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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung einer Verbindung oder aktivierter T-Zellen, die eine
hsp60-Autoimmunitat herabzuregulieren vermogen, fir die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammen-
setzung zum Reduzieren der Schwere einer host-versus-graft-Reaktion (HVGR) durch Senken der Autoimmu-
nitdt gegenuber dem Hitzeschockprotein hsp60. Insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung eines
hsp60 Proteins oder eines hsp60 Epitopepeptides fiir die Herstellung einer pharmazeutischen Zusammenset-
zung zur Unterdriickung einer Transplantatabweisung durch Senken der hsp60-Autoimmunitat.

Beschreibung des Standes der Technik

[0002] Autoimmunstérungen, z. B. insulinabhangige Diabetes Mellitus (IDDM oder Typ I-Diabetes), Multiple
Sklerose, rheumatische Arthritis oder Thyroiditis sind gekennzeichnet durch eine Reaktion des Immunsystems
auf ein endogenes Antigen mit der Folge der Gewebebeschadigungen. Diese Immunantwort auf Eigen-Anti-
gene wird durch die dauerhafte Aktivierung der eigen-reaktiven T-Lymphozyten aufrechterhalten.

[0003] Das 60 kDa Hitzeschockprotein (hsp60) ist ein Stressprotein, das in allen Zellen des Korpers expri-
miert wird. Nichtsdestoweniger manifestieren gesunde Individuen eine hohe Haufigkeit von autoimmunen
T-Zellen, die spezifisch sind fir hsp60 Eigenepitope. Es kann gezeigt werden, dass die normale gesunde Maus
und der Mensch T-Zellen haben, die auf ihr eigenes hsp60 Antigene gerichtet sind (Kaufmann, 1990; Kauf-
mann et al., 1994; Young, 1989; Cohen, 1992b). Demnach sind diese autoimmunen T-Zellen auch an von
T-Zellen vermittelten Autoimmunerkrankungen beteilgt: eine hohe Konzentration von gegen eigene hsp60-An-
tigene gerichtete T-Zellen wurden bei Autoimmunlasionen der menschlichen chronischen Arthritis (Cohen,
1991; Res et al., 1989, van Eden et al., 1989), der Multiple Sklerose (Selmaj et al., 1991), der experimentellen
autoimmunen Enzephalomyelitis (Selmaj et al., 1991) und der adjuvanten Arthritis (Hogervorst et al., 1992) ge-
funden. Es konnte weiterhin gezeigt werden , dass Anti-hsp60 T-Zellen eine Rolle in der Diabetes Mellitus im
Mausemodell, in der Nicht-Obesen Diabetes (NOD) spielen (Elias et al., 1990; Elias et al., 1991, Elias et al.,
1994; Elias et al., 1995; Birk et al., 1996a; Birk et al., 1993; Cohen, 1991).

[0004] NOD Mause entwickeln spontan eine Typ I-Diabetes, die durch autoimmune T-Zellen verursacht wird,
die die Insulin erzeugenden R-Zellen der Langerhansschen Inseln betreffen. Der autoimmune Angriff ist ver-
bunden mit einer T-Zellenreaktivitat auf eine Vielzahl von Eigenantigenen einschlieRlich einem Peptid des 60
kDa Warmeschockproteins (hsp60) und Peptiden der Glutaminsauredehydrogenase (GAD). So konnte bei-
spielsweise die spontane Diabetes, die sich in dem NOD/Lt Stamm der Mause entwickelt mit hsp60 (U.S. Pa-
tent 5,114, 844) oder mit antigenen hsp-Fragmenten, etwa als Peptid, das als P 277 bezeichnet wird, entspre-
chend den Positionen 437-460 der humanen hsp60 Sequenz (PCT-Patentverdffentlichung Nr. W?90/ 10449);
Varianten des P 277 Peptids, in dem eine oder beide Cysteine an den Positionen 6 und/oder 11 sitzt ersetzt
worden sind durch Valin und/oder der Thr-Rest an der Position 16 ersetzt wird durch Lys (s. PCT-Veroffentli-
chung W?96/19236), oder verschiedene andere Peptide wie solche, die durch P12 und P32 bezeichnet wer-
den, entsprechend den Positionen 166-185 beziehungsweise 466-485 der menschlichen hsp60 Sequenz (s.
PCT-Anmeldung PCT/US96/11375). Es ist zu beachten, dass das hsp60 Protein friiher als hsp65 bezeichnet
worden ist, aber jetzt in Hinblick auf genauere Informationen Gber das Molekulargewicht als hsp60 bezeichnet
wird, beide Bezeichnungen bezeichne dasselbe Protein.

[0005] Von der Immunisierung gegen hsp60 oder des Peptids P277 in einem geeigneten Adjuvant ist es be-
kannt IDDM (W?90/10449) zu induzieren, wenn die Immunisation eine TH1 Antwort ausldst. Eine Impfung mit
hsp60 oder Peptid P277 ohne ein wirksames Adjuvant und vorzugsweise mit einem tolerogenen Trager oder,
besonders bevorzugt, mit einem TH2 induzierenden aktiven Trager, kann eine Resistenz gegenitiber dem au-
toimmunen Prozess des IDDM erzeugen. Die subkutane Gabe von P277 in einem inkompletten Freundschen
Adjuvant (IFA; Mineraldl) fihrt zur Begrenzung des Fortschreitens der Krankheit bei jungen NOD Mausen (Eli-
as et al., 1991) oder bei 12 — 17 Wochen alten NOD Mausen mit fortgeschrittener Insulitis (Elias et al., 1994
und 1995). Sowohl beim Menschen (Elias et al., 1994 und 1995) als auch bei der Maus (Birk et al., 1996a)
waren Varianten von P277 wirksam. NOD Mause, die transgen fiir das Mause-hsp60-Gen auf einer MHC Klas-
se |l Promoters waren, zeigten eine Senkung ihrer spontanen T-Zellen Proliferations-Antwort auf P277 und ein
signifikanter Anteil der Mause wurde von der Entwicklung von Diabetes verschont (Birk et al., 1996b). Dartber
hinaus fUhrt die Gabe von P277 bei C57BL/KsJ Mausen zum Abbruch der Entwicklung von autoimmuner Dia-
betes in Mausen, die zuvor eine sehr geringe Dosis von fir R-Zellen-toxisch wirkenden Streptozotocin (STZ)
erhalten hatten; eine Behandlung dieser Mause mit einem Peptid der GAD65-Molekile war nicht effektiv (Elias
et al., 1996). Bevorzugte TH2-induzierende aktive Trager zur Verwendung bei der Gabe derartiger hsp60 Frag-
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mente sind bestimmte Fettemulsionen wie etwa Intralipid oder Lipofundin (s. PCT/US96/11373).

[0006] Weiter wurden T-Zellen, die auf hsp60 oder anderen hsp-Molekilen reaktiv waren, von das Herz be-
treffenden Eigentransplantaten (Moliterno et al., 1995) sowie auch von anderen entzlindlichen Lasionen (Sel-
maj et. al., 1991, Mor et al., 1992) isoliert. Folglich sammeln sich Anti-hsp60 autoimmune T-Zellen an Entziin-
dungsorten. Es wird angenommen, dass donorspezifische T-Lymphozyten, die solche Charakteristiken wie
etwa cytolytische Aktivitat und Produktion vom Lymphokinen zeigen, dort eine TranplantatabstolRung vermit-
teln, wo hsp-reaktive T-Zellen vermutlich eine Rolle in der Immunkaskade von entziindlichen Prozessen bei
der TransplantatabstoBung spielen (Moliterno et al., 1995).

[0007] Es wurde kirzlich durch die Untersuchungen der Erfinder der vorliegenden Anmeldung entdeckt, dass
die erfolgreiche Behandlung des autoimmunen Prozesses bei IDDM durch die Gabe des Peptids P277 in Ol
verursacht wird durch den Effekt dieser Behandlung, in dem die Autoimmunitat vom TH1-Typ gegen mehrere
unterschiedliche Antigene gestoppt und stattdessen eine P277 Autoimmunitat im TH2 Modus aktiviert wird.
T-Zellen vom CD4-Helfer Typ wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, TH1 und TH2, aufgrund der kennzeichnen-
den Cytokine, die sie nach Aktivierung absondern (Mosman et al., 1989). Das TH1-Zellen sekretieren IL-2, das
die T-Zellen Proliferation induziert, und Cytokine wie IFN-y, die eine Gewebsentziindung vermitteln. TH2-Zel-
len, dagegen sondern IL-4 und IL-10 ab. IL-4 hilft den T-Zellen Antikérper bestimmter IgG Isotypen abzuson-
dern und unterdrickt die Erzeugung von TH1-entziindlichen Cytokinen (Abas et al., 1994). IL-10 inhibiert indi-
rekt die TH1-Aktivierung durch Beeinflussen der Antigen-Prasentation und der Erzeugung entziindlicher Cyto-
kine durch Makrophagen (Moore et al., 1993). Es sind diese TH1-Zellen, die zu der Pathogenese organspezi-
fischer Autoimmunerkrangungen beitragen. Die TH1-Typ Antworten scheinen auch bei anderen von T-Zellen
vermittelten Krankheiten oder Zustanden, wie einer Kontaktdermatitis (Romagnani, 1994), beteiligt zu sein
Deshalb kann eine Erkrankung mit einem Spektrum von Autoreaktivitdten mit einem einzelnen Peptid ausge-
schaltet werden, das dazu in der Lage ist, eine T-Zellen Cytokin Umschaltung zu induzieren.

[0008] Die Transplantation ist gegenwartig die Behandlung der Wahl bei Organversagen. Wahrend der acht-
ziger Jahre des 20. Jahrhunderts spielte die Entdeckung des Cyclosporins A eine Rolle bei der erheblichen
Zunahme des Uberlebens von Transplantaten. Die Verwendung von Transplantaten ist jedoch immer noch be-
grenzt wegen des Phanomens der akuten ImmunabstoBung (host-versus-graft-Abstollung oder HVGR), das
das transplantierte Gewebe innerhalb von Tagen oder Monaten nach dem chirurgischen Eingriff zerstéren
kann. Die Steuerung oder Regulation von HVGR ist entscheidend fur die Entwicklung besserer Transplantati-
onsverfahren.

