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A talalmany targya az immunszuppressziéval, kdzelebb-
rél1 xenotranszplantacidval kapcsolatos immunszuppresszidval
kapcsolatos. A talalmany targya kézelebbrdl egy T-sejt epi-
topot és egy B-sejt epitdpot tartalmazdé immunogént magaban
foglalé immunogén készitmény, melyben a B-sejt epitdp a xe-
nograft kilokd&désben szerepet Jjatszd sertés polipeptid,
amely egy sertés polipeptidnek a vele egyenértékdi emberi
polipeptid megfeleld régidjadhoz képest kevesebb, mint 75%-
os szekvencia-azonossaggal rendelkezd régidjabodl szarmazik.

A talalmdny szerinti megoldds alkalmas xenograft kils-

k&édést okozd immunreakcidk gatlasara.

Al “lkaj}{
¢ |

Aktaszamunk: 94702-12011/PA



PO 1

KOZZETETELI IR
01;7’8 5 Iqililéfqy’ rihiff

Immunszuppresszid

A taldlmény téargya az immunszuppresszidval, kbdzelebb-
ré61 xenotranszplantacidéval kapcsolatos immunszuppresszidval
kapcsolatos. A taldlmany téargya kozelebbrél egy T-sejt epi-
topot és egy B-sejt epitdépot tartalmazdé immunogént magaban
foglaldé immunogén készitmény, melyben a B-sejt epitdép a
xenograft kilokédésben szerepet jatszd sertés polipeptid,
amely égy sertés polipeptidnek a vele egyenértékd emberi
polipeptid megfeleld régidjahoz képest kevesebb, mint 75%-
os szekvencia-azonossaggal rendelkezd régidjabdl szarmazik.

A taldlmény szerinti megoldas alkalmas xenograft kils-
ké6dést okozé immunreakcidk gatlasara.

Az allogén szervatiiltetések sikeres alkalmazdsa elle-
nére a szervek iranti igény és a felhaszndlhatd szervek
mennyisége kozotti egyenldtlenség athidaldsara van szilikség.
Az allogén szervek mennyiségének novelése nem jelent kielé-
gité megoldast, mivel szamuk még akkor sem lenne elegendd a
meglévé igények kielégitésére, ha az &sszes felhaszndlhatd
szerv transzplantacidéra keriilne (1, 2). Ez a tény vezetett
a vonzo és mﬁkbd&képes alternativat jelentd xenotranszplan-
tacidéval (a kiilonb6ozd faju allatok kozdtti szervatiiltetés-
sel) kapcsolatos érdeklddés feltamadasahoz.

A xenotranszplantacidés kutatdsok napjainkban a sertés-
re koncentrélnak, amely méretét, élettani kompatibilitasat

és tenyésztési jellemzdbit tekintve megfeleld &llati donor-
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nak tekinthetd (3, 4). A diszkordans =xenotranszplantéaciod
sikerét a legutdébbi idékig gatolta azonban a humoralis ere-
det tulheveny kildkd&dés ("humorally-mediated hyperacute
rejection”, HAR) elkeriilhetetlen jelentkezése, amely a re-
vaszkularizacidét kovetden rovid idédn bellil a szerv kilskdé-
déséhez vezet. A diszkordans fajok kozott Aatiltetett szer-
vek legtobbje adldozatul esik a HAR-reakcidnak. A kozelmult-
ban jelentds eldrehaladas tortént a HAR immunoldgiai alap-
jdnak megértésében és kikiszobdlésére szamos eljarast dol-
goztak ki. Ezek ko6zlil a lényegesebbek kozé tartozik a je-
lenleg alkalmazott szamos transzgénikus eljarads, ilyen pl.
a sertés endothelsejteken megfigyelhetdé komplementaktivitéas
szabalyozbanyagainak expresszidéja (5). Megjodésolhatd, hogy
hamarosan megvaldésul a rovid idejd xenograft-tulélés (6). A
HAR lekiizdése érdekében végzett kutatédsok eredményei olyan
tovabbi immunoldégiai akadalyokra deritettek fényt, amelyek
legy8zése elengedhetetlen a hosszi tavu xenograft-tulélés
eléréséhez. Az immunoldgiai kilokédés végs8 folyamataiban
az immunvalasz humoralis és sejtes agai feltehetden egya-
rant szerepet jatszanak. Mindezek k&zll egyértelmien a leg-
fontosabb a HAR dominans szerepéhez képest kordbban hattér-
be szorult, sulyos kovetkezményekkel jard, T-sejt kozveti-
tett kilokdédési valaszreakcidé (7-11). Korabban kimutattak,
hogy [az allo-felismerés és az allograft kilokdédés folyama-
tabol jo6l1 ismert (13)] kozvetlen és kozvetett T-sejt akti-
vacibds reakcidutakon tortént szenzitizacidjukat kovetden a
humdn T-sejtek 1In vitro ko&ézponti szerepet jatszanak a

xenogén sejtek felismerésében (7, 8, 12). Az allo-kilokdédés



hatterében 4116 sejtes mechanizmusok ismerete alapvetd fon-
tossagu volt a T-sejt kozvetitett xenograft elleni véalasz-
reakcidé vizsgalata soran.

Az Atlltetett szervek sejtes kilok8désének megeldzését
szolgdld fébb terapids beavatkozasok Jjelenleg szisztéméas
immunszuppressziv hatdanyagok valamint pl. CD3, CD4, CD25
elleni monoklondlis ellenanyag-terapia (14) alkalmazaséan
alapulnak. A xenograftok elleni erdételjes in vitro T-sejtes
valaszreakcidk kivaltasardél sz61l6 beszdmoldk (7, 8, 12)
alapjan elképzelhetd, hogy a xenograft kilokédés meggidtlasa
a jelenlegi standard adagokkal elérhetdénél 3joéval nagyobb
mértékdi immunszuppresszidét 1igényel. Xenograftok esetében
azonban ez a stratégia nem kOvethetd. Az (immunszuppresz-
sziv) hatdanyagok szedésére a beteg egész életén at sziikség
van, azok a teljes immunrendszert elnyomjak, ami fertdzé-
sekkel és daganatképzddéssel szembeni fokozott fogékonysa-
got eredményez (1l4). A xenotranszplantacidé klinikai gyakor-
latban torténd alkalmazasa szempontjdbél a tolerancia /
immunszuppresszidé kialakitdsanak graftspecifikus stratégiai
egyértelmien eldénydsek lennének. Mig mindez az allotransz-
plantacidéval kapcsolatban nehezen volt elérhetd, a xeno-
transzplantacid esetében erre tobb lehetdség nyilhat: a fa-
jok kozotti kilonbodz8ségek lehetdséget kinadlnak a valdban
graftspecifikus hatdanyagok eldallitasara. Mindemellett le-
hetd8ség van mind a sertésdonor szervének, mind a humédn re-
cipiens immunrendszerének transzplantacidé eldtti mdbddosita-

sara (1) .



T-sejt aktivalas és proliferacid

Bar a T sejtek proliferadcidéjédt az antigén-specifikus
CD3/TCR komplex (1. jel) megkotése inditja be, ahhoz tovab-
bi kostimuléacidés jelek szilikségesek (2. jel) (15, 16, 17),
amelyeket Altaldban az antigénbemutatd sejt ("antigen
presenting cell", APC) szolgaltatja. Mig a T-sejtek 2. jel
jelenlétében torténd antigén altali stimulacidja a T-sejtek
aktivdlasat és proliferédcidjat idézi eld (18), hianyukban a
T-sejtek MHC-komplexekkel torténd érintkezése tokéletlen T-
sejt proliferaciot és un. klondlis anergiat idéz eld8 (19,
20). Kimutattak, hogy APC-k aldehiddel torténd fixdlasa
(20, 21) vagy hdékezelése (19) az MHC-II felilleti expresszid
mértékének valtozatlanul hagydsa mellett megsziinteti ezen
sejtek alloreaktiv T-sejteket aktivald képességét. Ez alap-
jan a T-sejt receptorok lekotése oOnmagaban nem elegendd a
T-sejt teljeskord aktivalasahoz (17). Az anergias T-
sejteket leginkabb IL-2 termelésiik hidnya jellemzi, vala-
mint az, hogy antigénnel torténdé késbébbi taldlkozast kove-
téen sem képesek IL-2 termelésre (22). Ez a Lafferty és
mtsai. &ltal javasolt két jelen alapuld aktivacid meglétét
tdmasztja ald (23). A T-sejtek esetében egy adott antigén-
stimuldcidra torténd valaszreakcidhoz az APC-tél szarmazd
t8bbszérés aktivacidés jelre van sziikség (23).

A méasodlagos jel hianyaban torténd in vitro T-sejt
anergia kialakitdsardl eldszor Jenkins és Schwartz szamolt
be 1984-ben (24), &8k egy meghatarozott peptid CD4 T-helper
klénoknak torténé bemutatdsara kémiailag fixalt APC-t al-

kalmaztak. Azdéta madr nagyszami Iin vitro és 1in vivo adat 4ll



rendelkezésre annak a hipotézisek az aldtamasztaséara, hogy
az 1. jel onmagdban nem aktivédlja a T-sejteket (22) és a
kostimulédcidés jelhatads els&dsorban mas sejtekkel és nem old-
haté faktorokkal torténd érintkezés eredménye. A humdn MHC-
ITI osztalyu molekulédkkal transzfektalt, de a megfeleld CS-
jelet nem expresszald (2. jel hianyos) fibroblasztok haté-
kony antigénbemutatédsra képesek II. osztalyra korlatozott
CD4 T-sejt klénok részére, de nem idéznek eld antigénspeci-
fikus T-sejt proliferacidét, aminek kovetkeztében a sejtek
anergiassa valnak. Mindezek alapjan az antigénnel torténd
elsd talalkozasuk koérilményei nagy hatédssal wvannak a T-
sejtek késdébbi immunvalasz-képességére.

Ennek megfelelfen a T-sejtek aktivalaséhoz és proli-
ferdci6éjahoz elengedhetetlen kostimuladld molekuldk jelenlé-
te, amelyek a T-sejtek felszinén talalhatdé receptorok és az
APC-n expresszalt ligandumaik k&lcsdnhatasabdl szarmaznak.
A kostimulacidés Jjel azonban &nmagdban sem nem antigén-
specifikus, sem nem MHC-korlatozott (25). Az utdébbi években
részletesen ismertették a kostimulacidét kozvetitd molekula-
ris kolcsénhatasokat. A két f8 reakcidutban egyrészt az
APC-n expresszalt (i) B7-1 és B7-2 (a B7-csaladd tagjai),
valamint (ii) CD40, tovdbba a T-sejteken expresszalt ellen-
receptoruk, a CD28 és a CD40 1ligandum (CD40L) vesznek
részt. Nagyszadmu in vivo és 1in vitro kisérletes bizonyiték
tamasztja ald a B7-1, B7-2 és CD40 T-sejt kostimulacidban
betsltstt dontd fontossagu szerepét (26-36). A CD28-B7 és
CD40-CD40L jelatadés egyidejd blokkolédsa allotranszplanta-

cid soran meggatolta az allograft kilokédési reakcid bein-



dulasat (37, 38). A B7/CD28 reakcid in vivo gatlasa megaka-
dalyozta a T-sejtek graft antigénnel szembeni szenzitizalé-
dasat, meghosszabbitva ezaltal a graft-tulélés idejét
(38,39).

