCGACC

AGAACTAGTG 
CCTGCTCTCT 
CTGGAGAACT 
GAGCTGGTCA 
ATACCGAGGC 
GCACAAGCTT 
ATCAAGGACA 
TGGACTTGTT 
ACTTCAGTCA 
GTCATAAATT 
GATGTATATG 
ACATGAAGAA 
AGGGTGTCTC 
CCTGCAACTT 
TAGATGCAAA 
ATTGCAGCTC 
TGTAACACTA 
GTGGTGAAAC 
AGAGCAGAAG 
TTTAAAGACA 
TCGAGGGGGG

GGTGCTGCCT 
GCCGTGCCAT 
TATTTTGGCA 
CAAGAGAAGC 
TGACCAGGCC 
AGGGCTCATA 
CCTATCCACC 
ACCTGAAATA 
TGACCTGCTC 
TTGCTAAATA 
ATCTCAAAAT 
TTCCCATCCC 
GAGCCAAGCA 
GCCACCTGTG 
TACTTGTAAC 
AGGAAAAGGA 
CATCAAAATG 
TCCATGAACG 
GCCTCAGATG 
GCCCGGTACC

ACTGAGTAAC 
CCTTGAAAAG 
TTTACAAACT 
GGACCAGGAT 
CTCATAATGT 
ACCTGGACCC 
TCAATGTTTC 
AGATGAGTTC 
AACCTACTTA 
ATCTACACAA 
CGAAGAATTC 
AACATCACGG 
TCCCGAGACA 
AGACACTGCT 
CAACCCCCTG 
AGTGGTCGTT 
AGAAGAAGCA 
AACAGGAAGG 
ATCTGATGAT 
ACAACAGTAC 
AGCTTTTGTT

3. ábra
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A CD86(i) és a sertés CD86 közzétett nukleotid-szekvenciájának 
összeállítása
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_ .. ACCATCGGACTCAGTAAQACTCTCTTTCTrcATCXTIVITCCTGCTCTCT
egérB7-2 -CXASStXSACTGAGTftACATICTCTrrGGGM'GGTCCTCCTGCTCTCT
sertés CD68/Í) ACC3fl£GGCTrcGCAA3tXTTATCTTTGTOACAGTCTTGCTGATCTCA
emberi B7.2 ACTATGGGACTGAGTAACArieiemCTXUkTrX^CITCCTGCTCTCT

GGTCCTCCTCrTCTGAAGATTCAAGCTIAlTTC^TGAGACTCCAGACCTGCC^TGCCAATrTG

TOGTACGAGCTAlACTTAGGCAAAGAGAAACTrGATAGTGTrAATTCCAAGTA'EATGGGCCGC 
TCTCTACGAGCTMACCGAGGCCAAGAGAAGCCTCATAATCTTAATTCCÁAGTATATGGGTCGC 
TCTGTACGAGCACTATTTCGGCACAGAGAAACTTGATAGTGTGAATGCCAAGTACCTGGGCCGC 
TCTCAATGAGGTAlACTTAGGCAAAGAGAAATOTGACAGirnriX^TTCCAAGTATATGGGCCGC

ACAAGCZTTGAaíVGGACAVCTCGACCCJX^GACTTCACAA-IVITCA^TCAAGGACAAGGGCT 
Α£ΑΆθαητεΛΟΟΑθσθύΑ£ΧΤεεΑίΧΟΤΟΑΟΆΟΠ:θΛ£3ΚΑΕ(3ΤΓΟΑΑΑΊΟΆΑ05ΑΟΑΑΰΟΟΟΤ 
ACGAGCTITCACAGGAAOUlCTGGACTCTACGACrrcAakATGTTCAGATCAAC-GACATCGGCT 
ACAAGlTTTGA7T?CGGACAOT?GGACCCmAGACTl<7kCAATCTTCAíVLTCAAGGACAAGGGCT

CGTATCAATGTTICATCCATCAHAAAVVGCCCACAGGAHrDATrCBCATCCACCAtSATGAnrTC

TGTATCAAIGTATOTCCAIOICAAAAAGCCC^CASGAATGATTOSCATCCACCAGATGAATTC

TCAACTCTCAGirXrTTGCTAACTTCAGTCAACCTGAAATAAAAClAVTrH^^
TGACCTAKAGTGCTIGCTMiCTICMTCAACCTGJUlA.TAAACCTACrrAC'rAATCaCACAGAA 
AGAACTCTCAGTGATraXAACTTCAGTGAACCTGAAATAAAACTCXXTirAGAATGTAACAGGA 
■K^CTCTCACTGCrKXTaUkOTrAGTCAACCTGAAATAG^^