[0009] Die nichtspezifische immununterdriickende Therapie bei einem erwachsenen Patienten erfolgt ge-
wohnlich durch Cyclosporin, beginnend mit einer intravenésen Gabe zum Zeitpunkt der Tranplantation und oral
verabreicht, nachdem die Nahrungsaufnahme toleriert wird. Typischerweise wird zum Zeitpunkt der Transplan-
tation auch Methylprednison gegeben, sodann auf eine Beibehaltungsdosis reduziert. Auch Azathioprin wird
oft in Verbindung mit Prednison gegeben, um eine adaquate Immunsuppression zu erreichen. Wahrend das
Ziel der Immunsuppression darin besteht, das Transplantat zu schitzen, kann die allgemeine oder ibermaRige
Immunsuppression zu unerwiinschten Komplikationen fiihren, z. B. zu opportunistischen Infektionen und po-
tentiellen Malignitaten. Die Toxititat der immunsuppressiven Wirkstoffe ist dosisabhangig.

[0010] Mittel zum Verringern oder Vermeiden von HVGR wurden seit langem gesucht. Ein Verfahren, das im-
stande ist, die Heftigkeit des AbstoRungsvorgangs und zum die Dosen von immunsuppressiven Wirkstoffen zu
reduzieren, die erforderlich sind, um das Transplantat zu erhalten, waren ein erheblicher Fortschritt.

[0011] Das Zitieren von Dokumenten dient hier nicht zur Anerkennung, dass diese Dokumente zum Stand der
Technik gehoren oder betrachtetes Material betrifft nicht die Patentierbarkeit irgendwelcher Anspriiche der vor-
liegenden Anmeldung. Jede Aussage beziiglich des Inhalts oder des Datums jedes Dokuments basiert auf der
Information, die dem Anmelder zum Zeitpunkt der Einreichung verfligbar ist und bildet keine Behauptung be-
zuglich der Richtigkeit einer solchen Aussage.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0012] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, die Verwendung einer Verbindung oder aktivierter
T-Zellen bereit zu stellen, die dazu in der Lage sind, eine hsp60 Autoimmunitat herunterzuregeln, fiir die Her-
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zum Verhindern einer Transplantatzuriickweisung eines
Spenderorgans oder von Gewebe bei einem Transplantatempfanger.

[0013] Die Erfindung betrifft die Erkenntnis, dass dann, wenn das Hitzeschockprotein hsp60 oder Peptide
oder Analoga von diesem in einem Empfangersubjekt vor der Transplantation eines Organs oder Gewebes ge-
geben wird, die Autoimmunitat gegeniber hsp60 heruntergeregelt wird, was zu der Verhinderung oder Unter-
driickung der Transplantatabstof3ung des transplantierten Organs oder Gewebes flihrt.

[0014] In Experimenten bezlglich der Frage, ob in einer Autoimmunkrankheit beobachtete hsp60 Autoimmu-
nitat bei der AbstoRung von Transplantaten beteiligt war, zeigten die Untersuchungen der Anmelder der vorlie-
genden Erfindung, dass die Expression von hsp60 in der Spenderhaut wahrend der AbstoBung hochreguliert
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wurde. Das AbstolRen von fremden Hauttransplantaten in Mausen wurde weiter untersucht und es wurde be-
obachtet, dass transgene Hautgewebetransplantate, die Eigen-hsp60 Uberexprimieren, bei normalen Mausen
einer beschleunigten Abstolung unterlagen, wenn die Transplantate auch gréfiere oder kleinere fremde-His-
tokompatibilitats-Antigene trugen. Wenn dagegen die Empfangermaus kostitutiv Eigen-hsp60 tberexprimier-
ten, zeigten sie nicht nur eine herabgesetzte hsp60-Autoimmunitat, sondern zeigten auch eine verlangsamte
Abstollung von Fremdhauttransplantaten. Die Transplantatempfanger konnten gegeniiber Fremdtransplanta-
ten tolerant gemacht werden, wenn ihre hsp60-Autoimmunitat durch vorherige Gabe von hsp60 oder
hsp60-Peptiden und analogen Peptiden reduziert wurde. Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben die
Uberraschende Entdeckung gemacht, dass Autoimmunitat Fremdimmunitat regeln kann. Wenn die hsp60-Au-
toimmunitat gesteigert wird, wird auch die Fremdimmunitat und die TransplantatabstoRung verstarkt, wenn die
hsp60-Autoimmunitat reduziert oder herabgeregelt wird, wird die Fremdimmunitat und die Transplantatimmu-
nitat unterdrickt oder verhindert.

[0015] Die vorliegende Erfindung betrifft somit die Verwendung einer Verbindung oder aktivierter T-Zellen, die
dazu in der Lage sind, eine hsp60-Autoimmunitat herabzuregeln, fiir die Herstellung einer pharmazeutischen
Zusammensetzung zur Unterdriickung und Verhinderung einer Transplantatabstolung. Durch Behandeln ei-
nes Transplantatempfangers mit einer solchen Zusammensetzung wird eine Herabregelung der hsp60-Au-
toimmunitat in dem Transplantatempfanger verursacht entweder vor, gleichzeitig mit oder kurz nach Transplan-
tation eines Organs oder Gewebes, vorzugsweise unmittelbar davor.

[0016] Die hsp60-Autoimmunitat kann in jeder bekannten Weise und vorzugsweise durch Mittel, die bereits
bekannt sind fir die Herabregelung der hsp60-Autoimmunitat bei der Behandlung von IDDM, herabgeregelt
werden. Die Herabregulation kann erreicht werden durch Gabe einer pharmazeutischen Zusammensetzung,
die eine Verbindung aufweist, die dazu in der Lage ist, die hsp60-Autoimmunitat herabzuregeln, etwa hsp60
oder ein Peptidfragment von hsp60 oder ein analoges Salz oder ein funktionales Derivat davon. Beispiele sol-
cher Verbindungen sind humanes hsp60 (SEQ ID NO: 1) und die folgenden Aminosauren-Residuen von SEQ
ID NR: 1: Residuen 31-50, Residuen 136-155, Residuen 151-170, Residuen 166-185, Residuen 195-214,
Residuen 255-274, Residuen 286-305, Residuen 346-365, Residuen 466—-485, Residuen 511-530, Residuen
343-366 und Residuen 458-474. Beispiele von Analoga, die verwendet werden kénnen, schlielen die Peptide
von SEP ID NR: 2, SEQ ID NR: 3, SEQ ID NR: 4, SEQ ID NR: 5, SEQ ID NR: 6, SEQ ID NR: 7 und SEQ ID
NR: 8 ein. Die Verbindung wird vorzugsweise in einem tolerogenen Trager, etwa dem inkompletten
Freund'schen Adjuvant oder einem biologisch aktiven Trager gegeben, der die Induzierung einer TH1 -
TH2-Verschiebung unterstitzt, etwa einer Fettemulsion, die 10%-20% Triglyceride pflanzlichen oder tierischen
Ursprungs, 1,2%—2,4% Phospholipiden pflanzlichen und/oder tierischen Ursprungs, 2,25%-4,5% eines Osmo-
regulators, 0%-0,5 % eines Antioxidants und steriles Wasser enthalt.

[0017] Die vorliegende Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zum Auswahlen eines optimalen hsp-Peptids
oder eines Annalogs zum Herabregeln der hsp60-Autoimmunitat in dem bestimmten zu behandelnden Indivi-
duum. Antigen-prasentierende Zellen pheripherer Blutlymphocyten, die aus dem Blut des Individuums isoliert
worden sind, kdnnen mit einem Panel individueller Peptide kontaktiert werden. Die Peptide, die als Ergebnis
dieses Screenings einen optimalen Effekt auf die hsp60-Immunitat haben, wirden als das optimale Antigen fur
das zu verwendende Vaccine selektiert werden, das fir das bestimmte Individuum zum Verhindern einer
Transplantatabstof3ung zu verwenden ist.

[0018] Hsp60, hsp60-Peptide und Analoga, Salze und funktionale Derivate davon kénnen fiir die Praparation
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zum Herabregeln der hsp60-Autoimmunitat in einem Wirt und
zum Herabregeln der Schwere der host-versus-graft-Reaktion bei Organtransplantationen verwendet werden.

KURZE ERLAUTERUNG DER ZEICHNUNGEN

[0019] Fig. 1 zeigt die Expression von hsp60 in Mausehaut. Die Bahnen 1-4 zeigen jeweils die hsp60-Expres-
sion wahrend der AbstoRung von BALB/c (H-2%)-Haut, die 10 Tage nach der Transplantation bei allogenischen
NOD (H-27)-Mé&usen entfernt wurde. Die Bahnen 5-8 zeigen die Expression von hsp60 in BALB/c-Haut, die 10
Tage friher auf syngenetische BALB/c-Mause transplantiert worden war. Bahn 9 zeigt die spontane Expressi-
on von hsp60 in nicht-transplantierter E?-hsp60 transgener NOD-Haut. Bahn 10 zeigt die Expression von
hsp60 in nicht-transplantierter Wild-Typ NOD-Haut.

[0020] Die Fig. 2A-F zeigen, dass die Expression von hsp60 die allogene Hautabstof3ung betrifft, gemessen
als Transplantatiberleben Uber die Zeit. Die statistische Analyse des Hauttransplantatiiberlebens erfolgte un-
ter Verwendung des Wildcoxon-Tests. Fig. 2A zeigt, dass E?-hsp60 transgene Haut nicht abgestoflien wurde,
wenn sie auf eine NOD-Wild-Typ Maus transplantiert wurde und Fig. 2B zeigt, dass Ea-hsp60 transgene Mau-
se-Wild-Typ-Haut nicht abstoft. Fig. 2C zeigt die beschleunigte AbstoRung (p < 0,0001) von E?-hsp60 trans-
gener NOD-Maus (Rauten) verglichen zu Wild-Typ NOD-Haut transplantiert auf BALB/c-Mause (Quadrate).
Fig. 2D zeigt die beschleunigte Abstol3ung (p < 0,038) von Ea-hsp60 transgener, mannlicher NOD-Haut trans-
plantiert auf HY inkompatible, weibliche NOD-Wild-Typ Mausen. Fig. 2E zeigt die Verzégerung bei der Absto-
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Rung (p = 0,004) durch allogene C57BL/6 (H-2°)-Haut durch Ea-hsp60 transgene NOD-Mause (H-27). Fig. 2F
zeigt Verzégerung der AbstoRung (p = 0,001) von BALB/k CH-2k-Haut durch Ea-hsp60 transgene Mausen.
Jede Gruppe beinhaltete 10-12 Mause.