A T-sejtek egy kdzvetlen és egy kozvetett reakciditon
keresztiil szenzitizdlhatdk xenoantigénekkel szemben, ezek a
jo6l ismert, alloantigénekkel szembeni T-sejt aktivaciéds
reakcidutaknak felelnek meg (1. &bra). A kdzvetlen felisme-
rés soradn a recipiens T-sejtjeinek fel kell ismerniiik a do-
ﬁor stimulator sejtjein peptiddel komplexet képzett ép ide-
gen MHC-molekulédkat. Ezzel szemben a kézvetett felismerési
folyamat alkalmaval a recipiens T-sejteknek recipiens MHC-
IT-vel o&sszefliggésben torténé bemutatds eldétt a recipiens
APC-knek fel kell dolgozniuk a xenocantigént. A xenoantigén-
re specifikus sajat MHC-II korlatozott T-sejtek felismerik
a peptidet és valaszreakcidét inditanak el. Mig a legtobb
beszamold a kozvetett xenofelismerési valaszreakcidrdl szi-
letett, a kozvetlen reakciduton keresztil megvaldsuld sej-
tes kilok&é&dési reakcidérdl is rendelkezésre &allnak adatok
(7, 8, 9, 11, 12, 40, 41, 42). Sertésszovetek ellen iranyu-
16 erételjes 1in vitro humdn T-sejtes proliferativ valaszre-
akcidérdl tobbek kozott mi is beszadmoltunk mar.

Kostimuladtor molekulak

A kostimuladtor molekulaknak a TCR-CD3 receptor MHC-vel
és peptidekkel torténd reakcidéjanak kimenetelét alapvetden
befolyasold szerepét szdmos in vivo és 1in vitro kisérletes
adat tamasztja ald. Az immunvilasz mdédositasat célzd egyes

gybgyaszati eljarasokban a receptorok vagy a ligandumok el-



leni anti-kostimulator molekulakat alkalmaznak. Ilyen, sej-
tes valaszreakcidk graft kilokédés megakadalyozisa érdeké-
ben térténd moédositasat alkalmazd eljardsokat mar szamos
transzplantaciés modell-rendszerben vizsgaltak (14, 37, 38,
43-47) .

A B7-1 (B7-BB1l, CD80) és a B7-2 (CD86) egyarant nagy-
mértékben glikozildlt transzmembran proteinek, amelyek az
immunglobulinok szupercsaladjaba tartoznak (25). A B-sejt
aktivdléd B7-1 molekulat eldszdér 1989-ben azonositottak
(27), a B7-2-t 1993-ban irtdk le (49). Napjainkra mar mind
a human B7-1 és B7-2 molekuldk, mind egérbeli homoldégjaik
klénozasdra és funkcionadlis jellemz&ik meghatdrozadsara sor
keriilt (25). A B7-1 és B7-2 a lépbeli és vérbeli dendriti-
kus sejteken konstitutivan expresszaltak, aktivadlds hatasa-
ra pedig B-sejteken és monocitédkon is megjelennek (34, 50).
A nagymértékd homoldégiat mutatdé B7-1 és 2 a CD28 jeld T-
sejt antigén természetes ligandumai (50). A B7 molekulacsa-
14d tagjainak egy masik receptora a citotoxikus T-limfocita
antigén 4 ("cytotoxic T lymphocyte antigen-4", CTLA-4) nevd
sejtfelszini glikoprotein (51), amely homoldg a CD28-cal és
azzal 31%-os szekvencia—-azonossagot mutat. Mindkét B7
izoalak nagyobb affinitédssal k&étdédik a CTLA-4-hez, mint a
CD28-hoz (30, 50, 52). Mig a CD28-B7 receptor aktivalédas
in vivo és 1In vitro egyarant az antigénspecifikus IL-2 ter-
melésben szerepet Jjatszd, APC-eredetd kostimuldcidés jelet
eredményez (53 54), a CTLA-4 a T-sejt aktivaldédas negativ
szabalyozémolekuldjanak tdnik (55, 56, 57). A CTLA-4 elleni

ellenanyagok okozta keresztkdtés gatolja a CD28 kotddését



(58), emellett a CTLA-4-torolt egerek életlk elsd néhany
hetében szabalyozatlan limfocita-proliferacid koévetkeztében
elpusztulnak (59). Mindezek alapjan a CTLA-4 ko6tbdés az im-
munvalasz-reakcidk fenntartésa és szabalyozasa szempontja-
bél alapvetd Jelentdséglinek tekintheté. Az ennek alapjat
képez&d mechanizmusok pontos tisztdzdsdra azonban még nem
kerilt sor.

A kostimulator molekulak kozott a B7-csaldd egyedinek
szamit abbdél a szempontbdl, hogy a CD28 B7-1l-gyel vagy B7-
2-vel torténd kotddése az anergia megeldzésének egyarant
szilkséges és elegendd feltétele (34). Ismereteink szerint a
CD28-B7 k&lcsdnhatéas az aktivalt T-sejtek proliferacidjanak
fenntartasadhoz alapvetd fontossagu jeleket biztosit. Ezt a
megfigyelést tamasztjdk ald azok az in vitro kisérletek,
amelyek szerint mig a B7 hianyos sejtek nem képesek elsdd-
leges MLR stimulalédsara, a nagy mennyiségl B7-et expressza-
16 transzfektansok képessé valtak alloreaktiv T-sejtek IL-2
termelésének stimulaladsdra valamint az immobilizalt CD3-
ellenes monoklonalis ellenanyaggal egylutt tenyésztett poli-
klondlis T-sejt populédcidé kostimuldlasdra (31). NIH-3T3
sejtek HLA-DR7-tel, B7-tel vagy mindkettével toértént stabil
transzfekcidjaval kapott mesterséges APC-vel végzett kisér-
letekben egyértelmlien bebizonyosodott, hogy tetanusz toxoid
(TT) bemutatasat kovetden csak akkor alakul ki optimalis
mértékli T-sejt proliferdcidé és IL-2 termelés, ha mindkét
molekula jelen van. A B7 hiadnya klondlis anergiat eredmé-

nyez (58).



A sertés B7-2 (PoB7-2) klbébnozasara aortédbdl szarmazd
endothelsejtekb&él keriilt sor (60). A sertés B7-2-vel vég-
zett Atmeneti transzfekcid hatédsara a humdn ko6ldokzsindr
eredetli endothelsejtek erbteljesen kostimuldltdk a humédn T-
sejtek IL-2 termelését. A human T-sejtek poB7-2-vel torténd
kostimulédldsa megegyezd hatékonysagunak bizonyult a human
B7-1 vagy B7-2 hatéasédra kialakuléval és huCTLA4Ig-vel spe-
cifikusan gatolhatdé volt. Mindezek alapjan a poB7-2 jelen-
tés mértékben hozzdjarul a sertés endothelium immunogén ha-
tadsdhoz (60).

Bar a B7-1 és B7-2 kozvetitette kdlcsdnhatasok kdzpon-
ti jelentdségl helyet foglalnak el a T-sejt specifikus im-
munitads kialakulasdban, léteznek egyéb lényeges kostimula-
ciés reakcidutak is. Ezek ko6ziil a legfontosabb a CD40 és
CD40 ligandum (CD40L) kolcsdnhatason alapul (34).

A CD40 a TNF-receptor szupercsaladba tartozdé, 50 kDa
tomegli felileti glikoprotein. A CD40 kiulonféle APC-ken,
tobbek kozott monocitédkon, dendritikus sejteken és aktivalt
makrofdgokon expresszalddik. Tovabbi sejttipusok, igy pl.
az endothelium is expresszalja a CD40-et (34). Ellenrecep-
tora, a CD40L (CD154, gp39, TRAP) egy 33 kDa-os, II. tipusu
integrdlt membranprotein (34, 36), amely A&atmenetileg ex-
presszalodik az aktivalt CD4 T-sejteken. Kimutattak, hogy a
CD40-CD40L kolcsonhatds egyarant lényeges feladatot tolt be
a sejtes és humoralis immunvalasz kialakitdsédban, a B-sejt
aktivdlasban pedig domindns szerepe van. A CD40 B-sejtek
felszinén torténd keresztkdtése alapvetd fontossdgi a B-

sejtek novekedéséhez és izotipus-valtasihoz, de emellett a



B/-expresszi6 fokozasat is eldidezi (50). A CD40 jelatadast
kdvetden a monocitdk és dendritikus sejtek B7-expresszid-
janak (igy APC-kapacitésanak) mértéke egyértelmien fokozo-
dik. A CD40-tordlt egerekkel kapcsolatos kisérleti adatok
alapjan a CD40 megkotését kovetd CD4OL jelatadas lényeges
szerepet tolt be a T-sejt aktivalasban (61). Az egér erede-
td, P815 jell mastocytoma sejtek CD40-nel (vagy B7-1-gyel)
torténd transzfekcidja képessé tette a kordbban stimulécio-
ra képtelen P185-6s sejteket a poliklonalis T-sejt aktivéa-
lashoz és citokinek el&allitdsadhoz sziikséges kostimulacid
kozvetitésére (34). A CD40-CD40L kOlcsdnhatas lényeges sze-
repet t®6lt be az allograft kilokdédésben is (62, 63).

A nyugalmi allapotban 1évd B-sejtek aktivacidjukig al-
taldban nem expresszalnak nagy mennyiségben B7-1-et / B7-2-
t (50). Az MHC-peptid/TCR és CD40-CD40L egyidejd hatéséra
bekovetkez8d B-sejt aktivaldéddas a B-sejteken talalhaté B7-
csalad tagjai expresszidéjanak fokozédasdhoz vezet, ami eld-
segiti a T-sejtek stimulacidéjat és kovetkezményes aktivala-
sat (34, 36). Ennek megfelelden a CD40-CD40L kblcsbnhatéas a
B7-molekulacsalad és feltehetéen egyéb kostimuldtor moleku-
lak expresszidjénak indukadlasan keresztil befolyasolja a
kostimuldtor aktivitast, kozponti szerepet jatszva ezzel a
T-sejt aktivadlasban. A CD40 és B7 egyértelmien szinergista
kapcsolata mindkét kostimulacids reakcidut T-sejt figgd im-
munvalasz kialakitasdban és feler8sitésében betoltott sze-
repét tamasztja alad (38). Kimutattdk tovabba, hogy a CD40-
CD40L kOlcsdnhatads a dendritikus sejtek funkcionalis 4&lla-

potanak moédositédsadn keresztil lényeges szerepet tolt be a



citotoxikus T-limfocita (CTL) valaszreakcidkban is (64, 65,
66) .

Kiterjedt kutatdsok eredményei bizonyitjak a B7-CD28
és/vagy CD40-CD40L kdlcsonhatas gatlasanak fontossagat az
allo- és xenotranszplantédcidé soran. Ezt egyértelmlien alata-
masztd adatokat nyertek pl. CTLA4Ig CD28-B7 jelatadads gat-
ladsa torténd alkalmazasaval, ami patkdny sziv allograft
(44, 45) és egér aorta allograft (43) modellben meghosszab-
bodott graft tulélést eredményezett és megakadalyozta a:z
idilt kilokédési reakcidt. Ezekben a modellekben a CTLA4Ig
beadasara bekdvetkezd T-sejt anergia a graft antigénnel
szembeni részleges (44) vagy teljes (46) toleranciat ered-
ményezett. Allogén hasnyalmirigysziget-transzplantatumok
B7-2 és B7-1 elleni ellenanyaggal tortént kezelése is meg-
gatolta a transzplantatum kilokdédését (14). Egér sziv allo-
transzplantdtum modellben a CD40 jeldtadds géatlasaval ha-
sonld eredményeket kaptak (37, 47, 62). A CD28-B7 és CD40-
CD40L jelatadéas egyidejd gatlésat megvaldsitd két kisérlet-
ben sikeresen elézték meg az allogén kilokdédést. Mindkét
reakcidéut parhuzamos, hosszu tava gatlasa egér valamint bér
és sziv allograft modellekben teljes mértékben megakada-
lyozta az idult kilokdédési reakcid kialakulasat (38).

