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A taldlmany targya eljaras T limfocitak miikodését sza-
balyozo heterokonjugatumok eléallitasara, melynek so-
ran két, T limfocitdk sejtfelszinén 1évé kiilénbsz6 CD-
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Ugyancsak a talalmany targya az eljaras T limfocitak
aktivélasdra, illetve azok miikddésének szabalyozasara
fenti heterokonjugatumok alkalmazasaval.
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A jelen talalméany &sszefiiggésben van a 176.825 soro-
zatszamon az Amerikai Egyestilt Allamokban 1988. ap-
rilis 4-én benydjtott szabadalmi bejelentéssel; ennek le-
irasa a referenciaként épiil be a jelen bejelentésbe.

A jelen talalmany 0j antitest heterokonjugatumokra
vonatkozik, valamint ezek alkalmazasara limfocitak,
mint pl. T sejtek és B sejtek, aktivitasanak szabalyoza-
sara. Pontosabban a jelen taldlmany olyan hetero-
konjugatumokra vonatkozik, amelyek két antitestbol 4ll-
nak egymashoz kapcsolva, ahol mindegyik antitest kii-
lonbsz6 limfocita felilleti antigénnel reaktiv. Ezek a
heterokonjugatumok, ugy tiinik, ugy mikddnek, hogy
limfocitakhoz kotédnek és a megfeleld sejtfeliileti anti-
géneket, amelyek reagalnak, egymassal fizikai kozelség-
be hozzik, a limfocitak megnévekedett vagy csokkentett
szignal-transzdukciojat és burjanzasat idézve eld. A je-
len taldlmany egyik elényos kiviteli médja szerint egy
antitestet, amely a T sejtreceptorral vagy tarsult CD3
komplexével reaktiv, keresztkotésbe visziink egy olyan
antitesttel, amely egy masodik T sejtfelileti antigénnel
pl. CD2, CD4, CD6 vagy CDS antigénnel reaktiv, hogy
noveljiik a T sejtek aktivalasat és mikodését. Egy masik
eldnyds kiviteli méd szerint egy antitestet, amely a CDS5
T sejtfeliileti antigénnel reaktiv, keresztkoétésbe visziink
egy olyan antitesttel, amely egy masodik T sejtfeliileti
antigénnel, pl. CD4, CD6 vagy CD8 antigénnel reaktiv,
hogy noveljiik a limfocita-aktivalast és mikodést. Egy
tovabbi elényos kiviteli modban egy antitestet, amely az
antigének CD45 csaladjaval reaktiv, keresztkotésbe vi-
sziink egy olyan antitesttel, amely egy masodik T sejtfe-
lilleti antigénnel, pl. CD2, CD3, CDS5 vagy CD28 anti-
génnel reaktiv, hogy gatoljuk a limfocita-aktivalast és
miikodést. Egy még tovabbi elényés kiviteli formaban
egy antitestet, amely a CD4 antigénnel reaktiv, kereszt-
kétésbe visziink egy olyan antitesttel, amely CD45 anti-
génnel reaktiv, hogy fokozzuk a limfocita-aktivalast és
miik6dést. A jelen talalmany szerinti antitest-konju-
gatumok, eljarasok és kompozicidk limfocitdk szabalyo-
zasaban alkalmazhatdk, és megndvekedett cellularis im-
munvalaszokhoz vezetnek olyan betegségek kezelésé-
ben, mint a fert6z6 betegségek, rak, AIDS- és auto-
immun-betegségek.

A T limfocitakrol, amelyet a szakteriileten T sejtek-
nek is neveznek, ismeretes, hogy immunvalaszokat koz-
vetitenek legalabb két kiilon Gton. A citotoxikus T sejtek
a specialis célsejtek lizisében érdekeltek, mig a ,,segitd”
(helper) T sejtek a B sejtek burjanzasat és differencidlé-
dasat segitik eld, antigén-specifikus antitestek termelé-
séhez vezetve [lasd pl. Kimball JW. (szerkesztd):
Hntroduction To Immunology” cimi konyvét, 2. kiadas,
11-13. fejezet, Macmillan Publishing Co. (1986)]. A T
sejtek mindkét tipusa a T sejtreceptor (Ti) vagy a T sejt-
feliiletén levé tarsult CD3 komplexe (amelyet CD3/Ti
receptorkomplexnek is neveznek) antigénnel valé kol-
csonhatdsa révén aktivalodik egy antigént szolgaltatd
sejtfeliiletén, és igy fejti ki mitkodését [1asd pl. Reinherz
¢s munkatarsai: ,,Clonotypic Surface Structure On
Human T Lymphocytes: Functional And Biochemical
Analysis Of The Antigen Receptor Complex”
(Klontipusos feliileti szerkezet human T limfocitakban:
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az antigén receptorkomplex miikodési és biokémiai
elemzése), Immunol. Rev. 81, 95-129 (1984)].

Ugy talaltik azonban, hogy a T sejtek csak akkor
valaszolnak egy antigénre, amikor az antigén egy adott
MHC (,,majorhistocompatibility complex”) — 3 hiszto-
kompatibilitasi komplex — kodolt antigénnel tarsult az
antigént szolgaltatd sejten. A T sejt antigén altali felis-
merésérol ezért elmondhatjuk, hogy az antigénnel tarsult
MHC-kodolt termék osztalyara van korlatozva. Ennek
az MHC korlatozasnak az az eredménye, hogy a
citotoxikus T sejteket az I. MHC antigének osztalyaval
tarsult antigének aktivaljak, mig a segit6 sejteket a II.
MHC antigének osztalyaval tarsult antigének aktivaljak
[lasd pl. Kimball J.W. (szerkesztd): Introduction To
Immunology” (fentebb idézett munka), 286-289. oldal
¢és 348-358 oldal].

Ezenkiviil rajéttek arra, hogy a II. MHC-korlatozott
T sejtek a CD3/Ti receptor-komplexen kiviil egy CD4-nek
nevezett sejtfelilleti antigént is kifejeznek, mig az
1. MHC-korlatozott T sejtek CD8 sejtfeliileti antigént
fejeznek ki. Ez a kapcsolat az MHC korlatozas és CD-
antigén kifejezodés kozott ahhoz a hipotézishez vezetett,
hogy a T sejtaktivalasaban a megfelelé MHC antigének
a természetes ligandumok a CD-antigénekhez, azaz a
segitd T sejteken levo antigén kodlcsonhatasban van az
antigént szolgaltatd sejteken (pl. makrofagon) levd
II. MHC molekulak osztalyaval, és a citotoxikus T sej-
teken levé CD8 antigén kolcsonhatasban van a specialis
célsejteken (pl. virussal fertézott sejteken) levs I. MHC
molekuldk osztalyaval [lasd pl. Emmrich F. és munka-
tarsai: Eur. J. Immunol. /7, 529-34 (1987)]. Ezenkiviil
azt is felvették, hogy a T sejtek antigén felismerése egy
kvaterner komplex révén megy végbe, ahol a T sejt-
feliileten levé CD3/Ti receptorkomplex egy CD-anti-
génnel, pl. CD4 vagy CD8 antigénnel tarsulva ,latja” a
megfelel6 MHC-kédolt antigénnel tarsult antigént [lasd
pl. Anderson P. és munkatarsai: ,,Cross-Linking Of T3
(CD3) With T4 (CD4) Enhances The Proliferation Of
Resting T Lymphocytes” (T3/CD3) keresztkotése T4
/CD4/-gyel fokozza anyugvé T limfocitak burjanzasat),
J. Immunol. /39(3), 678-82 (1987)].

Ahogy ebben a bejelentésben alkalmazzuk, a CD-an-
tigének természetben eloforduld sejtfeliileti differen-
ciaciés antigének, amelyeket sejtek feliiletén levd
monoklonalis antitestek (mAb) reaktivitasaval hataro-
zunk meg, amint ezt egy nemzetk$zi munkacsoport meg-
jelolte, amely munkacsoportnak az a feladata, hogy egy-
séges nomenklatirat biztositson ezekhez az antigének-
hez [lasd pl. McMichael A.J. (szerkeszt$): Leukocyte
Typing III, Oxford University Press (Oxford, Egyesiilt
Kiralysag, 1987)]. Nagy szdmu CD-antigént mar mole-
kularisan klénoztak €s ezaltal teljes mértékig jellemeztek
(lasd a fentebb idézett munkat). A jol ismert CD-antigé-
nek kozé tartoznak a pan-T antigének: CD3, CD2, CDS5,
CD6 és CD7; egy, a segitd T sejtre fajlagos CD-antigén:
CD4; és egy, a szuppresszor T sejtre fajlagos CD-anti-
gén: CD8 [lasd pl. Ledbetter J. A. ¢s munkatarsai: a
Perspectives In Immunogenetics And Histocompa-
tibility” cimil kiadvanyban, 6. kétet; szerkesztd: Heise
E., Lymphocyte Surface Antigens 1984, 325-40. oldal;
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kiadé: American Society for Histocompatibility And
Immunogenetics (New York, 1984)]. A CD28 olyan
antigén, amely a T sejtek tobbségén jelen van [Yamada
és munkatdrsai: Eur. J. Immunol. 15, 1164-1169
(1985)]. Bar ezekrdl a differenciacios antigénekrél tgy
véljiik, hogy receptorokként mitkédnek, amint fentebb
leirtuk, és szignal transzdukcioval kotddnek T sejtekben,
pontos funkcidjuk a T sejtaktivalasban nem ismeretes €s
ez intenziv kutatas targya.