5. ábra
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Contig AATTCTGIXATAAATTI?G?U2CTGCTCATCTAHACAAGGTIACCCAGAACCTAAGAAGATGTATD
egér B7-2 AATTCTGTCATAAATTTGACCTGCTCATCTACACAAGGCTACCCAGAACCCCAGAGGATGTATA
sertés CD68(i) AATTCTGGCAIÍAAATITCACCTGCACGTCTAAGCAAGGTCACCCGAAACCTAAGAAGATGTATTemberi B7.2 AATGTGTACATAAAZTiriACCTGCTCATCTATACACGGTTACCCAGAACCTAAGAAGATCAGTG

TTCTGATAACT----- AATTCAACTAATGAGTATGGTGATAACATGCAGATATCACAAGATAA
TTTTCCTAAGAACCAAGAAITCAACTATCGAGTATGATGGTATZATGCAGAAATCTCAAGATAA

TGTCACAGAACTIXTrACAATGTHTCCATCAGCBTCICrCTTTCATTCCCTGATCniACGAGNNAT 
CMcacGGaACTCiaauvTOiATCaATC^^ —at
TGTCACAGAACTGTTCAGTATCTCCAACAGCCTCTCI'CTTTCATTCCCGGATGGTGTGTGGCAT 
TGTCACAGAACTGTACGACGTTTCCATCAGCTTGTCTGTTTCATTCCCTGATGTTACGAGCAAT

ATITCACTCAAGAGTTTCC----- ATCTCCTCAAACGTATTGGAAG---GAGATTACAGCTTC
CTATAGAGCTTGAGGACCCT-- CAGCCTCC---CCCAGACCACATTCCTTGGATTACAGCTGT

ACTTNNAACAGTGGTCVTTVTVTGTGTGATGGTGTTCTOTVTAATTCTATGGAAANNNAAGAAG 
ACTIXTTAACAGTCGTCGTTCTIXTrorGGGATGGTCTIUCTTTGTAACACTAAGGAAA-- AGGAAG
AGTT-- ACTGTGGCCCTCCTCCTTGTGATGCTGCTC-- ATCATTGTATG-- TCACAAGAAG
ACTTCCAACAG-- TTATTATATGTOIOATGGTTZTCTCTCTAATTCTATGGAAATGGAAGAAG

AAGAAGCAGCCTVGCAVCTCTAATAAATGTGGNNNAACCAHCAAAATGGAGAGGGANGNGAGTG 
AAGAAGCAGCCTGGCCCCTCTAATGAATGTGGTGAAACCATCAAAATGAACAGGAAGGCGAGTG 
CCGAATCAGCCTAGCAGGCCCAGCAA----- CACAGCCTCTAAGTTAGAGCGGGA-- TAGT- 
AAGAAGCGGCCTCGCAACTCTTATAAATGTGG-- AACCAACACAATGGAGAGGGAAGAGAGTG

AACANACTAAGAACAGAGAAAAAtnCCATNNACCTCAAVGATCIGATGAAGCCCAGNGTGNTNT
AACAAACTAAGAACAGAGCAGAAGTCCAT------GAACGATCTGATGATCCCCAGTGTCATGT
AACG—CTG ACAGAGAGA CTATCAACCTGAAGGAACT—TGAACCCCA---------
AACAGACCAAGAAAAGAGAAAAAATCCATATACCTGAAAGATCTGATGAAGCCCAGCGTGTrTT

--- AATT--------GCTTCA--- GCAAAA------------ CCAAATGCAGAGTGAAG—
TAAAAGTTCGAAGACATCTTCATGCGACAAAAGTGATACATGITITIAATTAAAGAGTAAAGCC

5-1. ábra
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Cóntig 
egér CD86 
sertés CD88(i) 
emberi CD86 
sertés CD86

17θ 180 190 200 210 220

* I’ ’ *Η· *1 ··· · | »| I
SKQGHPKPKKMYFLIT--NSTO®YGDNMQISQDNVTELFSISNSLSLSFPDGVWH 
STQGYPCT^MYMIJ^nKNSlTEHDAE®aKlCS(3®irrEL7NVSIR\7SLPIPPET-N 
SIHGYPEPKKMSVLLRTKNSTIEYIDGIKCKSQnNVTELYDVSISLSVSFPDVTSN 