Xenotranszplantdciés kisérleteikben Lenshow és mtsai.
egérbe transzplantalt human hasnyalmirigyszigetekkel szem-
ben egyidejd CTLA4Ig-kezelés mellett hosszu tavi donorspe-
cifikus toleranciat értek el (46). A graftspecifikus tole-
rancia a B7-et expresszald APC-k altali felismerés gatlasa-

nak kdzvetlen kovetkezménye volt. Tran és mtsai. CTLA4-Fc-



kezeléssel roévid tavu szuppresszidt értek el (67). Mindkét
reakciéut xenotranszplantiacidé sordn torténd egyidejd gatla-
saval kapcsolatban csupédn kisszamu kisérleti adat &ll ren-
delkezésre, egyes kutatdédk egér recipiensbe transzplantalt
patkany- és sertésbér meghosszabbodott tulélésérdl szamol-
tak be (63).

In vitro és in vivo kisérletes adatok egyarant egyér-
telmlien bizonyitjéak, hogy a CD28-B7 vagy a CD40-CD40L vagy
mindkét reakcidéut altal kozvetitett kolcsdnhatdsok gatléasa
megakadalyozta a T-sejtek beliltetett szdvetbeli xeno- vagy
alloantigénekkel szembeni szenzitizalédasat, igy meg-
hosszabbitotta a graft tulélését.

Amint azt korédbban emlitettiik, a T-sejtek kozvetitette
graft-kilok&édés jol ismert jelenség. Az immunrendszer emel-
lett azonban mas vagy tovabbi sejt-kozvetitette kilokddési
reakcidk meginditédséra is képes. Ezek a mechanizmusok a
tdbbek kozott az endothelsejtek altal expresszalt kiilonféle
molekuldk funkcidin keresztiil ismerheték meg kodzelebbrdsl.
Ilyen, endothelsejtek &ltal expresszalt sejtadhézidés mole-
kula pl. a VCAM, amely feltételezhetden a gyulladas helyére
torténd leukocita-toborzadsban jatszik szerepet. A VCAM in-
dukalhatd transzmembran glikoprotein, amely nyugalomban 1é-
v8 endothelsejtekben csupdn kis mennyiségben expresszaléd-
dik, de gyulladaskeltd citokinek (pl. IL-1, TNFoa) hatéséara
expresszidja gyorsan fokozdédik. A VCAM és a leukocitdk ko-
zotti kolcsdnhatds az utdbbiak sejtfelszinén expresszalt
un. 4-es nagyon késéi antigénen keresztil ("very late

antigen 4", VLA-4) Jjon létre. Az endothelsejtek VCAM-ex-



presszidéja a VLA-4-gyel rendelkezd leukocitak gyulladas
helyszinére torténd bedramlisat idézi eld, ami erdsiti az
allo- vagy xenograftokkal szembeni kilskd&dési valaszreakci-
ot.

Feltételezik, hogy a sertés VCAM lényeges szerepet
jatszik a humdn leukocitédk egyrétegli sertés endothelsejt-
tenyészeteken keresztiil torténd vandorlasanak lehetdvé té-
telében. Esszertfinek tnik az elképzelés, hogy ennek a kol-
csénhatasnak a gatlasa eldényds hatdsi lehet a xenograftok
tulélésére. Az eldszOr 1994-ben kloénozott sertés VCAM 1é-
nyeges mertékd azonossagot mutat a humadn VCAM-mel (1). Az
elébb emlitett referencia mellett szamos egyéb in vitro ki-
sérlet eredményei is arra utalnak, hogy a sertés VCAM haté-
kony kolcsdnhatasba 1ép a humdn leukocita-expresszids el-
lenreceptorral, a VLA-4-gyel. Példaul statikus adhézids
vizsgalati eljardsokban a VCAM-ellenes ellenanyagok jelen-
tés mértékben gatoljadk a humldn NK- és T-sejtek sertés endo-
theliumhoz k&t8dését. NK-sejtek esetében ez meggatolja az
egyrétegl sertés endothelsejt-tenyészetekhez tdrténd adhé-
zi6 kovetkeztében dltaldban bekdvetkezd sejtlizist.

A VCAM-ellenes ellenanyagok T-sejt k&zvetitett xenog-
raft-kilokdédési folyamatokra gyakorolt hatdsat nehezebb fe-
ladat megjodsolni. Ragcsaldkat alkalmazé allotranszplanta-
cidés modellkisérletekben az allograft-tulélés meghosszabbi-
tasa céljabdél VCAM-elleni ellenanyagokat vettek igénybe.
Bizonyos esetekben hosszu tava tulélésrél és specifikus to-
leranciardl szamoltak be (2, 3), bar ezen kisérletek pontos

hatédsmechanizmusit nem tisztaztak.



Peptid-immunizacidés stratégia

Koréabbi, immunogénként hordozémolekuiékkal ”konjugélt
szintetikus peptideket alkalmazd in vivo kisérletekben si-
keresen &llitottak eld biolégiailag aktiv ellenanyagokat
(68). Ma mar a kiilonféle peptid—immunizéciés stratégiaknak
kiterjedt szakirodalma van;‘émely alapjéh Jjol iSmert a hor-
dozémolekuldhoz kotott antigén-bemutatads ellenanyag-terme-
lést fokozdé hatéasa (68-72). Ez alapjan megfeleld T-sejt
epitdépokkal B-sejteket segité T-sejtek indukalhatoék. Nemré-
giben kozzétett kutatdsi adatok hordozémolekuldhoz kovalens
kotéssel kapcsolt sajadt antigénnel tortént immunizalads ha-
tasara sajat anyagokkal szemben reagidlé B-sejtek IgG-terme-
lésérdl szamoltak be (70) . Ezek az eredmények azt tamaszt-
jak ala, hogy a sajat proteinekkel szembeni B-sejt toleran-
cia megszintethetd.

Amint azt kordbban emlitettitk, a T-sejtek antigén-
felismeréséhez a (sajat vagy idegen) antigének APC-k altali
feldolgozasa és Dbemutatdsa szikséges. Az antigén IgG-
receptorokon keresztil torténd endocitédzisat kévetden a B-
sejtek kifejezetten hatékony APC-ként miikddhetnek. Komplett
aktivacibés Jelsorozat (TCR-aktivalas plusz kostimulacio)
meglétekor T-sejt aktivalddas kovetkezik be, ami végil el-
lenanyag-képzddéshez vezet.

A sajat proteinekbdl szarmazé peptidek feldolgozasara
és T-sejteknek torténd bemutatdsdra az idegen proteinekéhez
hasonldé médon keriill sor, a T-sejt tolerancia miatt azonban
a sajat peptidek rendszerint nem vé&ltanak ki T-sejt aktiva-

lbédast (70). A T-sejtes felismerés hidnya részben magyara-



zattal szolgdlhat tehdt a potencidlisan reakcidképes B-
sejtek reagalédsédnak elmaradéiséara.

A B-sejtek sajat peptidekkel szembeni reagaldképessé-
gének hianya megsziintethetd, ezt Dalum és munkatdrsainak
kozelmultban elvégzett kisérletei igazoltdk (69). Az emli-
tett kutatdk hordozbdanyag és erbteljes idegen T-sejt epitédp
segitségével kialakitott kiegészitd T-sejtes segitd hatast
eléidézve autoellenanyagok képzddésével jard valaszreakcidt
valtottak ki. Tovabbi kisérletek bebizonyitottak, hogy a T-
sejtes hordozémolekuldkhoz konjugalt szintetikus peptidek
képesek leklzdeni a B-sejtek valaszreakcid-képtelenségét ha
jelentds szamu, sajat anyagokkal szemben reagald B-sejt van
jelen a gazdaszervezetben (69, 70). Az ubikvitin szekvenci-
djaba inszertalt egyetlen erds idegen T-sejt epitdép az ere-
deti molekulaval szembeni kifejezett autoellenanyag-képzd-
dést idézett eldé (69). Sad egy kitlnd vizsgalataban sajat
proteinként GnRH-t és hozza kémiai dton kapcsolt szinteti-
kus T-sejt epitépként diftéria toxoidot (DT) alkalmazva a
természetes GnRH elleni specifitdssal rendelkezd autoellen-
anyagok képzd&dését valtotta ki (71, 72). A kezdeti vakcina-
zast kovetden a természetes GnRH in vivo jelenléte fenntar-
totta az ellenanyag-termelést. Az immunizalt egerek termé-
ketlenné valtak, mivel a jelenlévd természetes GnRH moleku-
la ellen a specifikus B-sejtek folyamatosan anti-GnRH-
ellenanyagokat termeltek. A vizsgdlatban a DT hordozé altal
kiprovokalt, GnRH-specifikus B-sejteket segité T-sejtes va-

laszreakcid a B-sejtes tolerancia attdréséhez vezetett.



N legtégabban értelmezve a taldlmany targyat egy em-
1&6s, eldnybsen egy ember xenograft szévet vagy szerv elleni
immunreakcié okozta kil&kdédés kozvetitésében szerepet Jat-
sz6, Jjellemz&en, de nem kizarbdlagosan sertés endothelsejtek
dltal expresszalt sertés epitédpokkal szemben specifikus el-
lenanyagok termeld&dését eredményezd immunogénnel toérténd
immunizalasa képezi.

Immunogén alatt értink itt barmely, immunvalasz kival-
tasara képes epitépot vagy epitép-kombindciét. Az epitédp T-
vagy B-sejt specifikus egyarant lehet. A taldlmany szerinti
megoldasban epitdép lehet barmely polipeptid, peptid, médo-
sitott polipeptid vagy médositott peptid (a médositas jel-
lemzben az epitdp glikozilalasat vagy foszforildlasat je-
lentheti).

A talalmany targyat képezd epitdpok jellemzden a CDA4O,
a B7-1, a B7-2 és a VCAM elnevezésii, sertés eredetii moleku-
lak kozul keritlnek kivalasztéasra.

Szakember szamara kézenfekvs, hogy a taldlmany egy
egyén, idealis esetben xenotranszplantdciét megelézden vég-
zett, a homoldg emlés eredetl polipeptidben nem szerepld B-
sejt epitépot tartalmazd sertés molekula eqgy részletével
szembeni, immunogén anvaggal torténd immunizalasat teszi
lehetdvé, ami a beteg sajat, funkciondlisan megegyezd mole-
kulai elleni ellenanyagok képzd8dése és CD4 T-sejtes valasz-
reakcid, vagyis sejtes kilokédési reakcid kialakulédsa nél-
kil biztositja a sertés polipeptid elleni ellenanyagok sze-
lektiv képzddését. Emellett az immunogén hatdsdra a reci-

piensben blokkold ellenanyagok képzddnek, amelyek meggatol-



jak a kilokSdési valaszreakcidot kozvetitd sertés polipep-
tidek miikodését.

Szakember szamara az is nyilvénvald, hogy a talalmany
szerinti megoldas lényeges eldénybket biztosit a recipiens
immunrendszere sertés sejtekkel vagy szovetekkel szembeni
valaszreakcidéjanak elnyomdsadra tett kordbbi kisérletekkel
szemben. A 97119971 szamu nemzetkozi szabadalmi irat példa-
ul a B7-2 vagy VCAM polipeptidek a transzplantacidés kiloks-
dés ellendrzését és a xenotranszplantiacids kilokSdési reak-
cié meggatlasat szolgdld diagnosztikai és terapias célu el-
lenanyagok eld&allitasara torténd alkalmazadsat tette kdzzé.
Az elbbbi megoldads szadmos hatrannyal Jjar. Az ellenanyag
blokkold tulajdonsaganak megtartdsa érdekében a VCAM vagy
B7-2 elleni ellenanyagokkal egész élete soradn kezelni kell
a transzplantacidén atesett beteget. Mindezeken tul az im-
munrendszer véglil (anti-idiotipusos) ellenanyagokat termel
a gydégyaszati célbdél alkalmazott ellenanyagokkal szemben,
ami azoknak a beteg vérkeringésébdl torténd eltavolitasihoz
vezet.