Igy pl. tanulméanyokat végeztek a CD-antigének sze-
repének meghatirozasara a T sejtaktivalasban molekula-
ris szinten. Ismeretes, hogy a CD3/Ti receptorkomplex
reakcidja mAb-vel vagy antigénnel egy transzmembrén
,,szignal” kialakulasdhoz vezet a T sejten belil. Ez a
szignal gyakran inozit-foszfatok (1, 2 és 3) termelésében
és a citoplazma szabad kalcium [(Ca®*)i] koncentraci6-
ndvekedésében jelentkezik [lasd pl. Imboden J. B. és
munkatarsai: J. Exp. Med. /67, 446456 (1985); és
Imboden J. B. és munkatarsai: J. Immunol. 738(5),
1322-24 (1987)].

Ennek a szignalnak a kialakitasa azonban val6szinii-
leg nem elegendd ahhoz, hogy T sejteket stimuldljon
burjanzésra (fentebb idézett munka, 873). Kisérleti ko-
rillmények kozott ugy talaltak, hogy amikor a T sejtfelii-
letén levd CD3 antigén kotésben van, pl. a sejtet egy
térhaldsitott antitesttel reagaltatva, ahol az antitest vagy
kiegészit6 sejtekkel kapcsolt (pl. a monocita Fc receptor
kélcsonhatasa révén egy CD3-ra vonatkozé antitest Fc
részével), vagy szilard rogzitdanyagon levd antitest im-
mobilizalasaval T sejtburjanzas alakul ki.

Igy a CD3/Ti receptorkomplexre vonatkozé mAb-k,
amelyek szilard rogzitéanyaghoz vannak kapcsolva,
burjanzasra stimulaljak a T sejteket [lasd pl. Anderson
P. és munkatarsai, fentebb idézett munka, és Walker
C. és munaktarsai: ,Activation Of T Cells By Cross-
Linking And Anti-CD3 Antibody With A Second Anti-
T-Cell Antibody: Mechanism And Subset-Specific
Activation” (T sejtek aktivalasa anti-CD3 antitest ke-
resztkotése révén egy masodik anti-T sejt antitesttel:
Mechanizmus és rész-halmaz fajlagos aktivalas), Eur.
J. Immunol. /7, 873-80 (1987)], részben a CD3 antigén
keresztkotésének, részben a CD3/Ti receptorkomplex
gatlasa (internalizalasa) kovetkeztében, amely arra ira-
nyulnak, hogy gétoljak a T sejtaktivalast [lasd pl.
Ledbetter J. A. és munkatarsai: Valency Of CD3 Binding
And Internalization Of The CD3 Cell-Surface Complex
Control T Cell Responses To Second Signals” (A CD3
kotés értékiisége és a CD3 sejtfeliileti komplex
internalizalasa szabalyozza a T sejt valaszokat masodik
szignalokhoz),J. Immunol. /36, 3945-52 (1986)]. Jelen-
tds nehézségek vannak azonban egy szilard
rogzitbanyagon immobilizalt anti-CD3 alkalmazasandl
T sejtaktivitas in vivo fokozasara gyogydszati alkalma-
zasokhoz. Ilyen alkalmazasok ko6zé értjitkk pl. szilard
hordozok, altalaban kis gyongyok injektalasat a betegbe,
amely bizonyos veszélyeket vonhat maga utan a beteg
egészségére, pl. elzarhatja az artéridkat vagy csomokat
alakithat ki ezekben.

Ezenkiviil azt is felfedezték, hogy fizioldgiai koril-
mények kozott eza CD3 antigén-keresztkotés révén elért
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CD3/Ti stimulalas is csak minimalis jelet ad, amelyet a
CD3/Ti és mas CD-antigének kozti kolcsonhatésok kell,
hogy fokozzanak (lasd Anderson P. és munkatarsai, fen-
tebb idézett munka, 678. oldal).

Ezenkiviil van némi bizonytalansag, ami a CD-anti-
gén pontos hatésat illeti a T sejt aktivalasdban. igy pél-
ddul a spontan CD4 veszteség [lasd Marrack P. és mun-
katarsai: J. Exp. Med. 158, 1077-91 (1983)], valamint a
génatviteli kisérletek [lasd példaul Gay D. és munkatar-
sai: Nature 328, 626-629 (1987)] elemzése azt sugallja,
hogy a CD4 kifejez6dése fokozza a T sejtvalaszokat
fajlagos antigénre, és hogy a CD4 akkor jatszik kiilono-
sen fontos szerepet, amikor az antigének koncentracidja
az optimalis alatt van, vagy amikor a T sejt aviditdsa az
antigén/MHC-kddolt antigénhez alacsony [lasd Regnier-
-Bigoroux A. ¢és munkatérsai: Eur. J. Immunol. 6,
1385-90 (1986); és Shaw. S. és munkatarsai: J.
Immunol. 134(5), 3019-26 (1985)]. Ezenkiviil, amikor
a CD3-mal és CD4-gyel reaktiv mAb-k azonos
rogzitbanyagon vannak immobilizalva, az immobilizalt
antitesteknek kitett T sejtek burjanzasa fokozodik. Ha-
sonléképpen, amikor a CD3-ra és CD8-ra aktiv mAb-k
szilard rogzitdanyaghoz vannak kotve, a T sejtek burjan-
zasa fokozodik azon a mértéken tul, mint amikor egyediil
a CD3-ra reaktiv antitestet alkalmazzdk (lasd Anderson
P. és munkatarsai, fentebb idézett munka).

Szolubilis CD4 monoklondlis antitestekkel végzett
tanulmanyok azonban azt jelzik, hogy a szolubilis anti-
test gatolja a T sejtvalaszokat, azt sugallva, hogy a CD4
olyan negativ jelet ad at, amely gatoljaa T sejt aktivalasat
[lasd példaul Bonk J. P. és munkatarsai: J. Exp. Med.
163, 1294 (1985); Tite J. P. és munkatarsai: J. Cell. Mol.
Immunol. 2, 179-190 (1986); és Rosoff P. M. és munka-
tarsai: Cell, 49, 845-853 (1987)].

A B limfociték, amelyek B sejtekként is ismeretesek,
az antitesttermel (plazma) sejtek prekurzorai. Amikor
B sejteket stimulalnak valamely antigénnel, amely a
segitd T sejtek és makrofagok egyiittmiikddését igényli,
B sejtek burjinzanak és plazmasejtekké és ,.emlékezd”
B sejtekké differencidlédnak. A B sejteken azonositott
CD-antigének kozott talaljuk a CD19, CD20, CDw40,
CD45, CD45R ¢és Bgp95 antigéneket (ez utdbbi olyan
antigén, amely még nem kapott megfelelé CD jelolést)
[McMichael: Leukocyte Typing III (fentebb idézett
munka)].

Egy masik érdekes antigén a CD45 leukocita kozos
antigén (L-CA,; ez ismeretes T200-ként vagy Ly—5-ként
is). A CD45 180 és 220 kDa molekulatomegi
glikoproteinoknak felel meg. [Trowbridge és munkatar-
sai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 157-161 (1975);
Komuro és munkatarsai: Immunogenetics /, 452456
(1975); Schied ¢s munkatarsai: Immonogenectics
9,423-433 (1979); Dalchan és munkatarsai: Eur. J.
Immunol. 10, 737-744 (1980); és Omary és munkatar-
sai: J. Exp. Med. 152, 842-852 (1980)]. A CD4S5 kiilon-
b6z6 izo-formai keletkeznek valtozé mRNS hasadéasok-
bol. Ezek az izo-formak kiilonb6zéképpen fejezodnek ki
T és B-limfocitdk szubpopulacidiban. Bizonyos, human
CD45 elleni monoklonalis antitestek (mAb-k) felismer-
nek olyan epitopokat, amelyek az 0sszes 220, 205, 190
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€s 180 kD-os CD45 izo-formaban részt vesznek [Cobold
és munkatdrsai: Leukocyte Typing III, fentebb idézett
munka, 15. fejezet, 788-803. oldal]. Mis mAb-k viszont
a CD45-nek csak a 220 kD-os, CD45R-nek nevezett
izo-formajat ismerik fel, amely szelektiven fejezédik ki
B limfocitdkon és T sejtek egy szubpopulacidjan
[Cobold, fentebb idézett munka; Dalchau és munkatér-
sai: J. Exp. Med. /33, 753-765 (1981); Morimoto és
munkatarsai: J. Immunol. 734, 1508-1515 (1985); és
Ledbetter és munkatarsai: J. Immunol. /35, 1819-1825
(1985)]. Egy masik mAb, az UCHL-1, szelektiven k§-
tédik a 180 kDa-os forméhoz, amely kérgi timocitakra
és aktivalt vagy memoria T sejtek alcsoportjara terjed ki
[Smith és munkatarsai: Inmunology 58, 6370 (1986)].

Nemrégiben kovetkeztették ki a CD45 (L-CA) pri-
mer szerkezeteket a ¢cDNS nukleotid szekvenciakbél
patkdnynal [Thomas és munkatarsai: Cell 4/, 83-93
(1985); Barclay és munkatarsai: EMBO J. 6, 1259-1264
(1987)], egémél [Saga és munkatarsai: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86, 6940-6944 (1986); Raschke W.C.: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84, 161-165 (1987); Thomas és
munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 5360-5363
(1987); Saga és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 84, 5364-5368 (1987)], és embemél [Ralph ¢és
munkatarsai: EMBO J. 6, 1251-1257 (1987); Streuli és
munkatarsai: J. Exp. Med. 766, 1548-1566 (1987)].

A CD45 integralodé membranfehérje, mely egy
nagy, 705-707 aminosavas citoplazmds szegmenst, egy
22 aminosavas transzmembrin szegmenst és egy
400-550 aminosavval rendelkezd extracellularis tarto-
manyt tartalmaz. A CD45 kiilonbozd izo-formai, ame-
lyek egy egyedi gén primer transzkriptjeinek kiilonboz6
mRNS hasadasai hoznak létre, eltérd extracellularis tar-
tomannyal (domain) birnak, de transzmembran és citop-
lazmés szegmenseik azonosak (Barclay, fentebb idézett
munka; Ralph, fentebb idézett munka; és Streuli, fen-
tebb idézett munka). A citoplazmas szegmens két homo-
16g, nagy mértékben megérzétt tartomannyal (domain)
bir mintegy 300 gyokkel.