SI^GYPEPQRMYMIIíNTKNSTTEHDADMKKSQNNITEL'YNVSIRV'SLPIPPET-N

340 350

6. ábra
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7-1. ábra
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Contig
ember CD40
szarvasmarha CD40
egér CD40
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egér CD40
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Contig 
ember CD40 
szarvasmarha CD40 
egér CD40

Contig
ember CD40
szarvasmarha CD40 
egér CD40

Contig 
ember CD40 
szarvasmarha CD40 
egér CD40
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ember CD40
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egér CD40
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Contig
szarvasmarha CD40 protein
ember CD40 protein
egér CD40 protein

Contig
szarvasmarha CD40 protein
ember CD40 protein
egér CD40 protein

70 80 90 100 110 120
Contig
szarvasmarha CD40 protein
ember CD40 protein
egér CD40 protein
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QHTPCIPGFGVME^TETTEXTVCHPCPVGFFSNQSSLFEKCYPWTSCEDKNLEVLQKGTS

190 200 210 220 230 240
Ι·Ι·Ι·· -l-llil1· -III - 1 I · I 
KTDVVCGFQSRMRTLWIPVTMGVI^AVIXVSACIRinTKK---------- RQLRPCTL 
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ember CD40 protein
egér CD40 protein
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A
Nem transzfektált kontroll sejtek Transzfektált sejtek

B
Nem transzfektált kontroll sejtek Transzfektált sejtek

9. ábra
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Nem transzferált kontroll sejtek
Transzferált sejtek

Nem transzferált kontroll sejtek Transzferált sejtek

Izotíp kontroll

10. ábra
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1 MGLSNILFVM VLLLSGAASL KSQAYFNETG ELPCHFTNSQ 
>----------- -,— ··-·» ~2 '

41 NLSLDELVIF WQDQDNLVLY ELYRGQEKPH NVNSKYMGRT
jo I—----------

81 SFDQATWTLR LHNVQIKDKG SYQCHHHKG PHGLVPIHQM 
l·- - ,--- 1 1 ——I * j------- 3 r ---------

121 _SSDLSLLANF SQPEINLLTN HTENSVINL^CSSTQGYPEP

161 QRMYMLLNTK NSTTEHDADM KKSQNNITEL YNVSIRVSLP

201 IPPETNVSIV CVLQLEPSKT LLFSLPCNID AKPPVQPPVP

241 DHILWIAALL VTWWCGMV SFVTLRKRKK KQPGPSNECG

281 ETIKMNRKAS EQTKNRAEVH ERSDDAQCDV NILKTASDDN

321 STTDF-LKSKL

12. ábra
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Szérum kötődés 4. pepiiddel bevont tálcákhoz

- — 4. peptid "''* ÓVA

Szérum kötődés OVA-peptiddel bevont tálcákhoz

♦ 1 ÓVA ■ 1 M"· 4 peptid
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4. peptid szérum 1:300

Pep 4 Pep 4 Pep 4 Pep 4 OVA OVA OVA OVA 

A mélyedéshez kötött peptid

OVA szérum 1:300

Pep 4 Pep 4 Pep 4 Pep 4 OVA OVA OVA OVA

A mélyedéshez kötött peptid
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Sertés CD86

CTLA4Ig

Egér CD86
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1. nap: C57BL-6 egerek immunizálása (50 pg) teljes ovalbumint tartalmazó 
komplett Freund-adjuvánssal

14. nap: Első Iv. immunizálás (100 pg) kiméra pepiiddel

21. nap: Második iv. immunizálás (100 pg) kiméra pepiiddel

28. nap: Harmadik iv. immunizálás (100 pg) kiméra pepiiddel

32. nap: Az egerek cukorbeteggé tétele streptozocin ip. injektálásával

v
36. nap: 1000 sertés hasnyálmirigysziget átültetése a cukorbeteg egerek 

veseburka alá

37. naptól kezdve: A szigetek túlélésének vizsgálata vércukorszint-mérések 
alapján

19. ábra
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poCD40 protein (csúcs), ember CD40 protein (alja)

250 260 270
DSTAPVQETLHWCQPVTQEEGKESRISVQERQ
TA-APVQETLHGCQPVTQEDGKESRISVQERQ 

250 260 ^270
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1 MVRLPLQCLL WGCFLTAVHP EPPTSCKENQ YPTNSRCCNL
41 CPPGQKLVNH CTEVTETECL PCSSSEFLAT WNREKHCHQH
81 KYCDPNLGLQ VQREGTSKTD TTCVCSEGHH CTNSACESCT
121 LHSLCFPGLG VKQMATEVSD TICEPCPVGF FSNVSSASEK
161 CQPWTSCESK GLVEQRAGTN KTDVVCGFQS RMRALVVIPI
201 TLGILFAVLL VFLCIRKVTK EQETKALHPK TERQDPVETI
241 DLEDFPDSTA PVQETLHWCQ PVTQEDGKES RISVQERQ