[0021] Die Fig. 3A-B zeigen, dass die Behandlung mit hsp60 oder hsp60-Peptiden eine verzdgerte Absto-
Rung von Hautallotransplantaten gemessen anhand des Transplantatiiberleben Gber die Zeit. Fig. 3A und 3B
zeigen die Effekte der Behandlung von C57BL6 (H-2°)-Mausen (Fig. 3A) oder NOD (H-29") Wild-Typ Mausen
(Fig. 3B) mit hsp60 (50 pg in inkompletten Freundschem Adjuvant, Sigma), subkutan in den Ricken zwei Wo-
chen vor der Transplantation von BALB/c (H-2%)-Haut gegeben (Elias et al., 1994; Elias et al., 1995). Rekom-
binates humanes hsp60 wurde wie beschrieben prapariert (Elias et al., 1990). Die Kontrollgruppen von Mausen
wurden nicht behandelt (offene Quadrate) oder mit inkomplettem Freundschen Adjuvant, das 50 pg rekombi-
nante Glutationtransferase enthielt, behandelt (offene Rauten). Die Unterschiede in der AbstoRung zwischen
der Behandlung mit hsp60 (geschlossene Quadrate) und der Kontrollgruppe, bestimmt unter Verwendung des
Wilcoxon-Tests, waren signifikant (p < 0,05 fur Fig. 3A und p < 0,001 fir Fig. 3B).

[0022] Fig. 4 zeigt, dass die Behandlung mit hsp60 Peptiden eine verzégerte AbstoRung von Hautallotrans-
plantaten induziert. Wild-Typ-NOD (H-2%")-M&use wurden mit verschiedenen hsp60 Peptiden in inkomplettem
Freundschen Adjuvant behandelt. Peptide der Maus hsp60-Sequenz wurden synthetisiert und wie beschrieben
gereinigt (Elias et al 1991). Die Sequenz des Peptids p11 ist
Val-lle-Ala-Glu-Leu-Lys-Lys-GIn-Ser-Lys-Pro-Val-Thr-Thr-Pro-Glu-Glu-lle-Ala-GIn  (SEQ ID NR: 9). Peptid
p277 ist das V-substituierte humane p277 Peptid
Val-Leu-Gly-Gly-Gly-Val-Ala-Leu-Leu-Arg-Val-lle-Pro-Ala-Leu-Asp-Ser-Leu-Thr-Pro-Ala-Asn-Glu-Asp  (SEQ
ID NR: 7) wie friher beschrieben (Elias et al 1991) und als kreuzreaktiv mit dem Mause-p22-Homolog nach-
gewiesen (Birk et al., 1996a). Die Kontrollm&use wurden nicht behandelt (offene Quadrate) oder wurden mit
inkomplettem Freundschen Adjuvant mit 50 ug Peptid p11, einem nicht-immunogenen hsp60 Kontroll-Peptid
(geschlossene Rauten) behandelt. Die Unterschiede in der AbstoRung zwischen der Behandlung mit p12 (ge-
schlossene Quadrate) oder p277 (offene Dreiecke) und die Kontrollen waren signifikant (p < 0,001). Jede Grup-
pe beinhaltete 10-12 Mause.

EINGEHENDE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0023] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Entdeckung, dass die hsp60-Autoimmunitat als ein Be-
schleuniger fir Fremdimmunitat wirkt und auf der weiteren Entdeckung, dass die Herab-Regulierung der
hsp60-Autoimmunitat die TransplantatabstoRungsreaktion unterdriickt oder verhindert. Dementsprechend re-
duziert die Verwendung einer Verbindung oder aktivierter T-Zellen in Ubereinstimmung mit der vorliegenden
Erfindung die Intensitat der host-versusgraft-Reaktion (HVGR) und erlaubt eine Reduktion der Dosierung im-
munosuppressiver Wirkstoffe, wie Cyclosporin und Prednison, die erforderlich sind, um das Transplantat zu
erhalten. Die Verwendung einer Verbindung oder aktivierter T-Zellen nach der vorliegenden Erfindung wird vor-
zugsweise gemeinsam mit der immunosuppressiven Wirkstoffoehandlung durchgefiihrt, die Dosen der Wirk-
stoffe werden jedoch geringer sein und weniger Nebeneffekte bewirken.

[0024] Die Herab-Regulierung der hsp60-Autoimmunitat ist bereits flir andere Indikationen bekannt, etwa zur
Prevention oder zur Behandlung der IDDM oder des Anfangsstadiums der IDDM. Solche Verfahren sind be-
kannt, sie schliel3en die Gabe von hsp60, Peptiden des hsp60-Molekiils oder Varianten von diesen mit einem
tolerogenen Trager ein, um eine Toleranz gegentiber hsp60 zu erzeugen und damit die hsp60-Autoimmunat-
tacke herab zu regeln oder mit einem biologisch aktiven Trager, der eine TH1 — TH2-Verschiebung vermittelt.
Es ist bekannt, dass die hsp60-Autoimmunitat immer dann herab geregelt werden kann, wenn eine Verschie-
bung von hsp60 T-Zellen, die Uberwiegend vom TH1-Typ sind, auf hsp60 T-Zellen, die vorwiegend vom
TH2-Typ sind, verursacht wird. Die Verwendung eines biologisch aktiven Tragers in einem solchen Vaccin, der
eine solche TH1 -~ TH2-Verschiebung bewirkt, wird zur Erreichung einer solchen hsp60-Autoimmunitatsherab-
regelung bevorzugt.

[0025] Ein anderes Vorgehen, das in dem Stand der Technik zum Herabregeln der hsp60-Autoimmunitat be-
kannt ist, schliel3t die Aktivierung autologer T-Zellen ex vivo gegenlber hsp60 oder Peptiden oder Varianten
davon und deren Rickgabe an den Wirt ein, um so eine Immunantwort zu verursachen, die gegen T-Zellen
gerichtet ist, um so autoimmune Anti-hsp60 T-Zellen zu unterdriicken und damit die hsp60-Autoimmunitat her-
ab zu regeln. Siehe dazu das erteilte US Patent Nr. 5,578,303, dessen gesamter Inhalt hier durch Bezugnahme
einbezogen wird.

[0026] Es sind so viele Wege zur Herabregulierung der hsp60-Autoimmunitat bereits bekannt und die vorlie-
gende Erfindung ist nicht per se auf solche Verfahren zum Herabregeln der hsp60-Autoimmunitat gerichtet. Die
vorliegende Erfindung ist darauf gerichtet, dass ein solches Herabregulieren bei Gabe an Transplantatempfan-
ger die TransplantatabstolRung verhindern oder unterdriicken wird. Entsprechend soll die Verwendung einer
Verbindung oder aktivierter T-Zellen, die in der Lage sind, die hsp60-Autoimmunitat herab zu regulieren, fir die
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung bei einer Verwendung flr Transplantatempfanger,
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entweder direkt vor, gleichzeitig oder kurz nach der Transplantation durch die vorliegende Erfindung erfasst
sein.

[0027] Ein bevorzugtes Verfahren, das ein Herabregulieren der hsp60-Autoimmunitat bewirkt, ist die Gabe
von hsp60-Protein oder hsp60-Peptiden oder Varianten als ein immunologischer Wirkstoff mit einem toleroge-
nen oder biologisch aktiven Trager. Die humane hsp60-Proteinsequenz ist SEQ ID NR: 1 und Tabelle 1 listet
Peptide und Peptidanaloga von hsp60 auf, die eine hsp60-Autoimmunitat herabregeln. Diese Peptide und Ana-
loga haben sich als nutzlich bei der Verhinderung oder Behandlung des autoimmunen Vorgangs von insulinab-
hangiger Diabetes Mellitus (IDDM) erwiesen (sieche PT/US96/11375). Der Fachmann erkennt, dass das
hspt60-Protein und die hsp60-Peptide, die in Tabelle 1 identifiziert sind, nicht beschrankende Beispiele immu-
nologischer Wirkstoffe sind, die als ein Teil einer pharmazeutischen Zusammensetzung zum Herabregeln der
hsp60-Autoimmunitat und der TransplantatabstoBung gegeben werden kdnnen. Die Selektion des Proteins
oder des Peptids als immunologischer Wirkstoff, der fast immer optimal fiir einen bestimmten Transplantat-
empfanger verwendet werden kann, wird spater in diesem Abschnitt diskutiert werden.

[0028]

TABELLE 1
Peptide SEQ ID NO: (Residuen)
p3 1 (31-50)
p 10 1 (136-155)
p11 1 (151-170)
p12 1 (166-185)
p14 1(195-214)
p18 1 (255-274)
p20 1 (286-305)
p24 1 (346-365)
p29 1 (421-440)
p30 1 (436-455)
32 1 (466-485)
p35 1 (511-530)
p39 1 (343-366)
p278 1 (458-474)
p277 1 (437-460)
p277 (Lys') 2
p277 (Val®) 3
p277 (Val®-Lys'®) 4
p277 (Val') 5
p277 (Val''-Lys") 6
p277 (Val®-val") 7
p277 (Val®''-Lys') 8
Mause p12 9
Mause p38 10

[0029] Wenn hier nicht anders spezifiziert, ist die humane Sequenz gemeint. Die Maus-p 12-Peptide und die
Maus-p38-Peptide sind von den Maus-hsp60-Protein und entsprechend den Residuen 168-188 bzw. 556-573
vom Maus-hsp60 abgeleitet.

[0030] Das hsp60-Protein oder die hsp60-Peptide, die als immunologischer Wirkstoff in der pharmazeuti-
schen Zusammensetzung verwendet und zum Verhindern oder Unterdriicken der TransplantatabstoRung ge-
geben werden, sollen Salze und funktionelle Derivate von diesen umfassen, aber auch hsp60-Peptidanaloge,
etwa solche, wie sie fur Peptid p277 in Tabelle 1 beispielhaft angegeben sind, solange die biologische Aktivitat
des Proteins oder Peptids bezlglich der Herabregelung von hsp60-Autoimmunitat beibehalten wird.