A CD45 funkcidjanak meghatarozasat megkisérld
tanulmanyok ellentmondé eredményeket adnak
(Cobold, fentebb idézett munka). A human vagy egér
antigén elleni mAb-kkel kapcsolatban beszamoltak ar-
rol, hogy gétoljak a T és B sejtburjanzast [Harp és
munkatdrsai: J. Immunol. 733, 10-15 (1984); Bernabeu
¢és munkatérsai: Eur. J. Immunol. /7, 1461-1466 (1987);
¢és Mittler és munkatarsai: J. Immunol,. /38, 3159-3166
(1987)], az antitestképzo sejttermelést [ Yakura: J. Exp.
Med. 157, 1077-1088 (1983)], és a természetes 616
(NK) sejt és citotoxikus T sejtaktivitdst [Seaman és
munkatarsai: J. Immunol. 727, 982-986 (1981);
Newman W.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79,
3858-3862 (1982); Nakayama és munkatirsai: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76, 1977-1981 (1979); Lefrancois
€s munkatérsai: Nature (London) 314, 449-452 (1985)).
Az anti-CD45 mAb-kkel kapcsolatban azonban besza-
moltak arrél, hogy bizonyos kériilmények kozott fokoz-
zék a T sejburjanzast [Cobold, fentebb idézett munka;
Ledbetter, fentebb idézett munka; és Martorell és mun-
katarsai: Eur. J. Immunol. /7, 1447-1451 (1987)].
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Thomas (fentebb idézett munka) azt sugallja, hogy a mole-
kula 80 kD-os citoplazmés része a maga két megorzott
homol6g tartoményaval (domain) kritikus szerepet jatszhat
a (D45 mitkddésében. Nemrégiben ezekrd] a tartoményok-
ol ugy talaltak, hogy homolégok a tirozin--foszfataz na-
gyobb kis molekulatomegii fehérjéjével, amelyet a human
méhlepénynek mind solubilis, mind szemcsés frakcidibol
izolaltak [Tonks és munkatarsai: J. Biol. Chem. 263,
6722-6730 (1988); Charbonneau és munkatérsai: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 85, 7182-7186 (1988)]. Ez azt
sugallja, hogy a CD45 membranhoz kétott tirozin-foszfataz
fehérje, amely kolcsénhatasban miiksdhet mas membran-
nal tarsult fehérjékkel.

Az alabbiakban roviden dsszefoglaljuk a taldlmanyt.

A jelen taldlmany felderit néhany fentebb targyalt
bizonytalansigot és olyan antitest-heterokonjugatu-
mokat  szolgaltat, amelyek két, kiilonbozd T
limfocitakon kifejezett feliileti antigénnel reaktiv, CD-
antitestb6l allnak, ahol az antitestek keresztkdtésben
vannak (kapcsolodnak) egymassal. Ezek kéziil a
heterokonjugatumok koziil némelyek fokozzak a jelatvi-
telt T sejtek aktivélasanal, amint ezt azzal a képességiik-
kel hatarozzuk meg, hogy névelik a [(Ca**)i]-t a T sej-
tekben olyan fehérjekoncentracioknal, amelyek mintegy
két nagysagrenddel kisebbek, mint a csak CD3 antigén-
nel reaktiv antitestek esetén.

Ezenkiviil a jelen taldlméany szerinti heterokonjugatu-
mok magukba foglaljak azokat a heterokonjugatumokat,
amelyek képesek gatolni a T limfocitak aktivalasat és
mitkodését.

A jelen talalmany egyik elényds kiviteli médja szerint
egy, a CD3/Tireceptorkomplexszel vagy alkotérészével
reaktiv monoklonalis antitestet keresztk6tésbe visziink
egy, a T sejtfeliiletén levé masodik antigénnel, pl. CD2,
CD4, CD6 vagy CDS antigénnel reaktiv monoklonalis
antitesttel, hogy olyan heterokonjugdtumokat képez-
ziink, amelyek fokozzdk a jelatvitelt a T sejtek aktivala-
saban. Egy masik elényds kiviteli mod szerint egy, a
CD5 T sejtfeliletén levd antigénnel reaktiv mono-
klonalis antitestet visziink keresztkotésbe egy T sejtfelii-
letén levé masodik antigénnel, pl. CD4, CD6 vagy CD8
antigénnel reaktiv monoklonalis antitesttel. Egy kiilons-
sen elényds kiviteli mod olyan heterokonjugatumra vo-
natkozik, amely CD3 elleni antitestet tartalmaz CD4
elleni antitesttel keresztkdtve.

A jelen taldlmany egy még tovabbi kiviteli médja
szerint egy, a CD45 T sejtfeliiletén levd antigénnel reak-
tiv monoklonélis antitestet visziink keresztk6tésbe, egy,
a T sejtfeliileteken levé masodik antigénnel, pl. CD2,
CD3 vagy CD28 antigénnel reaktiv monoklonalis anti-
testtel, hogy olyan heterokonjugdtumokat képezziink,
amely gatolja a limfocitdk aktivalasat. Egy kiilonosen
elényos kiviteli mod olyan heterokonjugatumra vonat-
kozik, amely CD3 antitestet tartalmaz CD45 antigénnel
vagy CD45 izo-formaival reaktiv antitesttel kapcsolva.

A jelen talalmany szerinti heterokonjugatumokkal
T limfociték kezelhetSk, amely azt a célt szolgalja, hogy
fokozzak vagy gatoljak a limfocitak aktivalasat a cellu-
laris immunviélaszok kialakitasaban. A jelen talalmany
szerinti heterokonjugdtumok tehat alkalmazhaték olyan
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gyogyaszati kompozicidkban, amelyek legalabb egy, je-
len taldlmany szerinti heterokonjugatum gyogyaszatilag
hatasos mennyiségébdl és valamely gyogyaszatilag elfo-
gadhatd hordozobol allnak. fgy a jelen talalmany szerinti
heterokonjugatumok, médszerek és kompoziciok alkal-
mazhatok az immun-terapiaban, hogy fokozzak vagy
szabélyozzak az immunvalaszokat, pl. a fert6z6 betegsé-
gek, rak, AIDS és autoimmun betegségek kezelésében.

Az alabbiakban réviden ismertetjiik az dbrakat.

Az 1. ébra a citoplazmds szabad kalcium [(Ca?*)i]
koncentracio névekedésének Gsszehasonlitd abrazoldsa
az id6 fliggvényében periférias vérlimfocitak stimulala-
sa esetén kiilonb6z6 koncentraciokkal (A) a jelen talal-
many szerinti egyik CD3/CD4 heterokonjugatumaval, a
G19-4/G17-2-vel vagy (B) a G194 anti-CD3
monoklonalis antitesttel.

A 2. dbra a (Ca®)i valasznak és a véalaszold sejtek
szazalékanak Osszehasonlito grafikus dbrazolasa az i1d6
fuggvényében vagy periférids vér limfocitak (PBL),
vagy CD4" T sejtek stimulalasakor az egyik jelen talal-
many szerinti CD3/CD4 heterokonjugdtummal, a
G19-4/G17-2-vel. A sejtek elokezelésének gatld hatasat
a G17-2 nevi anti-CD4 monoklonalis antitesttel, ame-
lyet a heterokonjugdtummal végzett stimulalas kovet,
szintén bemutatjuk.

A 3. dbra a jelen taldlmany szerinti G19-4/G17-2
heterokonjugatum () vagy a G19-4 nevii anti-CD3
monoklonalis antitest ((I) (Ca®*)i aktivitasanak osszeha-
sonlitd titralasait abrazolja CD4" T sejteknél 5 mmal/1
EGTA jelenlétében.

A 4. 4bra az inozit-foszfat novekedés dsszehasonlito
grafikus abrazolasa az id6 fiiggvényében CD4™ T sejtek
stimulalasdra a G19—4 nevii anti-CD3-mal (®) vagy a
jelen talalmany szerinti egyik CD3/Cd4 heterokonjuga-
tummal, a G19-4/G17-2-vel (D) | pg/ml-nél. Bemutat-
juk az inozit-foszfat szinteket a nem stimulalt kontrol-
loknal (O), t=0ést= 10 percnél. Az A panel abrazolja
a novekedést az 1 inozit-foszfatnal (InsP;), a B panel
abrazolja a novekedést a 2 inozit-foszfatnal (InsP,) és a
C panel abrazolja a novekedést a 3 inozit-foszfat-
nal(InsPs).

Az 5. abra két fiiggetlen kisérletet mutat be, ahol a
novekedést mérjitkk az InsPl-ben a biotin-konjugalt
anti-CD4 (G17-2)-vel eldkezelt CD4+ T sejtek stimu-
lalasat kovetben vagy anti-CD3(G19-4)-gyel, vagy
G17-2-vel, vagy egy CD3/CD4 heterokonjugatummal
(G19-4/G17-2); vagy avidinnel, vagy ezek kombinaci-
oival, ahogyan az abraban jelezziik.

A 6. dbra egy anti-CD3 monoklonalis antitest (CD3
Mono), egy CD3/CD3 konjugatum (CD3 Homo), egy
CD4/CD4 homokonjugatum (CD4 Homo) és egy jelen
talalmdny szerinti CD3/CD4 heterokonjugatum (CD3+4
Hetero) hatasat abrazolja a T sejt burjanzasra, amint ezt
[*H]-timidin beépitéssel jelezziik, CD4" T sejteken
PMA-val (forbol-mirisztat-acetdt) vagy a nélkiil, és
CD28 elleni antitesttel vagy anélkiil.