22. ábra
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sertés VCAM-peptid másolat (felül) humán VCAM-peptidmásolat (alul)
-20 -10 10 20 30 40 50 601

10 20 30 40 50 60 70 80

70 80 90 100 110 120 130 140I I I I I I I I

150 160 170 180 190 200 210 220

GL.VNGSS<_l'VSCKVl,SVxl,JUJRiJt·; 1 Wl ,Γ,Κ^ί.Τΐΐ.ΕΝΙΚΕΔΕΓ/ΤΤ^ΜΚ'.'^Τ.ΚΜΚΚΙ .ΚΜΊ'>.Ί UI1 T M'VTTJRAr.VCQART.HTnnMRFR

410 420 430 440 430 460 470 480 490

290 300 310 320 330 340 350
1 1 1 1 I 1 1

----------- VAPRDITISVNPSSILEEGSSVNMTCSSDGFPAPKrLWSKKLJUXSiLEPIuSEMTTLTLTSTKMEDSGrY
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360 370 380 390 400 410 420 430

VCEGinjQAGINRiajMELIIQAAPKDlJXTAFPSESVKEGOTVTISCTaa^

LC^l^QAGRSKCEVELIIQVTPKDmTAFPSESVKEGDTVIISCTCGl^ErWIIIJaGGiEI^^
580 590 600 610 ^620 ^630 ^640 650

440 450 460 470 480 490 500 510

I^Ü2AGVYECESKNEÜGLQIJ^ITIjDVKGRESNKI7YFSSEIJjVLYCASSLIIPAIGVIIYFARKANM^SYSLVDAQKSKV'
I^I^<^^CESKI^GSQUtSLllJDVQGRENNKDYFSPELLVLYFASSLIIPAIC^XYFAIUakNMKGSYSLVEAQKSKV

660 670 680 690 700 710 720 730
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ψ (szignálszekvencia)

IWIFGASNI LWMVFAVSQN VKVEIFPEDK MIAQIGDSAS
LTCSAPDCES SLSFSWRTQI 

PVSFENEHSY LCTVSCGNLK 
SSLPEVGKPV TVRCLVPDVY 

FLELIDIKSK ETKSLEFTFT 

QPSVKTTPEK MQVYISPKDP 
TSEGLPAPQI SWSKKLDNGD 

GIYVCEGVNP VGTNRKEVEL 
EIGSSVNMTCS SDGFPAPKIL 

LTSTKMEDSG IYVCEGINQA 
TAFPSESVKE GDTVIISCTC 

LKSTDGAYTI HRARLADAGV 
KGRESNKDYF SSELLVLYCA 
RGSYSLVDAQ KSKV·

DS PLNGKVKT NGTRSTLVMN 

GERGIQVEIY SFPKDPEIHW 

PVEKLEIELL KDNHSMVSQN 

PTEEDIGKAI VCQATLIIDG 

VISVNPSTSL QEGDSMMMTC 

QQLLSGNATL TLIAMRMEDS 

TVQVAPRDTT ISVNPSSTLE 
WSKKLRDGNL EPLSENTTLT 
GINRKEVELI IQAAPKDLQL 
GNVPPTLIIL KKKAETGDTV
YECESKNEIG LQLRSITLDV 

SSLIIPAIGV IIYFARKANM
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1 MGLSNILEVM VLLLSGAASL KSQAYFNETG ELPCHFTNSQ

41 NLSLDELVIF WQDQDNLVLY ELYRGQEKPH NVNSKYMGRT

81 SFDQATWTLR LHNVQIKDKG SYQCFIHHKG PHGLVPIHQM

121 SSDLSLLANF SQPEINLLTN HTENSVINLT CSSTQGYPEP

161 QRMYMLLNTK NSTTEHDADM KKSQNNITEL YNVSIRVSLP

201 IPPETNVSIV CVLQLEPSKT LLFSLPCNID AKPPVQPPVP

241 DHILWIAALL VTVWVCGMV SFVTLRKRKK KQPGPSNECG

281 ETIKMNRKAS EQTKNRAEVH ERSDDAQCDV NILKTASDDN

321 STTDF

26. ábra
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