[0031] Varianten des hsp60 Peptids p277, hier als ,Peptidanaloga" bezeichnet, bei denen der einzige Threo-
ninrest durch einen Lysinrest und/oder ein oder beide der Cysteinreste durch ein oder mehrere Valinresr ersetzt
worden war, wurde vorher bei den Untersuchungen der Erfindern der vorliegenden Anmeldung als ebenso ak-
tiv wie p277 bei der Herabregulierung der hsp60-Autoimmunitat erkannt, wie eine Behandlung gegen IDDM.
Es wird erwartet, dass , dieselben Peptideanaloga die hsp60-Autoimmunitét herabregeln, wenn sie zur Verhin-
derung oder Unterdriickung der TransplantatabstolRung einer Organ- oder einer Gewebetransplantation fol-
gend gegeben werden.

[0032] ,Salze" von hsp60-Peptiden nach der Erfindung, die von der Erfindung beachtet werden, sind physio-
logisch akzeptable organische und anorganische Salze.
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[0033] ,Funktionale Derivate" der hsp60-Peptide, wie sie hier verwendet werden, decken die Derivate ab, die
von den funktionellen Gruppen prapariert werden kénnen, die als Seitenketten an den Residuen oder den N-
oder C-terminalen Gruppen auftreten, durch Mittel, die in dem Stand der Technik bekannt sind. Sie werden von
der Erfindung eingeschlossen, solange sie pharmazeutisch akzeptabel bleiben, d. h. sie die Aktivitaten der
Peptiden nicht zerstéren, sie schlieen jedoch toxische Eigenschaften auf Zusammensetzungen nicht ein und
beeinflussen deren antigenische Eigenschaften nicht nachteilig.

[0034] Diese Derivate kdnnen, beispielsweise, aliphatische Ester der Carboxylgruppen, Amide der Carboxyl-
gruppen, erzeugt durch Reaktion mit Ammoniak oder primaren oder sekundaren Aminen, N-Acylderivate der
freien Aminogruppen der Aminosaurenresiduen gebildet durch Reaktionen mit Alkylgruppen (beispielsweise
Alkanoyl oder carbocyclischen Aroylgruppen) oder O-Acylderivaten freier Hydroxylgruppen (beispielsweise
denen von Seryl oder Threonylresiduen) gebildet durch Reaktion mit Alcylgruppen aufweisen.

[0035] Die Behandlung zur Herunterregelung der hsp60-Autoimmunitats erfolgt vorzugsweise unmittelbar vor
der Transplantation. Der Ausdruck ,unmittelbar" soll eine Zeitperiode einschlieRen, wahrend der die Herabre-
gulierung der hsp60-Autoimmunitat durch eine solche Behandlung ausgefihrt wird, noch in dem Wirt vorhan-
den bleibt, vorzugsweise zu einem Zeitpunkt derart, dass die optimale Herabregulation mit dem Zeitpunkt der
Transplantation zusammenfallt. Die Behandlung zur Herabregelung der hsp60-Autoimmunitat kann auch
gleichzeitig mit der Transplantation oder kurz danach ausgefuhrt werden. Der Ausdruck ,kurz danach" soll eine
Zeitdauer einschlieRen, bei der die hsp60-Autoimmunitatherabregelung vor dem Auftreten einer erheblichen
Transplantatabstof3ung eintritt.

[0036] Bei der vorliegenden Erfindung kann die Gabe der pharmazeutischen Zusammensetzung, die hsp60,
die hsp60-Peptide oder Analoga davon, als immunologisch aktive Wirkstoffe zur Herabregelung der hsp60-Au-
toimmunitat in einem Empfanger auf verschiedenen, bekannten Wegen erfolgen, etwa oral, intranasal, intra-
venos, intramuskular oder subkutan. Bevorzugte Arten der Gabe sind intravends, was als Induzieren einer To-
leranz bekannt ist oder oral oder intranasal, was bekannt ist, eine TH1 - TH2-Verschiebung zu induzieren. Sie-
he Wraith et al., 1995; Metzler et al., 1996; Metzler et al., 1995; Tian et al., 1996; Daniel et al., 1996; Weiner et
al., 1994. Die bevorzugte Dosierung des hsp60-Proteins oder der Peptide oder Analoga davon, liegt in dem
Bereich von etwa 100 ug bis 25-30 mg vor der Transplantation des Organs oder des Gewebes. Eine optimale
Dosierung oder Verabreichung kann durch den Fachmann durch Messen einer Verschiebung von einer
TH1-Cytokinantwort auf eine TH2-Cytokinantwort bestimmt werden.

[0037] Wahrend es bevorzugt ist, die hsp60-immunologischen Wirkstoffe vor der Transplantation in Abhan-
gigkeit von dem Ausmal’ der Herabregelung der hsp60-Autoimmunitat zu geben, kénnen weitere Gaben von
hsp60-Protein der Peptiden oder Analoga davon nach der Transplantation gegeben werden, um das Ausmaf}
der hsp60-Autoimmunitat weiter zur reduzieren oder herab zu regeln. Ebenso kann eine Impfung mit T-Zellen,
die spezifisch auf die hsp60-autoimmunologischen Wirkstoffe sind und in vitro durch einen Kontakt mit dem
hsp60-immunologischen Wirkstoffen aktiviert worden sind, kann weiter die hsp60-Autoimmunitat herab regein
und eine TransplantatabstoRung nach der Transplantation unterdrticken.

[0038] Die Gabe von hsp60-immunologischen Wirkstoffen erfolgt vorzugsweise die Gabe einer konventionel-
len immunsuppressiven Therapie begleitend, obwohl die Reduktion der Schwere der HVGR eine Reduktion
der Dosierung der Ublichen imunsuppressiven Wirkstoffe, etwa Cyclosporin oder Prednison erlaubt.

[0039] Eine TransplantationabstolRung erwies sich als durch hsp60-Autoimmunitat reguliert und die Unterdri-
ckung oder Verhinderung von hsp60-Autoimmunitat, die der Organ- oder Gewebstransplantation folgte, wird
nicht von einer T-Zellentoleranz oder Anergie begleitet, sondern eher mit einer Verschiebung in den Cytokinen,
die von den autoimmunen T-Zellen, die auf hsp60 oder hsp60-Peptide reaktiv sind, von einem TH1-artigem
Profil (unter Erzeugung von IL-2, IFNy zu einem TH2-artigen Profil (IL-4, IL-10) begleitet. Das Einhergehen der
hsp60-Proteingabe oder hsp60-Peptidgabe mit einem Umschalten in der Reaktivitat auf solche immunologi-
schen Stoffe von einer T-Zellen-Proliferation auf Antikdrper weit darauf hin, dass der protektive Effekt sich aus
einer Verschiebung in den predominanten Cytokinen ergibt, die durch die autoimmunen T-Zellen in der behan-
delten Person erzeugt werden. TH1-Zellen sekretieren IL-2, das eine T-Zellen Proliferation und Cytokine wie
IFN-? induziert, die eine Gewebsentziindung vermitteln, wodurch sie zu der entziindlichen Antwort gegen
transplantierte Organe oder Gewebe beitragen; TH2-Zellen dagegen sekretieren IL-4 und IL-10. IL-4 hilft
B-Zellen, Antikdrper bestimmter IgG-Isotypen zu sekretieren und unterdriickt die Erzeugung von TH1-Entzin-
dungscytokine. IL-10 verhindert indirekt eine TH1-Aktivation durch Beeinflussen der Antigenprasentation und
der entziindlichen Cytokinproduktion durch Macrophagen. TH2-Zellen unterdriicken so die TH1-Aktivitat (siehe
Liblau et al., 1995). Die Verschiebung von einem TH1-artigem zu einem TH2-artigen Verhalten wurde durch
die Analyse der Isotypen der Antikorper festgestellt, die vor oder nach einer Peptid p277-Therape in seiner Ver-
wendung bei der Behandlung von IDDM erzeugt wurden. Jede gleichzeitige Behandlung, die diese TH1 -
TH2-Verschiebung unterstitzt, kann in Verbindung mit der beiliegenden Erfindung benutzt werden.

[0040] Es wird erwartet, dass verschiedene Epitope des hsp60-Proteins fiir die hsp60-Autoimmunitat bei un-
terschiedlichen Individuen wichtiger sein kénnen. Es ist beispielsweise bekannt, dass Individuen verschiede-
ner humaner Leukozytenantigen (HLA)-Typen verschiedene HLA-Molekile haben. Diese verschiedenen Arten
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von HLA-Molekilen haben ihre individuellen Peptidbindungsmotive. Bei einem bevorzugten Ausfihrungsbei-
spiel der vorliegenden Erfindung kénnen daher die autologen peripheren Blutlymphozyten des beabsichtigten
Empfangers gegen eine Gruppe von hsp60-Peptiden geprift werden, um zu sehen, welches Peptid den opti-
malen Effekt auf die hsp60-Autoimmunitat hat. Es ist in dem Stand der Technik anerkannt, dass Klasse
[I-MHC-Molekile an 12-15 Aminosaurenresiduen lange Peptide binden, mit einer minimalen Lange, die viel-
leicht lediglich 9 Aminosaurenresiduen besitzt und das Klasse I-MHC-Molekdile Peptide von 7-9 Aminosauren-
residuen-Lange binden. Die Peptide von hsp60, wie sie in Tabelle 1 angegeben sind, kénnen geeignet gepruft
werden, um eines oder mehrere optimale Peptide zu bestimmen, die einem bestimmten individuellen Empfan-
ger gegeben werden kénnen oder einem Empfanger eines bestimmten HLA-Typs, um eine TH2 Cytokin Ant-
wort zu verschieben und dadurch ihre/seine eigene hsp60-Autoimmunitat herabzuregeln. Das optimale Peptid
sollte fur verschiedene Individuen vom selben HLA-Typ gleich sein.

[0041] Irgendwann wird eine grofere Kenntnis Uber die Peptid-Bindungsstruktur von HLA-Molekilen eine
Vorhersage erlauben, welche Peptide am besten an die Bindungsstelle passen und angeboten werden. Bis da-
hin kénnen Priftechniken, wie sie im folgenden dargestellt werden, verwendet werden.