A 7. abra CD4™ T sejtek burjanzasi valaszanak 6ssze-
hasonlité grafikus dbrazolasa, H-timidin-beépiiléssel
jelezve vagy G194 (CD3 Mono) + PMA (W — W), vagy
G194 + anti-CD28 (0—CD28) (V -V ), vagy CD3/CD4
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heterokonjugatum (CD3 + 4 Hetero) + PMA (V¥ .. V),
vagy CD3/CD4 heterokonjugatum +o-CD28 (V ... V),
vagy CD3/CD3 homokonjugéatum (CD3 Homo) + PMA
(¥ —— V), vagy CD3/CD3 homokonjugatum +0o~CD28 (

A 8. abra a CD4" T sejtek szdzalékat mutatja be az
elsd, masodik, vagy harmadik sejtciklus utan, a T sejtek
PHA-val (fitohemagglutinin), vagy a taldlmanyunk sze-
rinti CD3/CD4 heterokonjugatummal (G19-4/G17-2),
vagy egy CD3/CD3 homokonjugatummal (G19-4/G19-4),
vagy egy CD3/CD8 heterokonjugatummal, mint kontrol-
lal (G19-4/G10-1), és egy CD4/CD4 homokonju-
gatummal (G17-2/G17-2) torténd, harom napos stimu-
lalast kovetden.

A 9. dbra az immobilizalt anti-CD3 mAb G19-4-gyel
indukalt T sejtek burjanzasi valasza gatlasanak dsszeha-
sonlité grafikus abrazolasa, amint ezt [*H]-timidin be-
épiiléssel jelezziik, vagy egyediil (@), illetve vagy anti-
CD45 mAb 9.4 (O), vagy anti-p97 mAb 96.5 (O) kon-
centracidk fliggvényében, PMA nélkiil (A) vagy PMA-
val (B) (0sszehasonlitasként bemutatjuk a burjanzast an-
ti- CD45 mAb 9.4-gyel is oldatban; atlagokat mutatunk
be; a standard hiba < 15%).

A 10. dbra grafikonokat mutat be, amelyek a T sejtek-
ben a jelatvitel szabalyozasat abrazoljak CD45 receptor
révén, a (Ca?")i novekedésével kifejezve az id6 fliggvé-
nyében a T sejteken levd receptorok keresztkotése utan
vagy anti-CD45 mAb 9.4-gyel vagy anti-CD45R mAb
3ACS5-tel egyiitt, amint ezt a késdbbi 4. példaban leirjuk.
(Az atlagos (Ca?")i-t bal oldalon mutatjuk be, és a véla-
szold sejtek szamanak szazalékat a jobb oldalon mutatjuk
be az egyes kisérleteknél; nyilak jelzik az mAb-k vagy
az avidin hozzdadasat.

Az aldbbiakban részletesen ismertetjiik a taldlmanyt.

Abbodl a célbol, hogy az itt leirt talalmany még teljeseb-
ben leirhato legyen, az alabbi részletes leirast adjuk meg.

A jelen talalmany 1j antitest-heterokonjugatumokra
vonatkozik és ezek alkalmazasara a limfocita aktivalas
vagy miikodés fokozasara vagy gatlasara. Pontosabban a
jelen taldlmany olyan heterokonjugatumokra vonatko-
zik, amelyek két antitestbdl allnak egymassal kereszt-
kotve, ahol az egyes antitestek eltéré T limfocita-
sejtfeliiletén levé CD-antigénnel reaktivak. El6nydsen az
aktivitas noveléséhez a konjugatum antistetjeinek egyike
a T sejtreceptorral (Ti) vagy ennek tarsult CD3 antigén
komplexével reaktiv, és a masik antitest egy masodik
T sejtfeliiletén levd antigénnel, pl. CD-antigénnel (pl.
CD2, CD4, CD6 vagy CD8 antigénnel) reaktiv.Egy ma-
sik esetben a konjugatum antitestjeinek egyike a CD5
antigénnel reaktiv, és a masik antitest egy masodik T
sejtfeliileti antigénnel, pl. CD4, CD6 vagy CDS antigén-
nel reaktiv. A CD4/CD45 heterokonjugatum szintén
megndvekedett T sejtaktivitdshoz vezet. A géatlishoz a
heterokonjugatumok antitestjeinek egyike elényosen az
antigének CD45 csaladjaval (izo-formak) reaktiv, és a
masik antitest valamely T sejtfeliiletén levé antigénnel,
pl. CD2, CD3, CDS5 vagy CD28 antigénnel) reaktiv.

Anélkiil, hogy valamely elmélethez kétédnénk, agy
hissziik, hogy az itt leirt heterokonjugatumok, amikor
limfocitakkal reagalnak, ugy mitkodnek, hogy kétédnek
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megfeleld antigénjeikhez a sejt felszinén, ezeket az anti-
géneket szoros kozelségbe hozva egymassal; ez olyan
lépés, amely utdnozhatja azt az egyiittcsomosodast
(,,coclustering™), amely a T sejtreceptor és a CD4 kozott
eléfordul, amikor segitd T sejteket érintkezésbe hozunk
antigén-prezentalo sejtekkel a T sejtaktivalas soran [lasd
pl. Kupfer A. és munkatarsai: ,,Coclustering Of CD4
(L3T4) Molecule With The T-Cell Receptor Is Induced
By Specific Direct Interaction Of Helper T Cells And
Antigen Presenting Cells” (A CD4(L3T4) molekula
egylttcsomosodasat a T sejtreceptorral a segit6 T sejtek
és antigénado sejtek specialis kozvetlen kolcsdnhatdsa
okozza), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 5888-5892
(1987)]. Ez a kélcsonhatas a T sejtantigének kozott a
sejtfeliileten, ugy tinik, fokozza a CD3/Ti altal kozveti-
tett transzmembran jelképzést és igy a T sejtaktivalast.

Bar a CD45 antigén hatdsdnak mechanizmusat a
limfocitdkra nem értjiikk, az itt leirt CD45 hetero-
konjugitumok ugy miikédhetnek, hogy funkcionalisan
modositjak a tobbi limfocita receptorokat, amikor kézeli
fizikai érintkezésbe keriilnek veliik; ez pl. gatlast ered-
ményez bizonyos CD-receptorok, pl. a CD3 antigén
aggregaldsa utan. A nemrégiben leirt homologia a CD45
citoplazmas tartomanyai (doménjei) és a human méhle-
pény tirozin-foszfataz fehérjéje kozott azt sugallja, hogy
az el6bbi valdjaban egy membranhoz kétott tirozin-
-foszfataz fehérje, amely tigy miikodik, hogy moédositja
a jelatvitelt a leukocitakban ugy, hogy defoszforilezi a
kulcs tirozingyokdoket a tobbi membranhoz tarsult mole-
kulékon, pl. a CD3 zéta-lancan [Klausner és munkatar-
sai: J. Biol. Chem. 262, 12654-12659 (1987)]. A CD45
modosithatja a CD4-gyel tarsult tirozin-kindz fehérje-
aktivitast is, amely normalisan ugy mikédik, hogy sza-
balyozza az antigénnel hajtott jelatvitelt [Rudd és mun-
katarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA &85, 5190-5194
(1988)]. Egy masik uton a CD4-gyel tarsult tirozin-
-kinaz foszforilezheti a CD45 antigént tirozin gyokein és
igy moédosithatja aktivitasat. Ez megmagyarazhatja az
egyedi fokozo aktivitast, amelyet a CD4 és CD45 recep-
torok keresztkotésének eredményeként kapunk, amint ez
a késdbbi példakban lathaté. Ez amodell eldre varhatova
tenné, hogy a kulcs tirozin gyokok foszforilezése sziik-
séges a kalcium mobilizalasahoz és megel6zi azt. Az
enzimnek, amely csak a t6bbi membranhoz tarsult fehér-
jékkel szoros kozelségben mikodik, egy integralis
membran formdaja szolgdlhat a tirozin kindz fehér-
je/foszfataz lokalizalasara a specialis sejtfeliileti mole-
kulakhoz. Igy gy vélhetjiik, hogy a jelen taldlmany
szerinti heterokonjugatumok gy miikddhetnek, hogy
fokozzak vagy gatoljak a limfocita aktivalast és miko-
dést.

Meg kell jegyezniink, hogy a T sejtszabalyozas, azaz
gatlas, a jelen talalmany szerint pan-T sejtszabalyozas
lehet, vagy T sejtek bizonyos alkészletének vagy klon-
Janak szabalyozasa lehet.

A pan-T sejtszabalyozas a T sejtek érintkezésbe ho-
zasanak eredménye olyan heterokonjugatumokkal, ame-
lyek szabalyozzak a T sejtek teljes készletét vagy popu-

allnak, amelyek reaktivak az 6sszes T limfocitékon ta-
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lalhaté T sejtantigénekkel. Az egyik ilyen hetero-
konjugatum a jelen taldlmany szerinti CD3/CD2
heterokonjugatum, ahol a CD3 ¢és CD2 pan-T
sejtantigének [lasd pl. Ledbetter J. A. és munkatarsai:
,Perspectives In  Immunogenetics And  Histo-
compatibility” (Tavlatok az immungenetikdban és
hisztokompatibilitasban), fentebb idézett munka, 1. tab-
lazat].

Megfeleld heterokonjugitum alkalmazisaval azon-
ban fajlagosabb szabalyozas érheté el. fgy pl. olyan
esetekben, ahol azt kivanjuk, hogy a T sejteknek csak egy
fajlagos alpopulacioja aktivalodjék, pl. csak segité vagy
szuppresszor alkészlet, ezt ugy érhetjik el, hogy olyan
heterokonjugatumot alkotunk meg, ahol az antitestek
egyike az adott T sejt-alpopuldcioval reaktiv, azaz az
egyik antitestnek reaktivnak kell lennie egy erre az
alpopuldciora fajlagos antigénnel. A konjugatum masik
antitestje eldnyosen egy pan-T sejtantigénre fajlagos.
E szerint a kiviteli mod szerint azutan a talalmany szerin-
ti CD3/CD4 vagy CD5/CD4 heterokonjugatumok fajla-
gosan fokozzak a segitd (helper) T sejtek aktivalasat (a
CD4 a segitd T sejtalkészletre fajlagos), mig a CD3/CD8
vagy CDS5/CD8 vagy CD5/CD8 heterokonjugatumok
fajlagosan fokozzdk a szuppresszor T sejt alpopulacio
aktivalasdt (a CD8 fajlagos a szuppresszor T sejt-
alkészletre).