A taldlmany szerinti megoldads nem igényel id&szakon-
kénti ismételt beadast, mivel a beteg sajat immunrendszere
felel a sertés polipeptidekkel szembeni blokkold ellen-
anyagok termeléséért. Az immunrendszer ezeket az ellenanya-
gokat nem ismeri fel idegenként, ennek megfelelden anti-
idiotipusos ellenanyagok képzdédésére sem keriil sor.

A talalmany szerinti megoldasban eqgy idegen T-sejt
epitdép alkalmazasara kerlil sor, ami jelentds mértékben be-

folyasolja a hordozbéanyaghoz k&toétt molekuldkkal szembeni
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valaszreakcidkat. Ilyen médon a xenotranszplantacié soran
autoellenanyagok képzédésével jard valaszreakcid valthatéd
ki sertés polipeptidekkel szemben.

A talalmany targyat képezi egy T-sejtes immunitassal
rendelkezd allat, ideértve az embert is, xenografttal szem-
beni toleranciajanak fokozésdra szolgadld eljaras, amely so-
rédn az allatban a benne kialakuld kilokédési reakcid kiala-
kitasdban szerepet Jjatszd xenomolekula elleni ellenanyag
termeltetésére keril sor az emlitett xenomolekula egy B-
sejt epitépja és egy olyan T-sejt epitép, amelyre az allat
immunis alkotta kiméra peptiddel todrténéd immunizalassal.

Ennek megfelelden a kozvetlen T-sejtes valaszreakciéd
befolyasolasan keresztiil xenograft specifikus tolerancia
indukalhaté transzplantatum recipiensekben a transzplanta-
cidt megeldzben a beliltetett szédvettel szembeni toleranciat
fokoz6 specifikus ellenanyagok képzésének kiméra peptids-
zerkezetekkel torténdé stimuldléasaval.

A kiméra peptidek pl. B7-1, B7-2, CD40 vagy VCAM jeld
sertés peptidek szekvencidihoz konjugaltan egy T-sejt epi-
toépot tartalmaznak. A beliltetett szdvet jelenléte biztosit-
Ja a recipiens B-sejtjei ellenanyag-termelésének folyamatos
fenntartéasat.

A talédlmany targyat képezi tovabba egy allatfajbol
(ideértve az embert is) szarmazbé T-sejt epitdpot és egy ma-
sodik allatfajbél szarmazd B-sejt epitédpot tartalmazéd kimé-
ra peptid, amennyiben az emlitett &llatfajok esetében meg-
valésithatd a masodik allatfajbdl az elsé allatfajba torté-

né xenotranszplantécio.
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A taladlmany targyat képezi tovabbid az eldz8ekben is-
mertetett, egy allat (ideértve az embert is) xenografttal
szembeni toleranciajat fokozd kiméra peptid alkalmazasa is.

A talalmany targyat képezd immunogén vegyiilet legalébb
egy T-sejt epitépot és legaldbb egy B-sejt epitdépot tartal-
maz, ahol a B-sejt epitdp a xenograft kilokd&désben szerepet
jatszd sertés polipeptidbél, a T-sejt epitdp pedig olyan
molekulabdl szarmazik, amellyel szemben a recipiens mar im-
munitassal rendelkezik.

A taladlmany egy tovabbi eldényds megvaldsitéasi mbédjéaban
az immunogén vegylilet a sertés eredetd CD40, VCAM, CD86 és
CD80 molekulak egyikébdl szarmazdé legaldbb egy peptidanti-
gént tartalmaz.

A peptidantigén eldénydsen sertés CD40-bdl szarmazik.
Idealis esetben a peptid a sertés CD40 amino-terminalis do-
ménjabdl, vagy legaldbb az amino-termindlis domén azon ré-
széb&l szarmazik, amely a CD40-et bemutatd sertéssejt felii-
letén tal&lhatdé. Még inkdbb idedlis esetben a peptidantigén
a 22. abran bemutatott peptidszekvenciak egyike.

A peptidantigén eldénydsen sertés VCAM-bSl szarmazik.
Idealis esetben a peptid a sertés VCAM amino-terminalis
doménjabdl, vagy legaldbb az amino-termindlis domén azon
részebll szarmazik, amely a VCAM-et bemutatd sertéssejt fe-
luletén talalhatd. Méginkabb ideédlis esetben a peptidanti-
gén a 24. abran bemutatott peptidszekvencidk egyike.

A peptidantigén eldénybsen sertés CD86-bdl szarmazik.
Idealis esetben a peptid a sertés CD86 amino-terminalis

doménjabdl, vagy legaldbb az amino-termindlis domén azon
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részébdl szarmazik, amely a CD86-ot bemutatd sertéssejt fe-
ltiletén taldlhatd. Méginkdbb idealis esetben a peptidanti-
gén a 26. abréan bemutatott peptidszekvenciak egyike.

A peptidantigén elénydsen 9 aminosavboél all. Méginkéabb
idedlis esetben a peptidantigén 10-30 aminosavat tartalmaz.

A talalmany ta&rgyat képezi tovabba barmely, az el&zé-
ekben ismertetett taldlmany szerinti megoldasnak megfeleld
immunogén vegyiilet, amely legalabb egy, az immunogén vegyli-
letre adott valaszreakcidét fokozéd hatéanyagot is tartalmaz.

A talalmany egy eldnyds megvaldsitasi médjadban ez az
emlitett hatdanyag egy hordozé vagy egy adjuvans.

Szakember szamara 3j6l1 ismert, hogy a hordozéanyagok
vagy adjuvansok hatékonyan vehetdk igénybe meghatarozott
antigének elleni immunvalasz fokozasara. Az adjuvansokat
vagy az antigénnel keresztkdtésben vagy azzal Osszekapcsol-
va alkalmazzak, vagy az antigén beadasaval egyidejlleg jut-
tatjak az allatba. Az immunvadlasz fokozasara alkalmas adju-
vansokat ismertet részletesen a kévetkezd munka: Vaccine
Design: The Subunit and Adjuvant Approach, 7. fejezet, pp.
141-228, kiad.: Plenum Press, New York (1995). Az immunogén
vegylletek tarolasara és/vagy beadasara szamos hordozé-
anyag, kotdanyag vagy higitészer 4all rendelkezésre. Az
immunogén vegyliletek liposzémakba zarasa példaul megszokott
(de nem kizardlagos) gyakorlat. A liposzémédk immunogén és
hasonlé vegyliletek szallitasara alkalmas, foszfolipid-alapu

hélyagocskak (vesiculumok).
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A talalmany téargyat képezi tovabba legalabb egy taldl-
many szerinti sertés polipeptid legaldbb egy szakasza ellen
irdnyuld ellenanyag vagy legaldbb annak hatékony része.

A taldlmadny egy eldényds megvaldsitisi mdédjédban az el-
lenanyag monoklonalis ellenanyag vagy legaldbb annak haté-
kony része. Idealis esetben az ellenanyag jelzett.

Szakember szamara nyilvanvald, hogy a taldlmdny sze-
rinti ellenanyagok igénybeveheték a sertés szdvetekben vagy
szervekben megtaldlhatd sertés polipeptidek expresszidjanak
ellenérzésére.

A talédlmany téargyat képezi tovadbbad egy xenograft reci-
piens eml8s immunallapotanak ellendrzésére szolgald elja-
rids. Az ellendrzés elbénydsen In vitro tdérténik.

A talalmany targyat képezi tovabbad egy 4allat egy
xenografttal szembeni tolerancidjénak fokozadsara szolgaléd,
a kovetkezs8 l1épésekbdl 4lld6 eljarés:

(1) a taldlmany el&Sz8ekben ismertetett barmely megva-

lésitasi mdédja vagy targya szerinti legaldbb egy immu-

nogén vegylilet beadasa egy &llatnak, igény szerint

(ii) az &llat immunogén vegylilettel szembeni immunal-

lapotéanak ellendérzése;

(iii) legalébb egy sertésszovet vagy —-szerv beililtetése
az allatba, majd igény szerint

(iv) az &allat sertésszovettel vagy -szervvel szembeni
kilokédési véalaszreakcidéjanak ellendérzése.

Egy taldlmdny szerinti eldényts eljardsban az &allat em-

ber.
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Egy tovabbi, taldlmany szerinti eldényds eljarasban
xenograft lehet béarmely, erekkel elldtott graft és/vagy
immunogén sertéssejt vagy -szovet.

Egy tovédbbi, taldlmadny szerinti elényds eljarasban a
xenograft sertés hasnydlmirigy-szigetekbdsl &ll.

Szakember szdmara nyilvanvald, hogy a fenti (ii) pont-
beliek megvaldsithatdédk a kostimuldtor molekuldk elleni el-
lenanyagok szérumbeli Jjelenlétének ellendrzésével (pl.
ELISA-val vagy az emlitett kostimuldtor molekuldkat ex-
presszald sejtek FACS-elemzésével) vagy ehelyett vagy emel-
lett a citolitikus T-sejtek kezelt &llat vérében vald je-
lenlétét kimutatd hagyomanyos T-sejtes lizisvizsgalatokkal.

A taldlmany szerinti kiméra peptid alkalmazadsdnak eld-
nyei abbdl szarmaznak, hogy sziikségtelenné teszi a blokkold
ellenanyagok vagy fuzidés proteinek beadasat. Emellett a
recipiens ellenanyagvalaszanak kivadltédsaval elkeriilhetd a
xenogén ellenanyagok vagy fuzidés proteinek alkalmazésakor
leggyakrabban fellépd probléma, vagyis a beadott reagenssel
szembeni immunvéalasz kialakulésa.

Az alédbbiakban a kovetkezd tadblazatokra és abrakra hi-
vatkozva egy példat ismertetink a taldlmadny megvaldsitédsi
médjai kozil.

Az 1. téblazat a humén CD40-ben a homoldg sertés CD40-
hez képest megfigyelhetd nem-homoldg régidkat ismerteti.

A 2. téblazat a humén VCAM-ben a homoldg sertés VCAM-
hez képest megfigyelhetd nem-homoldg régidkat ismerteti.

A 3. tédblazat a humdn CD86-ban a homoldg sertés CD86-

hoz képest megfigyelhetd nem-homoldg régidkat ismerteti.
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Az la &bra a kozvetlen, az 1lb 4dbra pedig a kdzvetelt
xenofelismerés grafikus bemutatédsat tartalmaz:za.

A 2. a&bra a sertés CD86 nukleinsav-szekvenciajat tar-
talmazza.

A 3. adbra a sertés mRNS reverz transzkripciéjaval majd
PCR-amplifikaciéjaval nyert sertés CD86 cDNS-szekvencidjat
mutatja be.

A 4., adbra a 2. 4bran szerepld cDNS nukleotid-szekven-
cidja és a kozzétett sertés CD86 szekvencia O6sszehasonlita-
sat tartalmazza.

Az 5. 4bra a 2. abrén szerepld cDNS nukleotid-szekven-
cidja és a kOzzétett egér valamint emberi CD86 szekvenciak
bsszehasonlitésat tartalmazza.

A 6. abra a 2. &bran szerepld cDNS-nek megfeleld
transzlalt aminosav-szekvencia és a sertés-, az emberi va-
lamint az egér eredetli aminosav-szekvencidk 6sszehasonlita-
sat tartalmazza.

A 7. &bra a sertés B7-1 oligonukleotid lancinditdék hu-
man és egér eredetd B7-1 nukleinsav-szekvencidkhoz viszo-
nyitott helyzetét mutatja be.