[0042] Periphare Blutlymphozyten (PBL) eines individuellen humanen Empfangers kénnen von Blut durch
eine Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation, wie sie in dem Stand der Technik bekannt ist, isoliert wer-
den. Diese Probe der Lymphozyten des Empféangers kann auf Bindung der zu priifenden Peptide in Uberein-
stimmung mit dem Verfahren, das in Mozes et al., U. S. Patent 5,356,779 offenbart ist, getestet werden, oder
kann auf in vitro T-Zellen-Proliferation und anschlieBender T-Zellen Cytokin Antwort zur Analyse zum Bestim-
men einer optimalen oder nahezu optimalen hsp60-Peptids fir einen spezifischen individuellen Empfanger ge-
pruft werden. Mozes et al., U.S. Patent 5,356,779, das hier durch Bezugnahme einbezogen wird, offenbart die
direkte Bindung von Peptiden, die T-Zellen Epitope sind, an humane Antigen-prasentierende Zellen (APC) in
peripharen Blutlymphozyten, die aus Vollblut durch Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation isoliert wor-
den sind. Die Detektion der gebundenen T-Zellen Epitope wird durch Beobachten beispielsweise einer Fluo-
reszenzprobe, etwa Phycoerythrin oder seiner Analoga, das kovalent an die Peptidepitope konjugiert ist, er-
reicht. Eine Gruppe von Uberlappenden Peptiden von sieben bis flinfzehn Aminosaurenresiduen-Lange kann
also von der Gesamtlange des hsp60-Proteins prapariert und auf eine Bindung mit APC des Empfangers ge-
pruft werden. Diejenigen, die optimal binden, sind diejenigen, die zur Verwendung fir den bestimmten Emp-
fanger bei der Herabregelung der hsp60-Autoimmunitat bevorzugt sind.

[0043] Ein anderer Weg zum Priifen dieser Gruppe von Peptiden ist das Testen der Lymphozyten des Emp-
fangers auf eine in vitro Proliferation im Vorhandensein eines jeden Peptids der Gruppe oder das Testen auf
eine TH1-TH2 Verschiebung, die durch solche Peptide verursacht wird. Die Uberstéande der mit Testpeptiden
mit einer Konzentration von 5-50 pg/ml kultivierten T-Zellen kdnnen zu verschieden Zeitpunkten gesammelt
werden und auf die Aktivitat verschiedener Cytokine gepruft werden, etwa IFN? und IL-4, die in das Kulturme-
dium abgegeben worden sind, was durch ELISA unter Verwendung von standardméafigen ELISA Protokollen
oder das Vorhandensein von Antikdrpern bestimmter Klassen quantifiziert werden kann.

[0044] Es ist beispielsweise bekannt, dass in Mausen T-Zellen vom TH1-Typ die Produktion von Antikérpern
der IgG2a-Klasse induzieren, wahrend Antikdrper vom TH2-Typ die Produktion von Antikérpern der IgG1-Klas-
se induzieren. Wahrend die humanen Aquivalente bisher nicht gut definiert sind, kann, wenn der Unterschied
begriindet ist, eine Prifung auf den Isotyp der Antikorper zu dem hsp60 immunologischen Wirkstoff verwendet
werden, um die Verschiebung von einer TH1-T-Zellen Antwort auf eine TH2-T-Zellen Antwort zu beobachten.
Es ist beispielsweise bekannt, dass im Menschen der IgE Isotyp durch TH2-Zellen induziert wird.

[0045] Entsprechend ist es bekannt, dass TH1-Zellen Cytokine sekretieren, die eine T-Zellen-Proliferation
und Cytokine wie IFNy induzieren, die eine Gewebeentziindung vermitteln. Auf der anderen Seite sekretieren.
TH2-Zellen IL-4, das B-Zellen hilft, Antikdrper der IgG und IgE Klasse zu sekretieren und die Produktion von
TH1 entzindlichen Cytokinen unterdriicken, als auch von IL-10, was indirekt eine TH1-Aktivierung durch Be-
einflussung einer Antigen-Prasentation und Produktion von entziindlichen Cytokinen von Makrophagen verhin-
dert. Entsprechend wird eine Messung der Cytokin-Profile der in vitro gewachsenen T-Zellen auch ein Anzei-
chen einer Verschiebung von einer TH1 T-Zellen Antwort auf eine TH2 Z-Zellen Antwort sein. Die TH1 - TH2
Verschiebung kann daher als ein Marker zum Beobachten der in vitro Antwort von T Lymphozyten eines Emp-
fangers auf verschiedene Testpeptide bei dem Bestimmen von optimalen oder nahezu optimalen Peptiden die-
nen.

[0046] Besondere Verfahren zur Priifung der Isotypen von Antikérpern und zur Uberpriifung des Vorhan-
denseins von verschiedenen Cytokinen bilden an sich keinen neuen Teil der vorliegenden Erfindung. Sie sind
dem Fachmann in verschiedener Art und Weise zur Prufung auf Antikdrper-Isotype oder fir die verschiedenen
Cytokine, die von TH1- und den TH2-Zellen erzeugt werden, bekannt. Solche Verfahren kénnen fiir die Zwecke
der vorliegenden Erfindung zum Erkennen einer TH1 zu TH2 Verschiebung verwendet werden. Die hier ge-
zeigten Beispiele offenbaren illustrative Verfahren, um dies zu tun, sie sollen jedoch die vorliegende Erfindung
nicht darauf beschranken.

[0047] Wenn das Verfahren, das zur Herabregelung der hsp60-Autoimmunitat ausgewahlt worden ist, die
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Gabe von hsp60 oder eines Peptids oder einer Variante davon ist, muss der Trager oder das gewahlte Adjuvant
einer sein, der eine Toleranz zu dem gegebenen Peptid erzeugt oder der aktiv eine TH1 -~ TH2 Verschiebung
induziert. Ansonsten kdnnte die Autoimmun-Antwort sogar verstarkt werden. Beispiele solcher bekannter tole-
rogener Tragerstoffe schlieBen Mineraldltrager wie das inkomplette Freudsche Adjuvant (IFA) ein. IFA ist eine
Emulsion von mineralischem Ol. IFA ist jedoch nicht fiir die menschliche Verwendung zugelassen, da minera-
lisches Ol nicht metabolisierbar ist und von dem Kérper nicht abgebaut werden kann.

[0048] Biologisch aktive Trager, die die TH1 — TH2 Verschiebung verstarken, sind besondere bevorzugt in
Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung. Es hat sich kiirzlich gezeigt, dass bestimmte Fettemulsio-
nen, die seit vielen Jahren fir die intravendse Ernahrung von menschlichen Patienten verwendet werden kann,
auch als biologisch aktive Vehikel fir eine Peptidtherapie, die die Peptide der vorliegenden Erfindung verwen-
det, wirken kénnen. Zwei Beispiele derartiger Emulsionen sind die kauflich erhaltliche Fettemulsionen, die als
Jntralipid" und Lipofundin bekannt sind. ,Intralipid" ist eine eingetragene Marke von Kabi Pharmacia, Schwe-
den, fUr eine Fettemulsion zur intravendsen Ernahrung, beschrieben in dem US Patent Nr. 3,169,094. ,Lipo-
fundin" ist eine eingetragene Marke von B. Braun, Melsungen, Deutschland. Beide beinhalten Sojabohnendl
als Fett (100 oder 200 g in 1.000 ml destilliertem Wasser: 10% bzw. 20%). Eidotterphosphorlipide werden als
Emulgatoren in Intralipid (12 g/l destilliertem Wasser) verwendet und Eidotterlecithin in Lipofundin (12 g/l des-
tilliertem Wasser). Die Isotonizitat ergibt sich aus der Zugabe von Glycerol (25 g/l) sowohl in Intralipid als auch
in Lipofundin. Diese Fettemulsionen sind recht stabil und wurden fur die intravenése Ernahrung von Patienten,
die an gastrointestinalen oder neurologischen Stérungen leiden, verwendet, es vermeidet eine orale Ernah-
rung, sie kénnen so die Kalorien erhalten, die sie zum Erhalt des Lebens bendétigen. Gewdhnliche tagliche Do-
sen fur eine intravendse Erndhrung kann bis zu einem Liter téglich betragen.

[0049] Obgleich Intralipid und Lipofundin bevorzugte Beispiele biologisch aktiver Trager fir das als Behand-
lung zur Unterdriickung oder Verhinderung einer TransplantatabstoRung gegebenes Protein oder peptidimmu-
nologischer Wirkstoff sind, kann jeder pharmazeutisch akzeptabler Trager, insbesondere Lipidtrager, die eine
Verschiebung von einer TH1 Antwort zu einer TH2 Antwort verursachen, in der pharmazeutischen Zusammen-
setzung der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Vorzugsweise umfasst ein solcher biologisch aktiver
Lipidtrager eine Fettemulsion, die 10-20% Triglyceride pflanzlichen und/oder tierischen Ursprungs , 1,2—2,4%
Phospholipide pflanzlichen und/oder tierischen Ursprungs, 2,25-4,5% Osmoregulator, 0-0,05% Antioxidans
und steriles Wasser auf 100% auf. Intralipid und Lipofundin sind die am meisten bevorzugten Beispiele dieser
bevorzugten Fettemulsionen. Die Triglyceride und Phospholipide pflanzlichen oder tierischen Ursprungs kon-
nen von jedem geeigneten pflanzlichen Ol, etwa Sojabohnendl, Baumwollsamendl, Kokosnussél oder Olivendl
oder von Eidotter oder Rinderserum gewonnen werden. Vorzugsweise ist das Gewichtsverhaltnis zwischen Tri-
glyceriden und Phospholipiden etwa 8 : 1.

[0050] Jeder geeignet Osmo-Regulator kann zu der Fettemulsion, vorzugsweise Glycerol, Xylitol oder Sorbi-
tol zugegeben werden. Die Fettemulsion kann optional ein Oxidans, beispielsweise 0,05% Tocopherol aufwei-
sen.

[0051] Ein bevorzugter biologisch aktiver Trager, der bei der vorliegenden Erfindung verwendet werden kann,
ist eine Fettemulsion, die 10% Sojabohnendl, 1,2% Eidotter-Phosholipide, 2,5% Glycerol und steriles Wasser
auf 100 ml (Intralipid 10%) aufweist. In einem anderen Ausfuhrungsbeispiel ist die Tragersubstanz eine Fette-
mulsion, die 20% Sojabohnendl, 2% Eidotter-Phospholipide, 2,5% Glycerol und steriles Liter auf 100 ml auf-
weist.