Egy masik eljardsban egy talalmanyunk szerinti
CD3/CD45 heterokonjugatum fajlagosan gatolja a CD45
antigéneket hordozo T sejtek aktivaldsat. Mivel a CD45
receptor izo-formdi kifejezddnek T sejtek alkészletein is,
azok a talalmanyunk szerinti heterokonjugatumok, ame-
lyek CD45 izo-formakkal reaktiv antitestet tartalmaznak,
szintén alkalmazhatdk T sejtek ezen alkészleteinek sza-
balyozésara.

Végiil ahol klén-tipusos szabalyozas kivanatos, azaz
fajlagos T sejtklonok szabalyozasa, a jelen taldlmany
heterokonjugdtuma tartalmazhat egy anti-klontipusos
(T1) antitestet egyik komponenseként, azaz egy olyan
antitestet, amely a szabalyozni kivant klon T
sejtreceptoranak valtozo teriiletével reagal. igy azokban
az esetekben, ahol egy klon-tipusos T sejt nem képes
megfelelden ,.észrevenni” egy adott antigént vagy vala-
szolni egy adott antigénre, pl. valamely tumor- vagy
virus antigénre, vagy el van fojtva valaszaban, egy jelen
talalmany szerinti heterokonjugatumot, amely a nevezett
T sejtre fajlagos anti-klon-tipusos antitestet tartalmaz,
alkalmazhatunk ezeknek a T sejtklonoknak a szabalyo-
zasara. Egy masik eljarasban T sejtek egy adott klonjanak
gatlasdhoz Ti/CDA45-bél (vagy Ti/CDA45 izo-formabol)
alkotott heterokonjugatumot alkalmazhatunk. E szerint a
kiviteli mod szerint a heterokonjugatum Ti komponensét
ugy lehet tekinteni, mint amely lényeges résztvevije az
antigénnek a fajlagos T sejt szabalyozaséban. A hetero-
konjugatum masik antitestje pan-T-sejt-specifikus vagy
alkészlet-specifikus antitest vagy CD45-tel vagy CD45
izoformaval reaktiv antitest lehet.

fgy azok kozétt az antitestek kozott, amelyek a talal-
mény szerintt heterokonjugatumot tartalmazzak, tala-
lunk minden olyan antitestet, amely egy limfocita feliile-
tén levé CD-antigénnel reaktiv. Egy elény6s kiviteli mod
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szerint a konjugdtum antitestjeinek egyike a Ti vagy
CD3 T sejt antigénnel reaktiv. Egy tovabbi elényos
kiviteli mod szerint egy, a CD3 T sejtfeliletén levé
antigénnel reaktiv antigént keresztkotiink egy, a T sejt-
feliileten levé CD4 antigénnel.

Tovabbi antitestek, amelyek tartalmazhatjak a talal-
manyunk szerinti heterokonjugatumokat, lehetnek (de
nemcsak ezekre korlatozodnak) az egyéb CD-antigének-
kel, pl. CD2, CDS5, CDé6, CD7, CD8, CD28 és
limfocitakon levé CD28 antigénekkel reaktiv antitestek
[lasd pl. Bernard A. és munkatarsai (szerkesztok):
Leukocyte Typing, Springer Verlag (kiado; Heidelberg
1984); és Ledbetter J.A. és munkatarsai: a,,Perspectives
In Immunogenetics And Histocompatibility” cimd, fen-
tebb idézett munkdban). igy egy masik elényss kiviteli
mod szerint egy, a CD5 T sejtfeliiletén levd antigénnel
reaktiv antitestet keresztkotiink egy, a CD4, CD6 vagy
CD8 antigénnel reaktiv antitesttel, hogy egy talalma-
nyunk szerinti heterokonjugatumot képezziink. Egy még
tovabbi elényos kiviteli forma egy olyan antitest, amely
a CD3 T sejtfeliiletén levo antigénnel reaktiv, és kereszt-
kotésben van egy CD45 antigénnel vagy a CD4S5 izo-for-
majaval reaktiv antitesttel a limfocita sejt felszinén.

Azok az antitestek, amelyek a jelen talalmany szerint
heterokonjugatumokat tartalmazzak, monoklonalisak; és
a szaktertleten jol megalapozott technikakat alkalmazva
lehet ezeket eléallitani [lasd pl. azokat a publikacidkat,
amelyek az anti-CD3, anti-CD4, anti-CD5 és anti-CD2
monoklonalis antitestek eloallitasat irjak le; ezeket a ké-
sObbi 1-3. példakban mutatjuk be.]. Ezenkiviil sok CD-
antigén elleni monoklonalis antitest, pl. a CD2, CD3,
CD4 és CD5 antigének elleni antitest kereskedelmi for-
galomban van (Becton Dickinson, Mountain-view, Kali-
fornia), vagy az Intemnational Leukocyte Typing
Workshops-t6l szerezhetd be. A monoklonalis antitestek
lehetnek egér vagy human eredetiiek vagy kiméra antites-
tek [lasd pl. O1 V.T. ,,Chimeric Antibodies” (Kiméra
antitestek), Bio Techniques 4(3),214-221 (1986)]. Ezen-
kivil a jelen taldlmany koriiloleli a kettds fajlagossaga
vagy rekombinans monoklonalis antitesteket, ahol az an-
titest egyik fajlagossdga az, hogy egy T sejtantigénnel
reaktiv, és a masik fajlagossaga az, hogy egy masodik
T sejt antigén ellen irdnyul. Ilyen kettds fajlagossaga
antitesteket egy kvadroma vagy tridéma sejtbo! lehet eld-
allitani, amint ezt a 4,474,893 lasjtromszamu amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leiras leirja, vagy kémiai
(ton lehet eléallitani [Brennan és munkatarsai: Science,
229, 81-83 (1985)].

Azokat az antitesteket, amelyek a jelen taldlmany
heterokonjugatumait alkotjak, kovalensen lehet egymas-
hoz kotni a szakteriileten ismert technikakat alkalmazva,
pl. hetero-bifunkcionalis keresztkotd reagensek, pl.
GMBS (maleimido-butiril-oxi-szukcinimid) vagy SPDP
[N-szukcilimidil-3-(2-piridil-tio)propionat] segitségé-
vel [lasd pl. Hardy R.R. ,,Purification And Coupling Of
Fluorescent Proteins For Use In Flow Cytometry” (Flu-
oreszcens fehérjék tisztitasa és dsszekapesolasa a folya-
dék citometriaban vald felhasznalashoz), Handbook Of
Experimental Immunology, 1. kotet. Immunochemistry;
szerkesztok: Weir D.M. és munkatarsai, 31.4-31.12 ol-
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dal; 4. kiadas (1986); ez tirgyalja a hagyomanyos
antitestkapcsoldsi technikakat].

Meg lehet érteni tehdt, hogy a jelen taldlmany maga-
ban foglal minden heterokonjugitumot, amely legalabb
két azonos T limfocitan levo kiilonbdzé limfocita CD-
antigénnel reaktiv, ahol a heterokonjugatum gy hat,
hogy fokozza vagy gatolja a limfocitdk aktivaldsat és
miikodését.

Nyilvanvald, hogy az antitesteken kiviil a jelen talal-
many heterokonjugatumai becpithetnek ligandumokat
is, amelyek képesek kotddni limfocita-receptorokhoz.
Igy pl. a CD4 receptorr6l kimutattak, hogy reaktiv a gp
120 ligandummal [ez a Human Immunodeficiency Virus
(emberi immunhiany virus) vagy HIV glikoprotein re-
ceptora] [Linsley és munkatarsai: J. Virology 62,
3695-3702 (1988)]. gy egy heterokonjugatumot, amely
anti-CD3 antitestet tartalmaz a gp 120 ligandumhoz
keresztkotve, alkalmazhatunk a T sejtaktivitas fokozasa-
ra a CD3 és DC4 receptorok keresztkétésével. Mas
ligandum konjugatumok, amelyek egy T sejtreceptorral
reaktiv ligandumot tartalmaznak keresztkotve egy eltérd
T sejtreceptorral reaktiv ligandummal, szintén széba jon-
nek.

A jelen taldlmény szerinti heterokonjugatumokat és
alkalmazasukat a T sejtaktivalasban példakban is bemu-
tatjuk egy elényds kiviteli mdd segitségével, amelyben
egy, a T sejtek feliiletén levdé CD3 antigénnel reaktiv
antitestet konjugalunk egy olyan antitesthez, amely a
CD4 antigénnel reaktiv, igy képziink egy taldlmanyunk
szerinti 4j CD3/CD4 heterokonjugatumot. A CD4* T
sejtek kezelése ezzel a heterokonjugatummal megnévelt
jelatvitelt eredményez a T sejtek segitdé alkészletében,
amint ezt az intracellularis (Ca’")i mobilizalasban valé
jelentds novekedés és az 1, 2 és 3 inozit-foszfatok kép-
z0désében valo jelentds novekedés jelzi, 6sszehasonlit-
va a sejteknek csak CD3 elleni antitesttel végzett keze-
lésével. A CD3/CD4 heterokonjugatum jelfokozo akti-
vitdsa nem egyszeriien csak az oligomerizalasnak tulaj-
donithatd, mivel a CD3/CD3 és CD4/CD4 homokon-
jugdtumok vagy keverékeik nem mutatjdk ezt a
megndvekedett aktivitast, és a szakteriileten mar korab-
ban demonstralték, hogy az anti-CD3 és anti-CD4 anti-
testek keverékei inkabb csékkentik, mint névelik ezt az
aktivitast (1asd pl. Rosoff P. M. és munkatarsai fentebb
1dézett munkajat). Ezenkiviil a heterokonjugatum altal
demonstralt fokozott aktivitast gatolja a T sejtek eloke-
zelése szolubilis, CD4 elleni monoklonalis antitesttel.