A 8a é&bra az emberi, az egér- valamint a szarvasmarha-
eredetdi CD40 nukleinsav-szekvencidk Osszehasonlitasat tar-
talmazza, mig a 8b A&abra az emberi, az egér- valamint a
szarvasmarha-eredetli CD40 aminosav-szekvencidk Osszehason-
litdsat mutatja be.

A 9. abra a sertés CD86-ot (B7-2-t) kbédold vektorral
végzett transzfekcidt kovetden a CD86 (B7-2) expresszid

FACS-elemzésének eredményét mutatja be.
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A 10. abra a sertés CD86-ot (B7-2-t) kd&édold vektorral
atmenetileg transzfektalt sejtek CD86 (B7-2) expresszidja
FACS-elemzésének eredményét mutatja be.

A 11. &bra sertés CD86-tal (B7-2-vel) transzfektilt
sejtek &ramlas-citometriai elemzésének eredményét tartal-
mazza.

A 12. abra kilenc CD86 (B7-2) eredetli peptid sertés
CD86 (B7-2) szekvencidban valdé elhelyezkedését szemlélteti.

A 13. abra a teljes ovalbuminnal és az Ovass-zzs Jjeld
ovalbumin-peptiddel szembeni T-sejt proliferdciés valaszre-
akcid Osszehasonlitasat tartalmazza.

A 14a abra a specifikus B7-2 peptid-elleni és a kont-
roll ovalbumin-elleni szérum ELISA-val kimutatott differen-
cidlt kotdédését szemlélteti.

A 14b abra a B7-2 eredetd 4. és 6. peptidek 4. vagy 6.
peptiddel immunizalt egerekbdl szarmazd szérum &ltali in
vitro felismerését mutatja be.

A 15a &dbra a B7-2 peptid elleni szérum és a kontroll
OVA-peptid elleni szérum peptid ELISA-val toérténd in vitro
felismerését mutatja be.

A 15b abra az egérben kialakuld sertés elleni T-sejtes
kozvetlen valaszreakcidé 4. és 6. peptidek ellen termelt
szérummal torténd gatlasat, valamint az egér eredetd CD86
dltali kostimulécidé gatléasdnak hiadnyat szemlélteti.

A 16. &bra a B7-2 eredetl 4. peptid elleni szérum és a
kontroll OVA-peptid elleni szérum peptid ELISA-val kimuta-

tott differencidlt kotédését mutatja be.
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A.l7a dbra sertés CD86-tal transzfektalt P815-0s sej-
tek 4. peptiddel vagy kontroll OVA-peptiddel szembeni szé-
rummal toértént Jjelzését kovetden végzett Aarmalads-citomet-
riai vizsgadlatdnak eredményét szemlélteti.

A 17b &abra sertés CD86-tal transzfektdlt P815-6s sej-
tek vagy egér eredetd CD86-tal transzfektdlt CHO-sejtek 4.
vagy 6. peptid ellen egérben termelt szérummal tortént jel-
zését kovetd FACS-elemzésének eredményét mutatja be.

A 18. &abra hasnyalmirigysziget-sejtek nagy fehér ser-
tésbd1l torténd kinyerését mutatja be.

A 19. 4bra a kiméra peptiddel torténd immunizdlas és
transzplantacids protokoll vazlatos bemutatéasa.

A 20 &4bra azt szemlélteti, hogy a sertés CD86-elleni
antiszérum meghosszabbitja a transzplant&lt sertés hasnyal-
mirigysziget-sejtek tulélését.

A 21. é&bra a sertés és emberi CD40 aminosav-szekven-
cidinak Osszehasonlitasat tartalmazza (az aladhuzott szek-
vencidk az 1. tablazatban azonositott peptideknek felelnek
meqg) .

A 22, abra a sertés CD40 transzldlt aminosav-szekven-
cidja (az aldhuzott szekvencidk az 1. tédblazatban azonosi-
tott peptideknek felelnek megq).

A 23. abra a sertés és emberi VCAM aminosav-szekven-
cidinak Osszehasonlitéasat tartalmazza (az aldhlzott szek-

vencidk a 2. téblazatban azonositott peptideknek felelnek

meqg) .
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A 24. Aabra a sertés VCAM transzlalt aminosav-=szekven-
cidja (az aldhuzott szekvencidk a 2. tablazatban azonosi-
tott peptideknek felelnek meq).

A 25. &bra a sertés és emberi CD86 aminosav-szekven-
cidinak Osszehasonlitédsat tartalmazza (az aldhtzott szek-
vencidk a 3. téablazatban azonositott peptideknek felelnek
meqg) .

A 26. abra az emberi CD86 transzlalt aminosav-szekven-
cidja (az alahuzott szekvencidk a 3. tablézatban azonosi-
tott peptideknek felelnek megq).

Az aldbbiakban részletesen ismertetjik a taldlmany egy
megvaldésitasi médjat.

Sertés kostimulator molekulak kldénozasa

Sertés B7-2 kldnozdsa

Standard protokoll alkalmazidsaval primer és transzfor-
malt sertéssejtekbd&l RNS-t vontunk ki. Az mRNS-t ezutan
reverz transzkripcidénak vetettiik ald, majd a cDNS-b&l PCR-
rel (35 ciklus 56°C-on 1,5 mM magnézium jelenléte mellett)
sertés B7-2-t (poB7-2-t) amplifikaltunk. Az 5' és 3' lanc-
inditdékat (GCATGGATCCATGGGACTGAGTAACATTCTCTTTG valamint
GCATGTCGACTTAAAAATCTGTAGTACTGTTGTC) a kdzzétett poB7-2
szekvencia (60) alapjan ugy terveztik meg, hogy a kezdd és
végkodont atfedjeék (2. abra). Az igy kapott 956 bazisparos
fragmenst "pbluescript" vektor BamHI és Sall restrikciés
helyeibe kldénoztuk. A nukleotidszekvenciat standard ml3 5
és 3' lancinditdk segitségével hatédroztuk meg. Egy egyedi
klén, a CD86(1) szekvencidjat a 3. 4bra tartalmazza, a ser-

tés- (4. abra) valamint az emberi és az egér eredetd B7-2
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(b. abra) kozzétett szekvenciaival 6sszehasonlitva. A sajat
klénunk [CD86(i)] és a kozzétett szekvencia kozott a 3!
végnél egy bazis eltérést allapitottunk meg. Ez azonban a
poB7-2 expresszidédja vagy a ligandumdhoz torténd kotddés
szempontjabdél valdszinlileg nem lényeges kiildnbség. A
CD86 (i) eldjelzett aminosav-szekvencidjidnak a sertés-, az
emberi és az egér eredetd B7-2-nek megfeleld szekvencidkkal
tortént Osszehasonlitdsanak eredményét a 6. abra tartalmaz-
za.

Sertés B7-1 és CD40 kldénozdsa

Fitohemagglutininnel (PHA) vagy alkormés mitogénnel
("poke-weed mitogen", PWM) stimuldlt sertés PBMC-bdl és
sertés endothelsejtekbsél kivont RNS-t alkalmazunk a B7-1 és
CD40 kostimulator molekuldkat kdédold cDNS amplifikalasara.
A szikséges lancinditdékat az egér és emberi eredetd szek-
venciak (29, 49) Osszehasonlitasa alapjan azonositott kon-
zervalt régidk alapjan terveztik meg. Kilsé (a kdébdold régi-
6n kivil helyezd&dd) AGACCGTCTTCCTTTAG (3! i),
TTGGATCCTCCATGTTATCCC (3' ii), AGCATCTGAAGC (5'); és bels$
(a kbébdold régidn beliili) ATGGATCCTCCATTTTCCAACC (3'),
TTGTCGACATCTACTGGC (5') 1léncinditdkat 4&allitottuk els (7.
abra). A két 3' lancinditéra az emberi és egér eredeti
szekvencidk végsS kbddold régidjaban megfigyelhetd lényeges
mértékld eltérés miatt volt sziikség. A kapott PCR-fragmense-
ket a korédbban leirtak szerint a promoter szekvencidban ta-
ladlhatdé BamHI és Sall restrikcidés helyek alkalmazasaval
szubkldénozzuk. A szerkezeteket ezutdn a szekvencia igazola-

sa céljabdl szekvenaltatjuk.
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A CD40 léancinditdékat hasonld mdédon, a kozzétett embe-
ri, egér- és szarvasmarha-eredetd CD40-szekvenciak (73, 74,
75) szekvencia homoldégia alapjan toértént egymds ald rende-
zésével terveztik meqg (8a és 8b ara) . Az 5
(GGATCCTCACTGTCTCTCCTGCACTGAGATGCGACTCTCCTCTTTGCCGTCCGTCCTC
C) valamint a 3' (GAATTCATGGTTCTGTTGCCTCTGCAGTG) lancindi-
tb6-szekvencidk a BamHI és EcoRI restrikcidés helyeket tar-
talmazzak.

Sertés kostimulator molekulat expresszaléd sejt
transzfektansok eldallitasa

A poB7-2 [CD869(i)] molekuldt a neomicin &ltali kiva-
lasztast lehetévé tevS markert hordozé pci.neo eukaridta
expresszidés vektorba klénoztuk. Ezt hasznaljuk fel M1l és
M1.DR1 transzformdlt egérsejtek standard kalcium-foszfat
precipitacidés eljarassal torténd transzfektalasara. A G418-
rezisztens, pci.neo-t expresszald sejteket "dynabead" tisz-
titadssal szelektdljuk, a nagymértékben expresszald kldnokat
pedig korlatozdé higitads mddszerével azonositjuk.

Ezzel az eljarassal a Maher és mtsai. &altal rendelke-
zésilinkre bocsatott poB7-2 DNS-szerkezet (9. &4bra) felhasz-
nalasaval stabil poB7-2 M1 és P815 transzfektansokat &lli-
tottunk eld. Sajat CD86 (i) szerkezetink (10. abra) alkalma-
zasaval M1 és P815 sejteket transzfektaltunk atmenetileg.

A CD86(i)-transzfektdlt sejteket a kovetkezd8 harom
vizsgalati eljarasban alkalmaztuk:

(I) a poB7-2 és az emberi B7-1 MHC-korlatozassal

osszefiiggd kostimuldtor funkcidjanak Osszehasonlitéasa;
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(IT) specifikus poB7-2 elleni ellenanyagok aramlas-
citometriai vizsgadlata immunizalt egerek szérumaban;

(III) poB7-2 ellenes specifikus monoklonalis ellen-
anyagok eld&allitasa.

(I) A poB7-2 vagy poB7-1 a HLA-DR1 emberi MHC-II. osz-
talyd molekulaval kapcsolatos, valamint az emberi B7-1 vagy
B7-2 DR1l-gyel kapcsolatos kostimulacidés hatasanak megalla-
pitasara emberi vagy sertés reszpondereket alkalmazd
proliferacidés vizsgalati eljarasok alapjan Osszehasonlitd
in vitro vizsgalatot végeztiink.

(IT) A transzfektalt P815-6s sejtek nélklilozhetetlenek
a sertés B7-2 elleni ellenanyagnak a kiméra peptiddel tor-
téné immunizalason atesett egerek szérumdbdl torténdé detek-
talasahoz. A kontroll vagy poB7-2-transzfektdlt P815-6s
sejtekkel végzett Aaramlas-citometriai vizsgalat alapjan
meghatidrozhaté a szérum B7-2-vel szembeni specifitasa. A
mind a kilenc kiloénbdzd B7-2 peptid keverékével immunizalt
C57BL-6 tipusu egerekkel végzett elbzetes vizsgalatok kimu-
tattak, hogy a B7-2 peptid elleni szérum eldszeretettel ko-
tédik a sertés B7-2-vel transzfektdlt P815-6s sejtekhez
(lla és 1l1lb 4bra).