[0052] Beieinem anderen bevorzugten Ausflihrungsbeispiel ist die Tragersubstanz eine Fettemulsion, die 5%
Sojabohnendl und weitere 5% Triglyceride tierischen Ursprungs, beispielsweise 5% Kettentriglyceride von But-
ter, 1,2% Eidotterlecithin, 2,5% Glycerol und destilliertes Wasser auf 100 ml (Lipofundin 10%) aufweist. In ei-
nem anderen bevorzugten Ausflihrungsbeispiel des biologisch aktiven Lipidtragers wird die Fettemulsion, wie
sie oben definiert ist, durch Zentrifugation verarbeitet, beispielsweise bei 10.000 g oder mehr, so dass eine klei-
ne, triglycerid-reiche (etwa 90% Triglyceride) Schicht auf der Oberflache der phospholipidangereicherten
wassrigen Dispersion, die ungefahr 1 : 1 Triglyceride : Phospholipide enthalt, und diese letztgenannte wassrige
Dispersion wird als lipide Tragersubstanz in der pharmazeutischen Zusammensetzung der Erfindung benutzt.
[0053] Die Fettemulsionen, die bei der vorliegenden Erfindung genutzt werden kénnen, werden vorzugsweise
frisch aufbereitet oder nach der Speicherung in einem Behalter, der gegeniiber der Atmosphare nicht offen ist,
benutzt. Eine langere Lagerung von Intralipid, beispielsweise bei dem Vorhandensein atmospharischer Luft,
verursacht eine Abnahme des pH Wertes und eine entsprechende Abnahme der biologischen Aktivitat.
[0054] Die Wirksamkeit der Herabregelung der hsp60-Autoimmunitat kann in dem Wirt durch Beobachten der
TH1 - TH2 Verschiebung in diesem beobachtet werden. Dies kann in der Art und Weise erreicht werden, wie
es in der PCT/US96/11374 mit der Verdffentlichungsnummer WO 97/02052 beschrieben ist.

[0055] Nachdem die Erfindung jetzt allgemein beschrieben worden ist, wird diese unter Bezugnahme auf das
nachfolgende Beispiel, das zur Erlduterung dient, besser verstandlich. Dieses Beispiel dient nicht dazu, die
vorliegende Erfindung einzuschranken. Das hier beschriebene Beispiel zeigt die Effektivitat der vorliegenden
Erfindung in einem wissenschaftlich akzeptierten Mausemodell fiir das Uberleben einer Hauttransplantation.
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BEISPIEL 1:

[0056] Um festzustellen, ob die natirliche Autoimmunitat gegeniiber hsp60 nur mit der Gesundheit vertraglich
ist, oder aber ob die naturliche hsp60-Autoimmunitat tatsachlich zur Funktion des Immunsystems beitragt, ha-
ben die Arbeiten der Erfinder der vorliegenden Anmeldung eine hsp60-transgene NOD-Maus entwickelt, die
Mause-hsp60 unter der Einwirkung des Promoters flir den Haupt-Histokompatibilitatskomplex (MHC) Klasse Il
Ea Molekdle (Birk et al., 1996b) iberexpremiert. Diese Mause exprimieren hohe Mengen von hsp60 im Thy-
mus und in antigen-prasentierenden Zellen (APC) im gesamten Kdrper, was zu einem relativen Verlust ihrer
ansonsten spontanten hsp60-Autoimmunitat fihrt. Untersuchungen zur spontanen autoimmunen Diabetes in
diesen transgenen NOD-Mausen haben gezeigt, dass hsp60-Autoimmunitat kritisch fur die Zerstérung der
Selbst-Beta-Zellen ist (Birk et al., 1996b). Wie unten gezeigt, werden die Ea-hsp60-transgenen Mause entwe-
der als Spender von Haut, die mit Selbst-hsp60 Expression angereichert ist oder als Empfanger von Fremd-
haut genutzt.

[0057] Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben erkannt, dass hsp60 in abgestoRenen Transplantaten
tiberexprimiert wird und dass in den Ea.-hsp60 transgenen Mausen eine solche Uberexpression als von funk-
tionaler TH1 vermittelter Bedeutung bei der Transplantatabstof3ung nachgewiesen wurde. Die Transplantatab-
stoRung kann weiter durch eine therapeutische Modulation von hsp60-Atuoimmunitat verzégert und sogar ver-
hindert werden. Die Ergebnisse dieser Experimente werden unten beschrieben.

[0058] Fig. 1 zeigt die Expression von Maus-hsp60 in der Haut von Wildtyp-Mausen, das einem allogenen
Wirt transplantiert worden ist und einer AbstoBung unterliegt (Bahnen 1-4) oder auf syngenetischen Wirte
transplantiert worden ist und toleriert wird (Bahnen 5-8). Rasierte Haut wurde chirurgisch entfernt und in
TENN-Puffer (50 mIM Tris, pH 8,0, 5 mM EDTA, 0,5% NP-40, 150 mM NaCl) lysiert. Gleiche Mengen von Pro-
tein (50 pg, bestimmt unter Verwendung des Bradford-Reagents, Biorad) wurden auf 10% SDS-PAGE fraktio-
niert und auf Nitrocellulosepapiet fir eine Western Blotanalyse transferriert (Towbin et al., 1979) unter Verwen-
dung von LK1, einem monoklonalen Antikdrper, der fiir hsp60 spezifisch ist (Boog et al., 1992), in einer 1 : 500
Verdiinnung, und einem ECL-Detektionssystem (Amersham, UK). Es kann durch Vergleichen der Bahnen 1-4
bis 5-8 erkannt werden, dass dieser Prozess der AbstoRung die Expression von hsp60 in Wildtyp-Haut stei-
gert. Die erhéhte Expression von hsp60 in dem Gebiet des AbstolRungsvorgangs scheint es der hsp60-Autoim-
munitat zu erlauben, eine Rolle in dem Vorgang der Transplantationsabstof3ung zu spielen.

[0059] Um dieser Frage nachzugehen, verwendeten die Anmelder der vorliegenden Erfindung transgene
Mause. Fig. 1 zeigt weiter, dass die Expression von hsp60 konstitutiv in E?-hsp60 transgener NOD Haut (Spur
9) verstarkt ist verglichen mit Wildtyp-NOD-Haut (Spur 10), wahrscheinlich aufgrund der Aktivierung des MHC
Klasse Ill Promotors in den dendritischen Zellen der Haut (Kampgen et al., 1991). Die Konsequenzen dieser
konstitutiven Uberexpression sind in Fig. 2 gezeigt, in der 1 cm? Hautabschnitt von dem Riicken getéteter
Spendermause geschnitten und in Salzlésung gewaschen wurde. Stiicke von dorsaler Haut in der Gré3e von
einem cm? wurden von der mit Nembutal 6 mg/ml, 025 ml pro Maus behandelt anasthesierten Empfangermaus
entfernt, und durch die Spenderhauttransplantate ersetzt. Histoacryl (B. Braun Mesungen AG, D-34209 Mel-
sungen, Deutschland) wurde um die Transplantate herum aufgebracht und Nobecutan (ASTR, Astra Tech,
POB 13, Glos G15, UK) wurde Uber diese gespriiht.

[0060] Die Fig. 2A und 2B zeigen, dass die Ea-hsp60 NOD transgene Haut nicht abgestof3en wird, wenn sie
auf eine nicht-transgene NOD-Empfangermaus tbertragen wird. Die hsp60-transgene Haut hat also nicht ein
fremdes Histokompatibilitdts-Antigen wahrend des Einfligens des Maus-hsp60-Transgens angenommen;
E?-hsp60 transgene Haut ist noch eigen. Nichtsdestoweniger zeigen die Fig. 2C und 2D, dass das Uiberexp-
remierten Ea-hsp60-Transgen die AllotransplantatabstoBung in zwei unterschiedlichen AbstoRungssystemen
erheblich verstarken kann. Fig. 2C zeigt die Beschleunigung der HautabstoRung tber die MHC-Grenze (NOD
H29 Haut transplantiert auf allogene BALB/c H-2° M&use), der mittlere AbstoRungstag wurde von 20 auf 12
Tage reduziert (p < 0,0001), wahrend Fig. 2D die Beschleunigung der Abstof3ung durch weibliche NOD-Emp-
fanger von mannlicher Ea-hsp60 transgener NOD-Haut verglichen mit der AbstoBRung von mannlicher Wild-
typ-Haut wird der mittlere AbstoRungstag von 55 auf 30 Tage reduziert (p < 0,038). Die AbstoBung mannlicher
Haut durch syngene weibliche Mause wird durch ein kleines Histokompatibilitats-Antigen verursacht, das durch
das mannliche Y-Chromosom (Scott et al., 1995) codiert ist. Die konstitutive Uberexpression von Selbst-hsp60
in transgener Spenderhaut verstarkt den AbstoRungsvorgang, der auf die Fremdtransplantations-Antigene ge-
richtet ist, entweder gréRRer und kleiner.

[0061] Fig. 2E und 2F zeigen das umgekehrte Experiment, wobei die Empfanger NOD-Mause Trager der
Ea-hsp60 Transgene sind und daher eine herabgesetzte hsp60-Autoimmunitat haben (Birk et al., 1996b). Ver-
glichen mit der Wildtyp NOD-Maus zeigten die E?-hsp60 transgenen Mause einen verzdgerten mittleren Tag
der AbstoRung von allogenen C57BL/6 (H-2°) Hauttransplantaten (Fig. 2E) von 20 Tagen (p = 0,004) und von
BALB/k (H-2*) Hauttransplantaten (Fig. 2F) von 10 Tagen (p = 0,0001). Die AbstoRung von BALB/k (H-2%) und
BALB/b (H-2°) Haut war signifikant verzogert (p = 0,001 bzw. p = 0,015) nicht gezeigt. Mduse mit unterdriickter
Anti-hsp60-Autoimmunitat zeigen eine herabgesetzte Allotransplantatsabstof3ungsreaktion.
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[0062] Die Arbeiten der Erfinder der vorliegenden Anmeldung haben kirzlich entdeckt, dass die hsp60-Au-
toimmunitat in Wildtyp-NOD-Mausen (Elias et al., 1990; Elias et al., 1991; Elias et al., 1994; Elias et al., 1995)
und in anderen Stammen (Elias et al., 1996) durch therapeutisches Impfen der Mause subkutan mit ganzen
hsp60 oder hsp60 Peptiden emulgiert in mineralischem Ol (incompletten Freund'schen Adjuvans; IFA) modu-
liert werden kann. Der Mechanismus der Modulation (Elias et al., 1996) scheint eine Verschiebung im Phanotyp
der T-Zellenantwort auf hsp60 vom entziindungsfreundlichem TH1-Typ zu einem entzindungsfeindlichen
TH2-Typ der Antwort einzuschlieRen (Finkelman et al., 1990).