Ezenkiviil a CD3/CD4 heterokonjugatum j funkcio-
nahis aktivitast mutat a T sejtaktivalasaban, vagyis a
heterokonjugatum indukaljaa CD4" T sejtek burjanzasat
egy CD28-cal reaktiv monoklonalis antitest jelenlé-
tében, ¢s teljesen ko-mitogén a CD28 stimulalassal még
alacsony koncentracioknal, pl. 100 ng/ml koncentracio-
nal is. Az ilyen ko-mitogenicitds nem taldlhaté meg a
CD3-at egyediil, vagy CD3/CD3 vagy CD4/CD4 konju-
gatumokat alkalmazva. Ezenkiviil ugy talaljuk, hogy a
jelen talalmany szerinti CD3/CD4 heterokonjugatumok
a CD28 monoklonalis antitesttel konjugalva képesek
jelentdsen segiteni a T sejteket a sejtcikluson keresztiil,
a sejtek jelentds frakcidjanak belépésével a masodik
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ciklusba a stimulalas elsé harom napjan belil. Ezzel
ellentétben az egyediil CD3 elleni vagy CD3/CD3 vagy
CD4/CD4 homokonjugatumok elleni antitest nem indu-
kal jelentds sejtciklusatmenetet.

Ezenkiviil ugy talaljuk, hogy a CD3/CD4
heterokonjugatum mind a CD3, mind a CD4 antigének
modosulasat idézi el6 a T sejt felszinén, a CD4 feliileti
kifejezodését csokkentve. Ez az eredmény azt jelzi, hogy
a heterokonjugatum nemcsak egyszeriien lehorgonyozza
a T sejtreceptort a T sejtfeliiletre, amint ezt kordbban
bemutattiak abban az esetben, amikor CD3 elleni immo-
bilizalt antitestet alkalmaztak (1asd pl. Ledbetter J.A. és
munkatarsai: J. Immunol., fentebb idézett munka).

A CD3/CD4 heterokonjugatummal kapott eredmé-
nyek azt demonstraljak, hogy a T sejtfeliileten 1évo CD4
antigén aktiv, pozitiv szerepet jatszik a jelatvitelben a
CD4" segitd T sejtek T sejtaktivalasa soran a CD3/Ti
receptorkomplex és a CD4 antigén kozotti fizikai kol-
csonhatas révén. A CD3/CD4 heterokonjugatum jelatvi-
telt fokozd képességének nincs megfelelé molekularis
magyarazata. A CD4 CD3/Ti-vel val6 kélcsonhatasanak
legalabbis egyik hatasa az inozit-foszfat termelés foko-
z0dasa, azt sugallva, hogy a CD4 eldsegitheti a memb-
ran-foszfoinozitidek CD3/Ti altal indukalt hidrolizisét,
amely inozit-trifoszfatokhoz vezet. Ezt tamasztjdk al4 a
mi kisérleti adataink is, jelezve, hogy a CD3/CD4
heterokonjugatum inozit-foszfat kialakito aktivitdsat ga-
tolja a sejtek reakcidja az oldhaté CD4 monoklonalis
antitesttel. Ez a gatlas a CD4 és CD3/Ti antitest altal
CD3/Ti egyediil kevéssé hatékony jelatvivo. Masik at
lehet az, hogy a CD4 fiiggetlen kolcsonhatasa antitesté-
vel negativ jelet vihet at, amely gatolja inozit-foszfatok
kialakulasat.

Mivel az inozit-trifoszfat (InsPs) kialakulasarol ugy
véljik, hogy kozvetiti a citoplazmas kalcium mobilitasat
T sejtekben, a CD4 kolcsonhatasardl CD3/Ti-vel szintén
ugy tlinik, hogy elosegiti a kalcium kibocsatasat az
intracellularis raktarakb6l. A CD3/CD4 heterokon-
jugatum és CD3 antitestdézis (Ca’*) mobilizalasi gorbé-
inek 6sszehasonlitasa azt jelzi, hogy kimutathaté (Ca®*)i
valaszt ériink el sokkal kevesebb receptor kolcsonhata-
sabdl T sejteken, amikor a CD4-et és CD3/Ti-t szoros
kozelségben stimulaljuk, azaz CD3/CD4 heterokonju-
gatum alkalmazdsaval, mint amikor a CD3/Ti-t egyediil
stimulaljuk (lasd a 3. abrat). igy a jelen taldlmany
CD3/CD4 heterokonjugatumanak egyik tulajdonsaga az
a képesség, hogy T sejteket aktival alacsony recep-
torkotési szintnél.

Mivel ismeretes, hogy az inozit-foszfat kialakulas €s
a kalciummobilizalas olyan jelek, amelyek a T sejtek T
sejtosztodashoz vezetd aktivalasaval tarsulnak, az itt be-
mutatott adatok vilagosan demonstraljak, hogy tekintet
nélkiil a miivelet mechanizmuséra a jelen taldlmany sze-
rinti CD3/CD4 heterokonjugatum hasznos a T sejtakti-
valas €s -osztddas fokozasaban.

A jelen talalmany koriilolel mas heterokonjuga-
tumokat 1s, amelyek a CD3/CD4 heterokonjugatumhoz
hasonloan fokozott jelképzo képességeket mutatnak a T
sejtaktivalasban. Igy pl. a jelen taldlmany szerinti
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CD3/CD2 heterokonjugatum, CD3/CD6 heterokon-
jugatum, CD3/CD7 heterokonjugitum és CD3/CDS§
heterokonjugatum szintén fokozott aktivitdst mutat a
kalcium mobilizalasaban. Ezenkiviil a jelen taldlmany
szerint szamos anti-CD5-tartalma heterokonjugatumot
alkotunk meg (pl. CD5/CD4 heterokonjugatumot,
CD5/CD6 heterokonjugatumot), ¢s CDS5/CD8
heterokonjugatumot), amelyek fokozott aktivitast mutat-
nak a (Ca®*) mobilizalasaban T sejtekben.

A jelen taldlmany szerinti heterokonjugatumokat,
amelyek CD45 antigénnel vagy izo-formaival reaktiv
antitestet tartalmaznak, és amelyek limfocita-aktivalas
¢és -muikodés gatlasra vagy T sejtaktivalas és -mikodés
fokozasara alkalmasak, olyan elényds kiviteli mddok
segitségével példazzuk, amelyekben egy CD3 antigénnel
reaktiv antitest egy CD435 antigénnel reaktiv antitesttel
van konjugdlva, hogy egy 1j, jelen taldlmany szerinti
CD3/CD45 heterokonjugatum keletkezzék. T sejtek ke-
zelése ezzel a heterokonjugatummal a T sejtek CD3 altal
kozvetitett aktivalasanak (transzmembranjel) megsziiné-
sét eredményezi, melyet az intracellularis kalcium-mo-
bilizalas jelentds csokkenése jelez.

Ezenkiviil kiilonb6z6 CD receptorok kozti kolcson-
hatas megy végbe T sejtek feliiletén, pl. CD3, CD2 vagy
CD28 ¢s a CD45 receptor kozott, monoklonalis antites-
teket alkalmazva a limfocitan levé CD45 receptor ke-
resztkotéséhez egy masik, ugyanazon a limfocitan levé
CD receptorral. Ez a keresztkotés a citoplazmaés szabad
kalciumkoncentracié [(Ca®*)i], névekedésének megszii-
nését eredményezi, amely a T sejt antigének sejtfeliileten
levé kozos receptorok keresztkotése altal indukalt
homoaggregatumok képz6désébol jott Iétre. Az im-
mobilizalt anti-CD3 monoklonalis antitest stimula-
las altal beinditott T sejtosztédast az anti-CD4S5 an-
titest vagy anti-CD45R antitest gatolja, ha ugyan-
azon a feliilleten immobilizalva van, de oldatban
nem. Hasonloképpen a T sejtek osztédasa a CD2 és
CD28 receptorok stimulaldsa utan anti-CD2, illetve
anti-CD28 antitestekkel gatolva van, amikor egy
CD45 antitestet keresztkotésbe visziink vagy anti-
-CD2 antitesttel vagy anti-CD28 antitesttel, de nincs
gatolva, amikor egy anti-CD45 antitestet kiilon ko-
tottiink a sejtfeliilethez. Ezek az eredmények azt su-
galljak, hogy azok a heterokonjugatumok, amelyek
CD45-tel vagy CD45 izo-formaival, pl. CD45R-rel
reaktiv antitesteket és T sejteken levé CD-antigénnel
reaktiv antitesteket tartalmaznak, hasznosak lehet-
nek a sejtek szabalyozasaban.

Ezzel ellentétben a T sejteken levd CD4 receptorok
homoaggregatumai altal indukalt (Ca®*)i névekedést na-
gyon felerdsiti, ha a CD4 receptort keresztkotjiik a CD45
receptorral, monoklonalis antitesteket alkalmazva. Igy
egy uj heterokonjugatum, amely CD45 elleni antitestbdl
és CD45-tel vagy CD45R izo-formaival reaktiv antitest-
bol all, szintén alkalmazhaté az osszes CD4 pozitiv
sejtek vagy CD4 sejtek alpopuldcioi (amelyeket CD45
izo-formak kifejezddése hataroz meg) T sejt mikodésé-
nek fokozasara.