(III) A poB7-2-re specifikus monoklonalis ellenanyagot
Balb/c egerek poB7-2-t expresszald P815-0s sejtekkel torté-
né immunizalasaval nyerjiik. Az immunizadlt egerek lépsejtje-
it NSO fuzids partnerrel fuzionaltatjuk, a sikeresen fuzio-
nalt sejteket HAT-szelekcidval valasztjuk ki. A poB7-2-vel
transzfektdlt P815-0s sejtek Adramlds-citometriai vizsgalat-

ban a tenyészetek feliiluszdéjaval torténd jelzésével azono-
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sithaték a monoklonadlis ellenanyagot termeld sejtek. A sej-
teket tenyésztjiik, majd kinyerjik a tenyésztd8kdzeget és azt
G-proteinnel reagdltatva majd amménium-szulfattal precipi-
tdlva ellenanyag-tisztitasnak vetjik alad. A monoklondlis
ellenanyagok el&dallitdsédra szolgald eljarasok szakember
szamara jol ismertek, leirasuk megtalalhatd tobbek kozott a
kovetkezd publikacibéban: Harlow és Lane: Antibodies: A
Laboratory Manual, kiad.: Cold Spring Harbour Laboratories
(1988) .

A B7-1 és CD40 elleni monoklondlis ellenanyagokat
ugyanezen eljards alkalmazasaval allitjuk eld. Ezek a mono-
klondlis ellenanyagok értékes reagenseket jelentenek a CS
molekuldk megfeleld sertés szodvetekbeli expresszidjénak to-
vadbbi vizsgadlatai soréan.

A poB7-2/0OVA kiméra peptidszerkezetek tervezése és
eldallitasa

Szintézis céljédbdl kezdetben kilenc kiilénbozé, a poB7-
2 szekvenciajabdél szarmazd peptidet jeloltink ki. Egy B-
sejt epitdép eldjelzett méretét alapul véve 6-22 aminosavbodl
4116 sertés B7-2 peptideket valasztottunk. A peptideket az
OVAsy3-339 jelll T-sejt epitdéppal kombindltan szintetizaltuk.
A B7-2 peptidek kivalasztasara (Paul Travers egyuttmikodé-
sével végzett) 3 dimenzids szamitdbgépes modellezés és a
SegAid II szamitdgépes programcsomag altal eldjelzett anti-
genitasi és hidrofilitasi tulajdonsagaik alapjan keriilt
sor. Mind a kilenc peptid linedris epitépot képvisel. A ki-

lenc peptid klénozott poB7-2 szekvencian beliili elhelyezke-
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désél a 12. abran jeloltuk. A szintetikus peptidszekvencia-

kat az 1. téblédzatban ismertetjik.

1. téablazat

Peptid el-
) Peptidszekvencia Helyez6dés

nevezés
1. peptid |ISQAVHAAHAEINEAGRSFDOQATWTLR 81-90
2. peptid |[ISQAVHAAHAEINEAGRLPCHFTNSQ 32-40
3. peptid |ISQAVHAAHAEINEAGRKGPHGLVPIHQMS 109-121
4. peptid |ISQAVHAAHAEINEAGRGLVPIHQMS 113-121
5. peptid |[ISQAVHAAHAEINEAGRVQIKDKGSYQC 94-104
6. peptid |ISOAVHAAHAEINEAGRCSSTQGYPEPQR 151-162
8. peptid |ISQAVHAAHAEINEAGRKSQAYFNETGEL 21-32
9. peptid |ISQAVHAAHAEINEAGRASLKSQAYFNET 17-29
10. peptid | ISQAVHAAHAEINEAGRYMGRTSFDQATWT 76-88
OVA-peptid | ISQAVHAAHAEINEAGR 323-329

Az 1-10 Jjelld peptidek szekvencidi és aminosav-
helyez&dései a sertés B7-2-6n beliili B7-2 peptidszekvencia-
ra vonatkoznak. Az ova-szekvencia aminosav-helyez&désébdl
csak az OVA-peptidre vonatkozd részt kozoljik. A T-sejt
epitdép céljadra egy tyuktojas-albuminbdl (ovalbuminbél)
szarmazd, 17 aminosavbdl 4&lld peptidet valasztottunk ki
(OVA353-339; ISQAVHAAHAEINEAGR). Az emlitett epitép kivalasz-
tasat a H-2° korlatozott T-sejtes valaszreakcid kivaltasa-

rol beszamold koézleményekre alapoztuk (76, 77). Kimutattuk,
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hogy a C57BL-6 (H-2" haplotipusu) egerek teljes ovalbumin-
nal torténd vakcinadzasukat kovetden az eredeti molekuléaval
és az OVAsss-39 peptiddel szemben egyarant képesek prolife-
rativ valaszreakcidét inditani (13. &bra). A peptideket
peptidszintetizadlé berendezéssel (Genosys) allitottuk elé,
a nyers peptideket HPLC-vel 70%-ot meghaladd tisztasagig
tisztitottuk. Az OVA kontroll peptiddel immunizalt egerek-
b&l szarmazd szérum idedlis esetben nem ismeri fel a 323-
339-es szekvenciat, ami arra utal, hogy a T-sejt epitdprdl
hidnyzanak a B-sejt determinénsok.

Tolerancia indukcid

In vivo tolerancia indukcids stratégia

C57BL-6 egereket CFA-ban ("complete Freund's adju-
vant", komplett Freund-adjuvans) lévé teljes ovalbuminnal
immunizAaltunk, amelyet vagy a kontroll peptiddel (OVA-pep-
tiddel) vagy CS-peptidekkel (OVA-B7-2 szerkezetekkel) harom
héten &t, heti egyszer torténd immunizidlas kdvetett. Az
egerek kiirtédsakor vért gydjtottink, amibél standard elja-
rassal szérumot nyertink. A specifikus egér anti-sertés B7-
2 IgG és/vagy IgM ellenanyagok kimutatasdra az aldbbi két
eljaras egyikét vettiink igénybe.

A peptidellenes ellenanyagok szérumbeli jelenlétének
szkrinelésére peptid ELISA eljarast alkalmaztunk. A téalcéak
peptidekkel torténd bevonasat aldehidkotések kialakitasaval
végeztiik, lehetdévé téve ezzel az ellenanyagok szabad hozza-
juk kotddését (78). A talcakat vagy kiilon-kiildén a vizsgalt
peptidekkel vagy az OVA kontroll peptiddel vontuk be, lehe-

t8vé téve az egyes peptidek azonositédsdt. A szérumminta
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poB7-2-transzfektalt P815-0s sejtek [felszinén expresszalt
nativ B7-2 molekulaval szembeni reakcidképességének kimuta-
tasa céljabdol felileti festést kovetden dramlas-citometriai
vizsgalatot végeztink. A kérdéses (peptid ELISA pozitiv és
a természetes B7-2-t felismerd) CS peptid azonositéasat ko-
vetden a szérumot az in vitro T-sejtes proliferativ valasz-
reakcié gatlasara alkalmaztuk. Ezaltal elddnthetd, hogy az
ellenanyag blokkoldé tipusu-e vagy sem.

A hasnyadlmirigysziget-transzplantaciés rendszerrel 1in
vitro vizsgadlatokat folytatunk. A természetes molekuléat
felismerd, de a proliferativ valaszreakcidédt nem gatld el-
lenanyagok hasznos poliklondlis ellenanyag reagensnek mindé-
stilnek.

Egy egércsoportot a kilenc B7-2-peptid Osszevonasaval
kialakitott keverékkel, a masikat OVA kontroll peptiddel
immunizaltunk. A begydjtott szérumot peptid ELISA-val
szkrineltiik (l4a vagy 14b &bra), ami lehetdévé tette a kér-
déses peptidek azonositasat. A 2., 4. és 6. peptiddel szem-
beni szérum egyértelmlien nagyobb mértékben kotédott a B7
peptidhez, mint az OVA kontrollhoz. A szérum poB7-2-transz-
fektdlt sejtekhez is fokozott mértékben kotédott (11. ab-
ra). Az immunizalasi protokollban térténd alkalmazasra a 4.
és 6. peptidet valasztottuk ki. A 4. vagy 6. peptiddel tor-
tént immunizadléds egyértelmlien jelentds mennyiségl, 4. és 6.
peptidre specifikus IgG megjelenését eredményezte a kezelt
egerek szérumdban (15a és 15b abra). A 16. abra a szérumnak
az OVA kontrollal ellentétben a 4. peptiddel szemben meglé-

v specifikussagédt szemlélteti. A 4. és 6. peptiddel immu-
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nizalt egerekbdl szarwmazd szérumnak a sertés B7-2-transz-
fektdlt P815-6s sejtek felszinén expresszalddd természetes
sertés B7-2 molekuldt specifikusan felismerd képességét a
17a és 17b abréak szemléltetik. A nem transzfektalt kontroll
P815-8s sejteket nem jeldli meg a 4. vagy 6. peptid ellen
termelt szérum, ugyanez figyelhetd meg az OVA-peptid elleni
szérummal inkubdlt kontroll vagy transzfektalt sejtek ese-
tében. A 2. peptid esetében hasonldé protokollt fogunk ko-
vetni. Az el8bbi adatok egyértelmien bizonyitjédk az eljaras
alkalmassdgidt egy aminosav-szekvencia elleni anti-peptid
ellenanyag el&allitédsdra hordozé6 T-sejt epitdp Jelenlét-
ében.

Azonos megkdzelitési moédot fogunk kovetni a sertés
CD40 és B7-1 alapjan megtervezett peptidekkel, amint az
ezeket a molekuldkat kdédold DNS-szekvencia ismertté valik.

Hasnydlmirigysziget-xenograft tilélésének meghosszab-
bitdsa: funkciondlis értékelés

Az érelléatdssal nem rendelkezd hasnyalmirigysziget-
xenograftok kilokédése kizardlag T-sejt kozvetitett mbdédon
torténik (79, 80), ezért ez a beavatkozids idedlis rendszert
biztosit a T-sejt kozvetitette reakcidk mbédositasanak ta-
nulmadnyozasahoz (18. abra). A sejtes reakcid hasnyalmirigy-
szigetek kilok&désében jatszott szerepét egyértelmlien tisz-
tdztak, ez a hasonld, allograft-kilokdédési valaszreakcidnal
er&8sebbnek bizonyult (80). A sertés hasnyadlmirigyszigetek
egérbe torténd beliltetése kiforrott, a szakirodalomban jél
dokumentalt eljaras (80-83). A laboratériumunkban folyta-

tott kisérletekkel nagy fehér sertésekbdl szadrmazd hasnyal-
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mirigyszigetek CS57BL-6 egerek veseburka ala titltetésével a
streptozotocin intraperitonealis adagolaséaval eldz8leg cu-
korbeteggé tett egerekben (19., 20. &bra) a hiperglikémia
csdkkenése volt megfigyelhetd (18. &bra). A teljes mérték-
ben miikod&képes szigetek tisztitasdhoz az izolacids eljéaréas
(84, 85) tovabbi optimalizalasédra van szlikség. Immunszupp-
reszid teljes hidnydban az atliltetett szigetek &ltalaban 6-
10 napig élnek tul. A kézvetlen T-sejtes xenokilodkddési re-
akcidé médositasanak sikere a megfeleld kontrollokkal térté-
nd oOsszehasonlitas mellett a szigetek 10. napon tuli tul-
élése alapjan biralhatd el.