[0063] Die Fig. 3A-3B zeigen, dass eine solche Impfung einer Wildtyp-NOD (H-29") Empfangermaus oder ei-
ner C57BL/6 (H-2°) Maus zwei Wochen vor der Transplantation von BALB/C (H-2¢) Haut eine Verzégerung in
der HautallotransplantatabstoBung verursachte. Es ist aus Fig. 3A ersichtlich, dass C57BL/6 Mause, ein
Stamm der nicht daflr bekannt ist, an einer spontanen Autoimmunerkrankung zu leiden, eine signifikant ver-
langerte Uberlebenszeit von BALB/c Hauttransplantaten nach der Impfung mit hsp60 (p < 0,01) zeigten.
C57BL/6 Mause, die nur mit IFA geimpft worden waren oder mit dem rekombinanten Kontrollantigen Glutati-
ontransferase, zeigten keine verléangerte Uberlebenszeit der BALB/c Haut. Es ist aus Fig. 3B erkennbar, dass
NOD Mause auch eine verzdgerte AbstoRung der BALB/c allogenen Haut nach einer hsp60 Impfung hatten
verglichen mit einer Impfung mit dem rekombinanten Kontrollantigen (p < 0,0001). Fig. 4 zeigt, dass ein Impfen
der NOD Maus mit hsp60 Peptiden auch die Uberlebenszeit der allogenen BALB/c Haut verlangerte (p <
0,001). Es ist erkennbar, dass die hsp60 Peptide p12 und p277 effektiv waren verglichen mit der unbehandel-
ten Maus. Dagegen verlangerte Peptid p11, das in NOD Mausen nicht immunogen ist, die Uberlebenszeit des
Hautallotransplantats nicht. Die Behandlung der NOD Maus mit einem immunogenen Peptid von mycobacte-
riellem hsp60, das nicht mit Eigen-hsp60 kreuzreaktiv ist, verlangerte die Uberlebenszeit des Allotransplantats
auch nicht (nicht gezeigt). Die Impfung mit hsp60 oder verschiedenen hsp60 Peptiden, die wie gezeigt die
spontane hsp60 Autoimmunitat beeinflussen kann (Elias et al., 1990: Elias et al., 1991, Elias et al., 1994; Elias
et al., 1995; Elias et al., 1996), kann daher die AbstoBung von Fremdhaut signifikant hemmen.

[0064] In Fig. 1 ist gezeigt, dass die Belastung der Transplantationsreaktion die hsp60 Expression auch in
der nicht-transgenen Wildtyp-Haut heraufregulieren kann. T-Zellen, die auf hsp60 und andere hsp-Molekiile
reaktiv sind, wurden von Herz-Allotransplantaten (Moliterno et al., 1995), aber auch von anderen entziindlichen
Lasionen (Selmaj et al., 1991; Mor et al., 1992) isoliert. Die anti-hsp60 autoimmunen T-Zellen akkumulieren
sich daher an Orten der Entziindung. Es wird angenommen, dass die konstitutive Uberexpression von hsp60
in der Spender-Ea-hsp60-Haut die Aktivierung von anti-hsp60 autoimmunen T-Zellen an dem Ort verstarken
und die lokale Immunantwort durch Hinzufiigen von entziindungsférdernden (TH1-Typ) Cytokinen wie INFy
(Finkelman et al., 1990) bei der Allotransplantationsreaktion vergréern, wodurch andere T-Zellen, angeregt
und begriindigt werden, die auf die Fremdantigene antworten. Umgekehrt sollten hsp60 autoimmune T-Zellen,
die zum Erzeugen von antientzindlichen Cytokinen vom TH2-Typ aktiviert wurden, wie IL-10, zum Absenken
der Effektor-Immun-Reaktion durch eine Form von Hilfsunterdriickung dienen (Weiner et al., 1994). Um zu pri-
fen, ob die Behandlung mit hsp60 Peptiden, die Cytokin-Antwort modifiziert, wurden NOD- oder C57BL- Mause
mit hsp60 oder mit hsp60 Peptid p12 behandelt. Die Kontrollmause wurden gar nicht oder mit einer Salzlésung,
die in IFA emulgiert war, behandelt. Die Mause wurden mit BALB/c Hauttransplantaten transplantiert und zwan-
zig Tage spater, gerade bei Beginn der TransplantatabstoRung in den Kontrollmausen, wurden Gruppen von
funf bis zehn Mausen getdtet und ihre Milzzellen individuell in einer standardisierten gemischten Lymphozy-
tenreaktion (MLR) mit bestrahlten BALB/c Milzzellen als Stimulator (Lohse et al., 1990) gepruft. Die MLR Kul-
turen wurden auf eine T-Zellen Proliferation durch Thymidin-Inkorporation gepriift (Lohse et al., 1990). Es er-
gab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den behandelten und den Kontrollgruppen. Dennoch wurden
auch die MLR-Medien auf das Vorhandensein von TH1 Cytokin IFNy und von TH2 Cytokin gepruft. Es hat sich
ergeben, dass die T-Zellen der Kontrollmause 9,25 £ 1,7 ng/ml IFNy produzierten, wahren die T-Zellen der mit
hsp60 und p12 behandelten Mause nur 3,13 + 1,4 ng/ml IFNy (p = 0,002) erzeugten. Im Gegensatz zu der Ab-
nahme von IFNy zeigten die behandelten Mause eine erhéhte Produktion von IL-10; 8 + 1,4 ng/ml verglichen
mit 3,5 + 0,6 ng/ml in den Kontrolim&usen (p = 0,004). Die Verlangerung der Uberlebensdauer der Hauttrans-
plantate, die durch Impfung mit hsp60 oder hsp60-Peptiden induziert war, war begleitet worden von weniger
IFN? und mehr IL-10, das wahrend der MLR in vitro sekretiert worden war. Es hat sich weiter gezeigt, dass die
Ea-hsp60 transgenen NOD-Mause eine besondere Abnahme in ihrer IFN? (TH1) Antwort auf hsp60 ausbilden.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Modulation der Allotransplantat-Reaktion durch hsp60 Autoimmunitat
durch unterschiedliche Cytokinproduktion vermittelt wird. Unabhéngig von diesem Mechanismus zeigen die
vorliegenden Ergebnisse, dass eine hsp60 Autoimmunitat kritisch in der Antwort auf Fremdantigene sein kann,
starke oder schwache. Die natlrliche Autoimmunitat gegen hsp60 und maoglicherweise andere natirliche Ei-
genantigene, die in dem immunologischen Homunculus erkannt worden sind (Cohen 1992a; Cohen 1992), ha-
ben eine regulative Bedeutung.

[0065] Uber diese theoretische Spekulation hinaus kann die Manipulation der hsp60 Autoimmunitat prakti-
schen Nutzen haben. Die Arbeit der Erfinder der vorliegenden Erfindung hat gezeigt, dass die natlrliche hsp60
Autoimmunitat benutzt werden kann, zum Induzieren von T-Zellen zur Unterstitzung fur eine Antwort auf
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schwach immunogene bakterielle Antigene durch die Verwendung von hsp60 Peptid-bakteriellen Zuckerkon-
jugaten (Konen-Waisman et al, 1995). Daher kann das Hochregulieren der Autoimmunitat gegen hsp60 kann
helfen, eine Infektion zu bekdmpfen. Die vorliegende Erfindung zeigt, dass die Herabregulierung der natdrli-
chen hsp60 Autoimmunitat bei der Vermeidung einer TransplantatabstoRung nitzlich ist.

[0066] Nach der vollstandigen Beschreibung dieser Erfindung ergibt es sich fir die Fachwelt, dass diese in-
nerhalb eines grofien Bereichs aquivalenter Parameter, Konzentrationen oder Bedingungen verwirklicht wer-
den kann, ohne sich von dem Gedanken und Schutzbereich der Erfindung zu entfernen und ohne weitere Ex-
perimente.

[0067] Obgleich die Erfindung in Verbindung mit bestimmten Ausfiihrungsbeispielen beschrieben worden ist,
versteht es sich, dass weitere Abwandlungen mdéglich sind. Diese Anmeldung soll verschiedene Variationen,
Verwendungen oder Adaptionen der nachfolgenden Erfindungen im Allgemeinen beinhalten, die Prinzipien der
Erfindung schlief3t solche Abweichungen von der vorliegenden Erfindung ein, wie sie allgemein bekannt sind
oder allgemeine Praxis sind in dem Stand der Technik, auf den sich die Erfindung bezieht und wesentliche
Merkmale, die im Folgenden beschrieben sind und die sich aus dem Schutzbereich der beiliegenden Erfindung
ergeben.

[0068] Eine Bezugnahme auf bekannte Verfahrensschritte, tbliche Verfahrensschritte, bekannte Verfahren
oder ubliche Verfahren ist in keiner Weise ein Zugestandnis, das irgendeinen Aspekt, eine Beschreibung oder
ein Ausfuhrungsbeispiel der vorliegenden Erfindung in dem relevanten Stand der Technik offenbart, gelehrt
oder vorgeschlagen wird.