A jelen taldlmany szerinti heterokonjugatumok alkal-
masak limfocitak szabalyozasara, ezért alkalmazhatok
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cellularis immunvélaszok szabéalyozasara olyan betegsé-
geknél, mint a fertéz6 betegségek, rak, AIDS és auto-
immun rendellenességek. Ezek a heterokonjugatumok
kiilongsen hasznosak lehetnek a cellularis immunvéla-
szok szabalyozasaban olyan betegségek ellen, ahol a T
sejtek hianya vagy hibas szabélyozasa all fenn.

Igy pl. kimutattak, hogy a CD45 izo-formai abnorma-
lisan fejezédnek ki bizonyos autoimmun betegségekben
[Rose és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 82,
7389-7393 (1985)]. Ennek megfeleléen ezek a jelen
taldlmany szerinti heterokonjugatumok, amelyek leg-
alabb egy, CD45 receptorral vagy CD45 izo-formakkal
reaktiv molekulat tartalmaznak, hasznosak lehetnek a
limfocitamiik6dés szabalyozasaban autoimmun betegsé-
gekben.

Ezenkiviil a jelen bejelentés heterokonjugatumai
hasznosak lehetnek az immunfogékonysag fokozaséban
a szerzett immunhianyos szindromaban (AIDS) szenve-
doé betegekben. Ismeretes, hogy a CD4 antigén receptor-
ként szolgdl a human immunhianyvirushoz (HIV),
amely virus az AIDS-ért felelss. Ugy véljiik, hogy a CD4
az a receptor, amelyhez a HIV gpl20 burok
glikoproteinje ko6tddik a T sejtek virussal valo fertézése
soran [lasd pl. Lasky L.A. és munkatérsai: Cell 50, 975
(1987); és Kowalski M. és munkatarsai: Science 237,
1351 (1987)]. A HIV fertézés utan a CD4 sejtfeliileti
kifejezédése alulszabélyozott és a CD4 mRNS szintek
csokkennek [lasd Hoxie és munkatarsai: ,,Alternations
In T4(CD4) Protein And mRNA Synthesis In Cells
Infected With HIV” (Valtozasok a T4(CD4) fehérje és
mRNS szintézisben a HIV-vel fert6zétt sejtekben),
Science 234, 1123-1127 (1986)]. Azt is jol megalapo-
zottan megallapitottak, hogy az AIDS-betegek cstkkent
immunérzékenységet mutatnak a szolubilis antigénekre
[lasd pl. Lane H.C. és munkatarsai: ,,Qualitative
Analysis Of Immune Function In Patients With The
Acquired Immunodeficiency Syndrome” (Az immun-
funkcidk mindségi elemzése szerzett immunhiany-
szindromaban szenvedd betegekben), New Eng. J. Med.
313(2), 79-84 (1985)]. In vitro tanulmanyok azt mutat-
14k, hogy a tisztitott HIV gpl20 gatolhatja a T sejt
valaszokat mitogén stimulalasra; ez az eredmény hason-
16 ahhoz a hatashoz, amelyet mi lattunk a CD4 elleni
oldhaté monoklonalis antitestet alkalmazva [lasd Mann
D. L. és munkatarsai: J. Immunol. /38, 2640-2644
(1987)].

Igy feltételezhetd, hogy az AIDS-betegekben lathatd
immun-visszaszoritas a HIV fertdzés hatasaval kapcso-
latos a CD4 antigén-kifejezddéssel, vagyis a CD4 alul-
szabalyozasa a T sejten, amely HIV fertézés utén torté-
nik, hatassal lehet az immunérzékenységre, csskkentve
a sejt jelfelvevo képességét, csokkentett T sejtaktivalas-
hoz vezetve az antigénre valé valaszban. Ennek a mo-
dellnek az alatdmasztasara ugy talaltuk, hogy a CD3 altal
stimulalt szabad kalciumkoncentracié-novekedés karo-
sodik a HIV-vel fertdzott sejtekben [Linette G. P. és
munkatdrsai: Science 241, 573-576 (1988)]. Ezek a
megfigyelések azt sugalljak, hogy a taldlmany szerinti
heterokonjugatumok, féleg a CD3/CD4 heterokonjuga-
tumok hasznosak lehetnek a HIV fert6zés eredménye-
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ként létrejévo hibas T sejtmikodés tanulmanyozasahoz
vagy kezeléséhez.

A jelen talalmany egyik kiviteli modja szerint a
heterokonjugétumokat hasznosithatjuk a T sejtek in vitro
aktivalasdhoz. Ezt az aktivalast ugy hajthatjuk végre,
hogy egy betegbol vett T limfocitakat érintkezésbe ho-
zunk  legalabb  egy  taldlmanyunk  szerinti
heterokonjugdtummal in vitro, amely altal a T sejtek
aktivaltta valnak, majd ezeket visszajuttathatjuk infuzi-
o6val az autolog donorba [lasd pl. Rosenberg S. A. és
munkatarsai: ,,Jmmunotherapy Of Cancer By Systemic
Administration Of Lymphoid Cells Plus Interleukin 2
(Rak immunterapidja limfoid sejtek és interleukin-2
szisztematikus beadasaval), J. Biol. Resp. Modif. 3,
5501-5511 (1984)]. A kezelésnek ez a modszere maga-
ban foglalhatja a T sejtek in vitro egyiitt-inkubalasat
vagy eléinkubalasit mas immunmodulatorokkal.

Egy masik kiviteli méd szerint a heterokonju-
gatumokat a T sejtek in vivo aktivalasara lehet alkalmaz-
ni a heterokonjugatumot egy betegbe injektalva, esetleg
mas szerekkel, pl. interleukin-2-vel (IL-2), novekedési
faktorokkal vagy agonista antitestekkel egyiitt, pl. CD5-
tel [lasd pl. Clark E.A. és munkatérsai: ,,Amplification
Of The Immune Response By Agonistic Antibodies” (Az
immunvalasz sokszorozasa agonista antitestekkel).
Immunology Today 7, 267-270 (1986)] és CD28-cal
(lasd a késdbbi 1. példat).

A jelen talalmany szerinti heterokonjugatumokat be le-
hetadniin vivo is a beadas hagyomanyos médjait alkalmaz-
va, ezek kozé beleértve (de nemcsak ezekre korlatozva) az
intravénds, oralis, szubkutdn, intraperitonedlis vagy
intralimfatikus beadast. Az intravénas beadds az elény6s.

A jelen taldlmany szerinti gydgyaszati kompoziciok,
amelyek a heterokonjugatumokat tartalmazzak, sokféle
adagolasi formaban létezhetnek, amelyek kozott talaljuk
(de nemcsak ezekre korlatozddnak) a szilard, félszilard
¢s folyékony adagolasi formakat, pl. tablettakat, pilula-
kat, porokat, folyékony oldatokat vagy szuszpenzidkat,
végbélkupokat, polimer mikrokapszulakat vagy mikro-
holyagocskakat, liposzomakat, és injektalhaté vagy in-
fuzidban beadhatd oldatokat. Az elényéds forma fiigg a
beadas médjatol és a gydgyaszati alkalmazastol.

A heterokonjugatum-kompoziciok magukban foglal-
nak hagyomanyos, gyogyaszatilag elfogadhaté hordozo-
kat, amelyek a szakteriileten ismertek; ilyenek pl. a hu-
man szérum albumin, pufferanyagok, mint pl. foszfatok,
viz, sok, vagy elektrolitok.

A beadasnak és az adagolasi menetrendnek a leghatéko-
nyabb mddja a jelen talalmany szerinti heterokonjugatum
kompozicioknal fiigg a betegség siilyossagatdl és lefolya-
satol, a beteg egészségi allapotatdl és a kezelésre adott
valaszatol, és a kezel6orvos itéletétol. Kovetkezésképpen a
heterokonjugdtumok adagolésat az egyes betegekhez kell
bedllitani. Altalaban azonban a jelen talalmany
heterokonjugatumainak hatékony dézisa 1-100 mg/m?
sejtfeliilet kozti tartomanyban van. A T sejtek in vitro ke-
zelésénél 200 ug-2 mg heterokonjugatum/10” sejtdézist
alkalmazhatunk. A talalméany szerinti heterokonjugatumokat
alkalmazhatjuk diagnosztikai célra is, hogy mérjiik egy
adott T sejtfeliileti antigén, pl. CD antigén receptor funk-
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ciojat T sejt hianyos vagy hibas T sejtszabalyozassal
rendelkezd betegekben. Kalcium- vizsgalatot, amelyet
itt leirtunk jelatvitel méréséhez alkalmazott kalcium-
vizsgalattal (lasd az 1. példat), és megfeleld kontrollokat
alkalmazva a CD funkcios hibak mérhetdk a normalis,
illetve betegdonorbdl vett T sejtaktivalas osszehason-
litasaval, a taldlmany szerinti specidlis
heterokonjugatummal végezve az aktivalast. igy pl. a
talalmany szerinti CD3/CD4 heterokonjugatum fokozza
a [Ca®}i mobilizalast olyan fehérje-koncentracidknal,
amelyek alatta vannak azoknak a koncentracioknak,
amelyek az oldhat6 anti-CD3 egyediili alkalmazasanal
lathatok. gy ezeknél a kis adagoknal ténylegesen mér-
het6 a CD4 receptor mitkédése. Ez az oldhaté anti-CD4-
nek azt a képességét tiikrozi, hogy blokkoljaa CD3/CD4
heterokonjugatum aktivitasat ezeknél a dozisoknal (1asd
a 2. abrat).