A B7-2-vel mostandig kapott eredmények alapjén egy is-
mert T-helper epitéphoz konjugalt szintetikus B7-2 pepti-
dekkel sertés B7-2 elleni ellenanyagok &llithatdk eld in
vivo. Ezen ellenanyagok a B7 izoalakok és a CD28 kozotti
kétéhely ellen alkalmazva, a CD40-CD40L elleni ellenanyag-
okkal egyiitt, blokkolhatjédk a kozvetlen sertésszodvet elle-
nes xenoreaktivitéassal rendelkezd emberi T-sejtek kostimu-
lacidéjat, ezaltal a xenotranszplantdcidé sordn meghosszab-
bitjdk a hasnyadlmirigyszigetek tulélését.

A fenti megkdzelités alkalmassadgdnak sertés hasnyalmi-
rigysziget egérbe torténd atiltetésének in vivo modelljével
tortént bizonyitadsdt kovetden a klinikai kisérletek elétt
sertés-féemldés transzplantacids kisérletek végzésére van

szlikséqg.
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A fenti stratégiak adaptalasa klinikai alkalmazas cél-
jara

A klinikai alkalmazadshoz a kovetkezd feltételek telje-
sitésére van sziikség:

(i) az OVA-t helyettesitd megfeleld T-sejt epitdp ki-
valasztasa. Erre alkalmas molekulanak tilnik a tetanusz
toxoid (TT), amelyet emberi immunizacidés stratégidkban szé-
les kOrben alkalmaznak (68, 86). A legtobb felndétt tetanusz
toxoiddal tortént kordbbi vakcindzdsa e stratégia szempont-
jaboél tovabbi eldényt jelent, mivel vérkeringésiikben mar me-
méria T-sejtek vannak jelen;

(ii) a recipiens altal kialakitott specifikus B7-2 el-
leni T-sejtes valaszreakcidé hianyaban a graft kilokd&dést
felgyorsitd, donor (sertés) ellenes B7-2 ellenanyagok je-
lenlétének kimutatédsédra szolgald hatékony és gyors szkrine-
lési eljaras kidolgozéasa.

Osszefoglalas

A fentiekben ismertetett példa a kozvetlen sertés el-
lenes xenoreaktivitédssal rendelkez6 emberi T-sejtek sertés
sejtek altali kostimulacidéja gatlasanak egy uj megkozelité-
sét tartalmazza. Tekintettel a kostimuldtor molekuldk ser-
tés endothelsejteken valamint csontvelderedetd antigénbemu-
tatd sejteken torténd expresszidjara, a sertésszervek
xenotranszplanticidéja esetében ennek kiilondsen nagy jelen-
t8sége van.

A recipienseket a CD80, CD86 és CD40 elnevezésl sertés
kostimuldtor molekuldk szekvenciaihoz konjugalt T-sejt epi-

tépot tartalmazd szintetikus hibrid peptidekkel immunizal-



juk. A kostimulator molekuldk emberi sejteken talalhatd
ellenreceptoraikhoz (CD28 és CD154) torténd kotéddésében
szerepet jatsz6 régidi ellen specifikus ellenanyagok képzd-
dését indukald peptidek emiatt a kostimulacid kialakulaséa-
nak gatlasara alkalmazhatdék. Az ellenanyagvalasz indukaléa-
sat kovetden az Aatultetett szerv a kostimuldtor molekuléak
expresszidjanak koszonhetden uUjra kivaltja ezt a valaszre-
akciot, annak fenntartasaval pedig a kostimuléacié blokkoléa-

sédnak egy endogén mechanizmusat biztositja.
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CD86 (B7-2)

Emberi és sertés eredetd CD86 protein-szekvenciakat
szekvencia'homolégia alapjan egyméds alad rendeztiink és azo-
nositottuk nem homolég régidikat. Ugy véljiik, hogy a pep-
tidszekvenciak az alabbiakban felsorolt régidkbél, vagy
azok barmely atfedd régidjabdél fognak szarmazni.

A potencialis ellenanyag-epitépokat tartalmazéd, felte-
het&en érdeklé6désre szamot tartd peptideket a 75%-osnal ki-

sebb szekvencia-azonossdg alapjan valasztottuk ki.

Régid Helyezd&8dés Szazalékos szekvencia-azonossag
i 18-42 72%

ii 55-73 55%

iii 101-127 63%

iv 136-165 56%

A (iii) és (iv) Jjeld régidk az egérben azonositott 4.
és 6. peptidszekvenciat tartalmazé régidkat foglaljak ma-
gukba.

CD40

Emberi és sertés eredetd CD40 protein-szekvencidkat
szekvencia homoldégia alapjan egymads ald rendeztiink és azo-
nositottuk nem homoldég régidikat. Ugy véljik, hogy a pep-
tidszekvencidk az alabbiakban felsorolt régidkbdl, vagy

azok barmely &tfedd régidvjabdél fognak szarmazni.
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A potencialis ellenanyag-epitépokat tartalmazéd, felte-
hetéen érdekldédésre szamot tartd peptideket a 75%-osnal ki-

sebb szekvencia-azonossag alapjan valasztottuk ki.

Régiod Helyezddés Szadzalékos szekvencia-azonossag
i 25-48 63%
ii 49-175 74%
iii 93-114 59%
iv 123-139 63%
v 158-176 68%
vi 208-227 45%
vii 231-2438 21%

VCAM-1

Emberi és sertés eredetli VCAM-1 protein-szekvencidkat
szekvencia homoldédgia alapjan egymads ala rendeztiink és azo-
nositottuk nem homoldg régidikat. Ugy véljik, hogy a pep-
tidszekvenciak az alébbiakban felsorolt régidkbdl, vagy
azok barmely Atfed6 régidjabdl fognak szdrmazni.

A potencialis ellenanyag-epitépokat tartalmazéd, felte-
hetden érdeklédésre szadmot tartd peptideket a 75%-osndl ki-

sebb szekvencia-azonossag alapjan valasztottuk ki.



EOMEPSLEE D SREHS
Régib Helyezd&dés Szadzalékos szekvencia-azonossag
i 1-15 44%
ii 16-33 63%
iii 49-65 58%
iv 74-85 42%
\4 100-117 50%
vi 122-140 56%
vii 144-157 64%
viii 162-191 47%
ix 209-221 62%
X 290-301 67%
x1i 322-342 62%
xii 362-379 67%

xiii 448-465 67%
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SZABADAIMI IGENYPONTOK

1. T-sejt epitdépot és B-sejt epitbépot tartalmazd
immunogént magaban foglald immunogén készitmény, amelyben a
B-sejt epitdép a xenograft kilokddésben szerepet jatszd ser-
tés polipeptid, amely egy sertés polipeptidnek a vele egye-
nértékd emberi polipeptid megfeleld régidéjahoz képest keve-
sebb, mint 75%-o0s szekvencia-azonossdggal rendelkezd régid-
jabb6l szarmazik.

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

3. A 2. igénypont szerinti immunogén készitmény,
amelyben a B-sejt epitdép a 22. abran bemutatott peptidek
legalabb egyike.

4. A 2. igénypont szerinti immunogén készitmény,
amelyben a B-sejt epitép a 24. 4bran bemutatott peptidek
legalabb egyike.

| 5. A 2. igénypont szerinti immunogén készitmény,
amelyben a B-sejt epitdép a 26. &abran bemutatott peptidek
legalabb egyike.

6. A 2. vagy 5. igénypont szerinti immunogén készit-
mény, amelyben a B-sejt epitép a CD86 extracellularis
doménjabdl szarmazik.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti immunogén
készitmény, amelyben a T-sejt epitdp tetanusz toxoidbél

szadrmazik.
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8. Az 1-7. igenypontok barmelyike szerinti immunogén
készitmény, emlds xenograft recipiens kezelésére szolgald
gybgyszer elballitdséara torténd alkalmazasra.

9. Sertés polipeptidnek a vele egyenértékli emberi
polipeptid megfeleld régidjadhoz képest kevesebb, mint 75%-
os szekvencia-azonossaggal rendelkezd régiéjdhoz kapcsolédd-
ni képes ellenanyag, emldés xenograft recipiens immunallapo-
tadnak ellendérzésére torténdéd alkalmazasra.

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

11. A 9. vagy 10. igénypont szerinti ellenanyag, amely

legalabb egy kimutatést eldésegitd jelzdanyaggal moédositva

van.
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PCT/GB99/04200 2/36

GCATGGATCCATGGGACTGAGTAACATTCTICTITG

1 ATGGGACTGAGTAACATTCTCTTTGTGATGGTCCTCCT
39 GCTCTCTGGTGCTGCCTCCTTGAAAAGTCAGGCATATTTCAATGAGA
86 CTGGAGAACTGCCGTGCCATTTTACAAACTCGCAGAACCTAAGCCTG

133 GATGAGCTGGTCATATTTTGGCAGGACCAGGATAACCTGGTTCTCTA
181 CGAGCTATACCGAGGCCAAGAGAAGCCTCATAATGTTAATTCCAAG
227 TATATGGGTCGCACAAGCTTTGACCAGGCCACCTGGACCCTGAGACT
274 CCACAACGTTCAAATCAAGGACAAGGGCTCATATCAATGTTTCATC

321 CATCATAAAGGGCCGCATGGACTTGTTCCTATCCACCAGATGAGTTC
368 TGACCTATCATTGCTTGCTAACTTCAGTCAACCTGAAATAAACCTAC
415 TTACTAATCACACAGAAAATTCTGTCATAAATTTGACCTGCTCATCT
462 ACACAAGGCTACCCAGAACCCCAGAGGATGTATATGTTGCTAAATA
509 CGAAGAATTCAACCACTGAGCATGATGCTGACATGAAGAAATCTCA
556 AAATAACATCACGGAACTCTACAATGTATCAATCAGGGTGTCTCTT

602 CCCATCCCTCCCGAGACAAATGTGAGCATCGTCTGTGTCCTGCAACTT
649 GAGCCAAGCAAGACACTGCTTTTCTCCCTACCTTGTAATATAGATGC

696 AAAGCCACCTGTGCAACCCCCTGTCCCAGACCACATCCTCTGGATTIGC
743 AGCTCTACTTGTAACAGTGGTCGTTGTGTGTGGGATGGTGTCCTTTGT
790 AACACTAAGGAAAAGGAAGAAGAAGCAGCCTGGCCCCTCTAATGA

837 ATGTGGTGAAACCATCAAAATGAACAGGAAGGCGAGTGAACAAAC
884 TAAGAACAGAGCAGAAGTCCATGAACGATCTGATGATGCCCAGTGT

931 GATGTTAATATTTTAAAGACAGCCTCAGATGACAACAGTACTACAG
GACAACAGTACTACAG

978 ATTTTTAATTAAAGAGTAAACTCC
ATTTTTAAGTCGACATGC
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CACCGCGGTG
ATTCTCTTIG
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
TCGTCTGIGT
CCTTGTAATA
CATCCTCTGG

TGGTGTCCTIT.

TCTAATGAAT
AACTAAGAAC
ATGTTAATAT
TAAGTCGACC

3.