[0069] Die vorangehende Beschreibung der besonderen Ausfiihrungsbeispiele wird so vollstandig durch die
allgemeine Natur der Erfindung erfasst, dass andere durch Anwendung der Kenntnisse innerhalb des Standes
der Technik (einschlieBlich des Inhalts der hier zitierten Druckschriften) die Erfindung modifizieren und/oder fur
verschiedene Anwendungen adaptieren kdnnen. Fir bestimmte Anwendungen in solchen Ausfuhrungsbei-
spielen ohne erhebliche Versuche, ohne sich von dem allgemeinen Konzept der vorliegenden Erfindung zu 16-
sen. Solche Adaptionen und Modifikationen sollen innerhalb der Bedeutung und des Bereiches der Aquivalen-
te der offenbarten Ausfihrungsbeispiele, basierend auf der Lehre und der Anleitung, die hier prasentiert ist,
sein. Es versteht sich, dass die Phrasen oder die Terminologie hier nur zur Erlauterung und nicht zur Ein-
schrankung dient, so dass die Terminologie oder Ausdrucksweise der vorliegenden Beschreibung durch den
Fachmann im Lichte der Lehre und der Fuhrung, die hier prasentiert worden ist, in Kombination mit der Kennt-
nis des Fachmanns zu interpretieren ist.
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110
Glu
Arg
Gln
Ile
Met
190
Thr
Gly
Glu
Ile
Pro
270
Ala
Ile
Leu
Val

350
Gln

Ser
15
Lys
Leu
Ile
Thr
Ala
95
Asp
Gly
Gly
Ser
Ser
17%

Lys

Leu

Phe
Gln
285
Leu
Vval
Pro
Ala
Glu
3358

Thr

Ile

Arg
Phe
Ala
Ile
Val
80
Lys
Gly
Phe
val
Lys
160
Ala
Lys
Asn
Ile
Gln
240
Ser
Val
Leu
Gly
Thr
320
Asp

Lys

Glu



Lys
Tyr
385

val
Lys
Glu
Pro
Ile
465
Lys
Ser
Met
Leu
Val

545

Met

Arg
370
Glu
Ala
Lys
Glu
Ala
450
Glu
Asn
Ser
Val
Leu
530

Val

Gly

Ile

Lys

Val

Asp

Gly

438

Leu

Ile

Ala

Ser

Glu
515

Asp

Thr

Gln
Glu
Leu
Arg
420
Ile
Asp
Ile
Gly
Glu
500
Lys

Ala

Glu

Gly Met

Glu
Lys
lys
405
vVal
Val
Ser
Lys
val
485
Val
Gly
Ala

Ile

Gly
565
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Ile
Lau
390
Val
Thr
Leu
Leu
Axrg
470
Glu
Gly
Ile
Gly
Pro

550

Gly

Ile Glu
3758

Asn Glu

Gly Gly

Asp Ala

Gly Gly
440

Thr Pre
455

Thr lLeu

Gly Ser

Tyr Asp

Ile Asp
520

Val Ala
g3s

Lys Glu

Gly Met

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 2:
(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:
(A) LANGE: 24 Aminoséauren

Gln

Arg

Thr

Leu

425

Ala

Lys

Leu

Ala

505

Pro

Ser

Glu

Gly

Leu Asp Val

Leu
Ser
410

Asn

Cys

Asn

ile

Ile

430

Met

Thr

Leu

Lys

Gly
570

Ala
3958
Asp
Ala
Ala

Glu

Pro
475

'Val

Ala
Lys
Leu
Asp

S585
Gly

3go0

Lys

Val

Thr

Leu

Asp

460

Ala

Glu

Gly

vVal

Thr

540

Pro

Met

Thr

Glu
Arg
Leu
445
Gln
Met
Lys
Asp
Val
525
Thy

Gly

Phe

Thx
Ser
Val
Ala
430
Arg
Lys
Thr
Ile
Phe
510
Arg

Ala

Met

Ser
Asp
Asn
415
Ala
Cys
Ile
Ile
Met
495
Val
Thr

Glu

Gly

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Val Leu Gly Gly Gly Cys Ala Leu Leu Arg Cys lle Pro Ala Leu Asp
1 5 10 15
Ser Leu Lys Pro Ala Asn Glu Asp

20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 24 Aminosé&uren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3
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Glu
Gly
400
Glu
val
Ile
Gly
Ala
480
Gln
Asn
Ala

val

Ala
560
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Val Leu Gly Gly Gly Val Ala Leu Leu Arg Cys Ile Pro Ala Leu Asp
1 5 10 15
Ser Leu Thr Pro Ala Asn Glu Asp

20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 24 Aminoséauren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

Val Leu Gly Gly Gly Val Ala Leu Leu Arg Cys Ile Pro Ala Leu Asp
1 5 10 15
Ser Leu Lys Pro Ala Asn Glu Asp

20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 24 Aminosé&uren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

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

1 5 10 15
Ser Leu Thr Pro Ala Asn Glu Asp
20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 24 Aminoséauren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

Val Leu Gly Gly Gly Cys Ala Leu Leu Arg Val Ile Pro Ala Leu Asp
1 5 10 15
Ser Leu Lys Pro Ala Asn Glu Asp

20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 24 Aminoséauren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:
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Val Leu Gly Gly Gly Val Ala Leu Leu Arg Val Ile Pro Ala Leu Asp
1 5 10 15
Ser Leu Thr Pro Ala Asn Glu Asp

20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 8:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 24 Aminoséauren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

Val Leu Gly Gly Gly Val Ala Leu Leu Arg Val Ile Pro Ala Leu Asp
1 5 10 15
Ser Leu Lys Pro Ala Asn Glu Asp

20

2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 9:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 20 Aminosé&uren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:

Glu Glu Ile Ala Gln Val Ala Thr Ile Ser Ala Asn Gly Asp Lys Asp
1 5 10 15
Ile Gly AsnIle

20

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 10:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 18 Aminoséauren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:

Pro Gly Met Gly Ala Met Gly Gly Met Gly Gly Gly Met Gly Gly Gly
1 5 10 15
Met Phe

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 11:

(i) SEQUENZEIGENSCHAFTEN:

(A) LANGE: 20 Aminosé&uren

(B) TYP: Aminosaure

(C) STRANDEDNESS: einzel

(D) TOPOLOGY: linear

(i) MOLECULE TYPE: Peptid

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11:
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Glu Glu lle Ala Gln Val Ala Thr Ile Ser Ala Asn Gly Asp Lys Asp
1 5 10 15
Ille Gly Asn Ile

20

Patentanspriiche

1. Verwendung einer Verbindung, die im Stande ist, die hsp60-Autoimmunitat herunterzuregulieren, zum
Herstellen einer pharmazeutischen Zusammensetzung zum Verringern der Heftigkeit einer Wirt-Transplan-
tat-Reaktion in Verbindung mit der Transplantation eines Spenderorgans oder -gewebes in einen Wirt.

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Zusammensetzung einen tolerogenen Trager oder einen bio-
logisch aktiven Trager, der im Stande ist, eine TH1 -~ TH2-Verschiebung zu vermitteln, und die Verbindung, die
im Stande ist, die hsp60-Autoimmunitat herunterzuregulieren, ausgewahlit aus der Gruppe bestehend aus
hsp60, hsp60-Peptiden und Analoga, Salzen und funktionellen Derivaten davon, umfasst.

3. Verwendung nach Anspruch 2, wobei die Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe von hsp60-Pepti-
den, bestehend aus solchen mit der den folgenden Aminosaureresten von SEQ ID NO: 1 entsprechenden Se-
quenz: Reste 31-50, Reste 136-155, Reste 151-170, Reste 166-185, Reste 195-214, Reste 255-274, Reste
286-305, Reste 346-365, Reste 421-440, Reste 436-455, Reste 437-460, Reste 466-485, Reste 511-530,
Reste 343-366, und Reste 458-474, und Salzen und funktionellen Derivaten davon.

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei die Verbindung die Sequenz aufweist, die den Resten 437 bis 460
von SEQ ID NO: 1 entspricht.

5. Verwendung nach Anspruch 3, wobei die Verbindung die Sequenz aufweist, die den Resten 166 bis 185
von SEQ ID NO: 1 entspricht.

6. Verwendung nach Anspruch 3, wobei die Verbindung die Sequenz aufweist, die den Resten 466 bis 485
von SEQ ID NO: 1 entspricht.

7. Verwendung nach Anspruch 2, wobei die Verbindung ein hsp60-Peptidanalogon ist, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus Peptiden mit der Sequenz von SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 und SEQ ID NO: 8.

8. Verwendung nach Anspruch 2, wobei der biologisch aktive Trager eine Fettemulsion ist, umfassend:
10-20% Triglyceride pflanzlicher und/oder tierischer Herkunft;
1,2-2,4% Phospholipide pflanzlicher und/oder tierischer Herkunft;
2,25-4,5% Osmoregulator;
0-0,05% Antioxidationsmittel; und
steriles Wasser.

9. Verwendung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei die pharmazeutische Zusammenset-
zung vor einer Transplantation eines Spenderorgans oder -gewebes oral, intranasal, intravenés, intramuskular
oder subkutan an den Wirt verabreicht werden soll.

10. Verwendung von aktivierten T-Zellen, die im Stande sind, die hsp60-Autoimmunitat herunterzuregulie-
ren, zum Herstellen einer pharmazeutischen Zusammensetzung zum Verringern der Heftigkeit einer
Wirt-Transplantat-Reaktion in Verbindung mit der Transplantation eines Spenderorgans oder -gewebes in ei-
nen Wirt, wobei die T-Zellen in vitro mit hsp60-Protein, hsp60-Peptiden oder Peptidanaloga, Salzen und funk-
tionellen Derivaten davon aktiviert worden sind.

11. Verfahren zum Auswahlen eines hsp60-Peptids zur Verwendung bei der Verhiitung oder Unterdri-
ckung einer Transplantatabstofung, umfassend die Schritte:
Inkontaktbringen einer Reihe individueller hsp60-Peptide oder Analoga mit Antigen-prasentierenden Zellen
von peripheren Blutlymphozyten, die aus dem Blut eines Individuums isoliert werden, das ein Kandidat flr eine
Organ- oder Gewebetransplantation ist, wobei die Peptide nachweisbar markiert sind;
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Nachweisen von Peptiden, die an die Antigen-prasentierenden Zellen gebunden sind;
Auswahlen von einem oder mehreren Peptiden, die im Stande sind, an die Antigen-prasentierenden Zellen zu
binden.

12. Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Verbindung ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
hsp60, hsp60-Peptiden und Analoga, Salzen und funktionellen Derivaten davon.

13. Verwendung nach Anspruch 12 zum Verringern der Heftigkeit einer Wirt-Transplantat-Reaktion bei ei-
ner Organtransplantation.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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