AGAACTAGTG
CCTGCTCTCT
CTGGAGAACT
GAGCTGGTCA
ATACCGAGGC
GCACAAGCTT
ATCAAGGACA
TGGACTTIGTT
ACTTCAGTCA
GTCATAAATT
GATGTATATG
ACATGAAGAA
AGGGTGTCTC
CCTGCAACTT
TAGATGCAAA
ATTGCAGCTC
TGTAACACTA
GTGGTGAAAC
AGAGCAGAAG
TTTAAAGACA
TCGAGGGGGG
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GATCCATGGG
GGTGCTGCCT
GCCGTGCCAT
TATTTTGGCA
CAAGAGAAGC
TGACCAGGCC
AGGGCTCATA
CCTATCCACC
ACCTGAAATA
TGACCTGCTC
TTGCTAAATA
ATCTCAAAAT
TTCCCATCCC
GAGCCAAGCA
GCCACCTGTG
TACTTGTAAC
AGGAAAAGGA
CATCAAAATG
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ACTGAGTAAC
CCTTGAAAAG
TTTACAAACT
GGACCAGGAT
CTCATAATGT
ACCTGGACCC
TCAATGTTTC
AGATGAGTTC
AACCTACTTA
ATCTACACAA
CGAAGAATTC
AACATCACGG
TCCCGAGACA
AGACACTGCT
CAACCCCCTG
AGTGGTCGTT
AGAAGAAGCA
AACAGGAAGG

TCCATGAACG ATCTGATGAT
GCCTCAGATG ACAACAGTAC

GCCCGGTACC

AGCTTTTGTT
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Contig
egér B7-2 -CCATGGGACTGAGTAACATTCTCTTTGGGATGGTCCTCCTGCTCTCT

sertés CD68(i) ACCATGOGCTTGGCAATCCTTATCTTIGTGACAGTCTIGCTGATCTCA

emberi B7.2 ACTATGGGACTGAGTAACATTCTCTITGTGATGGCCTICCTGCTCICT

| I | | | | |
CAAACTCTCAAAACCTAAGCCTGAGTGAGCTGGTAGTATTTIGGCAGGACCAGGAAAACTTCGT
CAAACTCGCAGAACCTAAGCCTGCGATGAGCTGGTCATAT I TIGGCAGGACCAGGATAACCIGGT
CAAAGGCTCARAACATAAGCCTGAGTGAGCTGGTAGTAT T TIGGCAGGACCAGCARAAGTTGGT
CAAACTCTCAARACCAAAGCCTGAGTGAGCTAGTAGTATTTIGGCAGGACCAGGAAAACTTIGGT

| . | | | I
cclsmmmmmvmmmmmmm
CATATCAATGTTTCATCCATCATAAAGGGCCGCATGGACTIGTTCCTATCCACCAGATGAGTTC
CGTATGATTGTTTTATACAAAAAAAGCCACCCACAGGATCAATTATCCTCCAACAGACATTRAC
TGTATCAATGTATCATCCATCACAAAARGCCCACAGGAATGATICGCATCCACCAGATGAATTC
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l l | l I l l
AATTCTGLCATAAATTTGACCTGCTCATCTAHACAAGGTTACCCAGAACCTAAGAAGATGTATD

Contig

egér B7-2 AATTCIGTCATAAATT TGACCTGCTCATCTACACAAGGCTACCCAGAACCCCAGAGGATGTATA
sertés CD6(i) AATTCIGGCATAAATTIGACCTGCACGTCTAAGCAAGGTCACCCGAAACCTAAGAAGATGTATT
emberi B7.2 AATGTGTACATAAATTIGACCTGCTCATCTATACACGGTTACCCAGAACCTAAGAAGATGAGTG

ATGACCATCTTCTGTATTCTGGAAACTGA-———~ ~CAAGACGCGGCTTTTATCTICACCTTICT

| ! l | | | :
ATATAGATCHAGAGEHHCCTNNNCAACCTCCTNNCCCAGACCACATECNNTGGATTACAGCTET

ATATAGATGCAAAGCCACCTGTGCAACCCCCTGTCCCAGACCACATCCTCTGGATIGCAGCTCT
ATTTCACTCAAGAGTTTCC-~~--—ATCTCCTCAAACGTATTIGGAAG-~~GAGATTACAGCTTC
CTATAGAGCTTGAGGACCCT-~-CAGCCTCC-——CCCAGACCACATTCCTTGGATTACAGCTGT

AGTT-~-ACTGTGGCCCTCCTCCTIGTGATGCTGCTC~~~ATCATTGTATG-—~TCACAAGAAG
ACTTCCAACAG---TTATTATATG TG TGATGGTT T TCTGTCTAAT TCTATGGAAATGGAAGAAG

I I | l ! |
AAGAAGCAGCCTVGCAVCTCTAATAAATG TGGNNNAACCAHCAAA ATGGAGAGGGANGNGAGTG
AAGAAGCAGCCTGGCCCCTCTAATGAATGTGGTGAAACCATCAAAATGAACAGGAAGGCGAGTG
CCGAATCAGCCTAGCAGGCCCAGCAA~~~——~— CACAGCCTCTAAGTTAGAGCGGGA---TAGT-
AAGAAGCGGCCTCGCAACTCTTATAAATG TGG-~~AACCAACACAATGGAGAGGGAAGAGAGTG

ARCG~-CTG--~ACAGAGAGA~~--CTATCAACCTGAAGGAACT -~ TGAACCCCA= == mmmmm
AACAGACCAAGAAAAGAGAAAARATCCATATACCTGAAAGATCTGATGAAGCCCAGCGTGTTTT

| | l | | |
TAANADTTNNAAGACAGCTTCANNNGACAAAAGTNNTACANNTT T T TAADTNNAGAGTNAAGNN
TAATATITTAAAGACAGCCTCAGATGACAACAGTACTACAGAT I T TTAAG T~ ~m e e e e

--=-AATT —GCTTCA. GCAAAA CCAAATGCAGAGTGAAG-~
TAAAAGTICGAAGACATCTTCATGCOGA TGTTTTTAATTAARGAGTAAAGCC
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1. nap: C57BL-6 egerek immunizalasa (50 ug) teljes ovalbumint tartalmazé

14.

21.

28.

32.

36.

37.

komplett Freund-adjuvanssal
nap: Elsé Iv. immunizalas (100 ug) kiméra peptiddel
nap: Masodik iv. immunizalds (100 pg) kiméra peptiddel

nap: Harmadik iv. immunizalas (100 ug) kiméra peptiddel

|

nap: Az egerek cukorbeteggé tétele streptozocin ip. injektalasaval

|

nap: 1000 sertés hasnyalmirigysziget atultetése a cukorbeteg egerek
veseburka ala

|

naptol kezdve: A szigetek tulélésének vizsgalata vércukorszint-mérések
alapjan
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poCDA40 protein (csucs), ember CD40 protein (alja)
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sertés VCAM-peptid masolat (feltl) human VCAM-peptidmasolat (alul)

~-20 -10 10 20 30 40 50 60|

| | | I I
TVVIFGASNILWMVFAVSONVKVEIFPEDKMTAQIGDSASLTCSAPDCESSLSF SWRTQIDSPLNGKVETNGTRS TLVMNEY

ese ecsseasse oo oo e o .o sessss sesnme cse ssssssesssnnans “e cee sece

MVVILGASNILWIMFAASQAFKIETTPESTYLAQIGDSVSLTCSTTGCESP-FFSWRTQI?SPLNGKVTN?GTTSTLTMNTV
| | I I

10 20 30 40 50 60 70 80

70 80 S0 100 110 120 130 140

I | | | | I I |
SFENEHSYLCTVSCGNLKGERGIQVETYSFPRDPETHWSSLPEVGKPVTVRCLYPDVY PVERLE TELLKINESMVSQNFLEL

ees sosv v 3 8 o ®0c0scacssnssesens o ® eas® 60 » & evss oee oo ® & se eeos

SFGNEHSYLCTATCESRK?EKGIQVEIY?FPKDPEIHL?GPLEAGKPIfVKCSVADVYTFDRLEIDLLTGDHLMKSQEFLED
| |

90 100 110 120 130 140 150 160

150 160 170 180 150 200 210 220

| | I | | | I
TDIRSKETKSLEF TF TP TEEDIGRATVCORTLI IDGQPSVKT TPEKY - ~~QVY ISPRDPVISVNPSTSLOECDSUMMICTSE

ADRKSLETKSLEVTFTPVIEDIGKVEVCRAKLHIDEMDSVPTVRQHVKELQVYISPRNTVISVNPSTKLQEGGSVT?TCSSE

I ! I | I I |
170 180 190 200 210 220 230 240

230 240 250 260 270 280

| | I | I l
GLPAPQT SWSKKLINGDQQLLSGNATLTLIAMRMEDSGTYVCEGUNEVGTNRKEVELTVO

¢ ®ssesvescssssesaccsrascanns ® scacces eo

essea o esssssen

GLPAPETFWSKKLIONGNLOHLSGNATLTL. IAMRMEDSGTYVCEGVNLIGKNRKEVEL IVQEKPF TVEI SPGPRTAAQIGDSV
l .

I I I I | I |
250 260 270 280 290 300 310 320

MLTCSVMGCESPTFSWRTQIDSTLSGKVRSEGTNSTLTLSPVSFENEHSYLCTVTCGHKKLEKGIQGELYSFPRDPEIEMSG
| l I I I

330 340 350 360 370 380 390 400

GLVNGSSCTVTCKVPSVYYKﬁﬁEEEELLKGTTILENIEFLTDTDstLENTSLEMTFIPTTEDBSKALVC?AKLHIDDMERE
I ' I

410 420 430 440 450 460 470 480 490

290 300 310 320 330 340 350

| I I | I | |
————————————— VAPRDTTISVNPSSTLEEGSSVNMTCSSDGFPAPKILWSKKLRDGNLEPLSENTTLTLTSTRMEDSGTY

XX W N XY ® 006 000cescoenes o ecccccnaas . @ ®© eaececece ce0ee csesvwece o

23. abra



/1GB99/04200
met 33/36
360 370 380 390 400 410 420 430
VCEGmQAGINRKEVELIIQAAPKDIQLTAFPSESVKéGDPVIISCK,TGNVPPILI I | !

LCEGINQAGRSRKEVELIIQUTPKDIKLTAFPSE
l

SVTEGDTVIISCTCGNVPETWIILKKKAETGDTVLKSIDGAYTIRKAQ

| l
610 620 630 640 |

580 590 600

650
T40 TSO ?60 470 300 310
l l
LADAGVYECESKNEIGLQLRSITLDVKGRESNKDYFSSELDVLYCASSLIIPAIGVIIYFARKANMRGSYSBVDAQKSKV
LKDAGVYECESKNKVGSQLRSLTLDVOGRENNKDYFSP!
I

480 450

| [ ELLVLYTASSLIIPAIGMIIYFARKANMKGSYSLVEAQKSKV
660 670

l
680 690 700 710

720 730

23-1. abra



PCT/GB99/04200

IVVIFGASNI

LTCSAPDCES

LWMVFAVSQN

SLSFSWRTQI

PVSFENEHSY

SSLPEVGKPV

LCTVSCGNLK

¢ (siignélszekvencia)

VKVEIFPEDK

MIAQIGDSAS

DSPLNGKVKT

NGTRSTLVMN

GERGIQVEIY

TVRCLVPDVY

FLELIDIKSK

ETKSLEFTFT

QPSVKTTPEK

MQVYISPKDP

TSEGLPAPQI
GIYVCEGVNP
EGSSVNMTCS
EISTKMEDSG
TAFPSESVKE
LKSTDGAYTI

KGRESNKDYF

RGSYSLVDAQ

SWSKKLDNGD
VGTNRKEVEL
SDGFPAPKIL
IYVCEGINQA
GDTVIISCTC
HRARLADAGV
SSELLVLYCA

KSKV»

PVEKLEIELL

SFPKDPEIHW

KDNHSMVSQN

PTEEDIGKAI

VCQOATLIIDG

VISVNPSTSL

QEGDSMMMTC

QQLLSGNATL

TVQVAPRDTT

TLIAMRMEDS

ISVNPSSTLE

WSKKLRDGNL

EPLSENTTLT

GINRKEVELI

IQAAPKDLOL

GNVPPTLIIL

YECESKNEIG

KKKAETGDTV

LQLRSITLDV

SSLIIPAIGV

24. abra

IIYFARKANM



« LT v = xR
[ IR 1)
R . _.!’ voQ (’-

| PCT/GB99/04200 35/36

transzlalt poB7-2 Mabex (felal) human B7-2 transzlalt (alul)
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