Hasonloképpen a CD3/CD4 heterokonjugatumoknal
alacsony dézisoknal a CD8 receptor miikodését mérhet-
jik. Ezeknél a ddzisoknal azutan a hetero-
konjugatumokat alkalmazhatjuk, hogy kimutassuk a hi-
bakat vagy hianyokat egy adott CD receptor funkcidban
kiilonb6zd betegségi allapotokban, pl. rakban és auto-
immun betegségben. Egy masik médszerben a kalcium-
vizsgalatok barmilyen dézisban, barmely talalmanyunk
szerinti heterokonjugatummal végezhetdk, amig a meg-
felel6 egyedi-antitestszabdlyozas végbemegy, vagyis a
heterokonjugatum aktivitasat ossze kell hasonlitani
azoknak a nem konjugdlt antitesteknek az aktivitasaval,
amelyek a nevezett heterokonjugatum alkotorészeit ké-
pezik [lasd pl. a 221,768 szami eur6pai szabadalmi
bejelentést, amelyet 1987. majus 13-an tettek kozzé
(Reinherz és munkatarsai)]. Abbol a célbol, hogy az itt
leirt taldlméany jobban megérthetd legyen, az alabbi pél-
dakat ismertetjiik. Ertheté azonban, hogy ezek a példak
csak bemutatas céljaul szolgalnak, és nem azért alkottuk
meg ezeket, hogy barmiképpen is korlatozzak a talal-
many oltalmi korét.

1. PELDA

Az alabbi példa a jelen taldlmdny vj heterokon-
jugatumanak eloallitasat és jellemzését irja le. A jelen
kiviteli mod szerint egy CD3-mal reaktiv antitestet
keresztkotiink egy CD4-gyel reaktiv antitesttel, igy al-
kotjuk meg a CD3/CD4 heterokonjugatumot, amely
membranon keresztili fokozott jelképzést idéz eld a
heterokonjugatummal kezelt CD4" (vagyis segit6) T
sejtek aktivalasaban.

A taldlmany szerinti CD3/CD4 heterokonjugdtum
eléallitasa

A CD3 és CD#4 antitestek, amelyeket ebben a kiviteli
modban alkalmazunk a heterokonjugatum eldallitasara,
a G19-4 (Balb/c, 1gG,, ATCC 4B 9536, illetve G17-2
(Balb/c, IgG)). Ezeket az antitesteket ugy allitjuk el6,
amint ezt Ledbetter J. A. és Clark E. leirtak [,,Surface
Phenotype And Function Of Tonsillar Germinal Center
And Mantle Zone B Cell Subsets” (Mandulacsira koz-
ponti és burkolati zona B sejtalkészletek feliileti
fenotipusa ¢és miikddése), Human Immunology 15,
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30-43 (1986); és Ledbetter és munkatarsai: ,,An
Immunoglobulin Light Chain Dimer With CD4 Antigen
Specificity” (Immunglobulin kénnyd lancdimer CD4
antigén fajlagossaggal), Molecular Immunology 24(12),
1255-1261 (1987)]. Ezenkiviil mas anti-CD3 és anti-
CD4 monoklonalis antitestek is allnak rendelkezésre
kereskedelmi forgalomban [pl. T3 (Coulter Co.), illetve
FL és Leu3 (Becton Dickinson, Kalifornia)], amelyek
szintén alkalmazhatok jelen talilmany szerinti
heterokonjugatumok megalkotasara. A G19—4 és G17-2
antitesteket aszcitesz folyadékbol tisztitjuk
sokicsapassal €s DEAE kromatografiaval, ezt felhaszna-
las elbtt dializis és sziirés kveti 0,45 p-os sziirén keresz-
tuil.

A két monoklonalis antitestet konjugaljuk 1:1
molaranyban a GMBS heterobifunkcionalis keresztk6té
reagenssel (Calbiochem, La Jolla, Kalifornia) és 5-im-
muno-tiolan. HCl-lel (Pierce Chemical Co., Rockford,
Illinois), amint ezt Hardy R.R. a fikoeritrinnél fentebb
idézett munkajdban leirta. A 1étrejott heterokonjugatu-
mot elkiilonitjik a szabad antitesttdl Superose 6 (Phar-
macia, Uppsala, Svédorszag) FPLC méretkizarasos kro-
matografiaval, és vizsgaljuk a reaktivitast mind CD3-
mal, mind CD4-gyel, a heterokonjugatumnak azt a ké-
pességét vizsgalva, hogy blokkolja a fluoreszcein-kon-
jugalt anti-CD3 ¢és anti-CD4 koézvetlen kotését. Ezt a
CD3/CD4 konjugatumot G19-4/G17-2-nek nevezziik.

Fokozott kalcium mobilizalodas a taldlmany szerinti
CD3/CD4 heterokonjugatum segitségével

A G19-4/G17-2 heterokonjugatumot ezutan arra a
képességére vizsgaljuk, hogy fokozza-e a sejtekben levd
citoplazmas kalcium mobilizalasat, dsszehasonlitva az
egyediil alkalmazott G19—4 (anti-CD3) aktivitasaval. Az
alkalmazott sejtek human periférias vérlimfocitak, ame-
lyeket periférias vérbol tisztitunk Ficoll-Hypaque-on
végzett centrifugalassal, majd mianyaghoz kotjiik, hogy
a monocitdk nagyobbik részét eltavolitsuk.

A (Ca?™i novekedését a sejten belil indo-1
(Molecular Probes, Eugene, Oregon) és SOHH/2150 mo-
dell folyadék citométer (Ortho Diagnostic Systems, Inc.,
Westwood, Massachussets) alkalmazisaval mérjiik,
amint ezt kordbban Rabinovitch P.S. és munkatarsai
leirtak [,,Heterogeneity Among T Cells In Intracellular
Free Calcium Responses After Mitogen Stimulation
With PHA Or Anti-CD3. Simultaneous Use Of Indo-1
And Immunofluorescence With Flow Cytometry” (He-
terogenitas a T sejtek kdzott az intracellularis szabad
kalcium valaszokban PHA-val vagy anti-CD3-mal
végzett stimulalas utdn. Indo-1 és immunfluoreszcen-
cia szimultan alkalmazasa folyadék-citometriaval),
J. Immunol. /37(3), 952-961 (1986); ezaz irodalmi hely
referenciaként van beépitve a jelen bejelentésbe. Rovi-
den ismertetve: sejteket (5.107/ml) kezeliink indo-1-gyel
ennek acetoxi-metil észtereivel (Molecular Probes,
Junction City, Oregon) végzett inkubalasaval; ez az
anyag at tud hatolni a sejtmembranon és hidrolizdl a
citoplazmaban at nem hatold, bezart formava. Az
inkubalast 45 percig végezzik 37 °C homérsékleten
olyan tapkozegben, amely a megadott indo-1 koncentra-
cidt tartalmazza. A sejteket azutan mossuk és Ujra szusz-
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pendaljuk friss tipkozegben 2,5.10%ml koncentracio-
ban, és s6tétben taroljuk szobahémérsékleten az elemzé-
sig. Az egyes vizsgalatoknal az indo-1-gyel kezelt sejte-
ket tapkozeggel 1.10%/ml koncentraciéra higitjuk, és ki-
egyensulyozzuk 37 °C hOmérsékleten. A méréseket
spektrofotometridt és folyadék-citometriat alkalmazva
hajtjuk végre, amint ezt Rabinovitch fentebb idézett
munkdjaban leirta. A hisztogramokat olyan program
segitségével elemezziik, amely az indo-1 ibolya/kék flu-
oreszcencia-hanyados atlagat szamitja ki az 1d6 fiiggvé-
nyében.

Ezenkiviil a valaszol6 sejtek szazalékat is elemezzitk
az id6 figgvényében olyan programok segitségével,
amelyek elészor meghatarozzak az indo-1 hanyados ér-
tékét, amely két standard deviacié a kontrollsejtekhez
tartozo értékeknél, majd a sejtek szazalékat dbrazoljdk e
felett a kiiszobérték felett, az 1d6 fliggvényében. 100
adatpont van az x (id0) tengelyen minden folyadék-
-citometrias adatndl.

Amint az 1. dbraban bemutatjuk, a G19-4/G17-2 kon-
centracioja, amely ahhoz sziikséges, hogy a Ca?*[(Ca®")i]
koncentracidja novekedjék, 1,5-2 nagysagrenddel kisebb,
mint az a koncentracid, amely akkor sziikséges, amikor
G19-4-et  alkalmazunk  egyedil. Ezenkivil a
G19-4/G17-2 heterokonjugatum aktivitasaCD4* T sejtek-
re korlatozodik, mivel a CD4" sejtekre vonatkozo dusitas
az immunfluoreszcencia szerint megfeleld novekedést
eredményez a (Ca’*)i aktivitisban és a megfelel6 sejtek
szamaban. [gy, amint a 2. abra bemutatja, amikor periférias
vérlimfocitakat stimulalunk G19-4/G17-2 heterokonju-
gatumokkal, az atlagos maximalis (Ca’")i valasz a sejtek
részér6l mintegy 1300 nmol/1 és a sejtek mintegy 60%-a
valaszol. Amikor azonban a sejtecknek csak a CD4*
alkészletét elemezziik, az atlagos maximalis (Ca”*)i valasz
>10 000 nmol1 és a sejtek 95%-a vélaszol. Ezenkiviil a
heterokonjugatum aktivitasat CD4" sejtekben a sejtek el6-
kezelése csaknem teljesen gatolja, az elbkezelést —5°C
hémeérsékleten végezve 5 ug/ml G17-2-vel (anti-CD4),
amelyet 0 4 pg/ml] heterokonjugatum kovet.

A CD4* sejteket ugy elemezziik, hogy kiszlirjik a
CD8 negativ, CD11 negativ, CD16 negativ és CD20
negativ sejteket, amint ezt a 2. abra beiktatott paneljaban
bemutatjuk. A CD4" sejtekre vald negativ szelekciot ugy
hajtjuk végre, hogy a periférids vérlimfocitakat
fikoeritrin (PE)-konjugalt 2H7-tel, amely CD20-szal re-
aktiv monoklonalis antitest [lasd pl. Clark E.A. és mun-
katarsai: ,,Role Of Bp35 Cell Surface Polypeptide in
Human B-Cell Activation” (Bp35 sejtfeliileti polipeptid
szerepe a human B sejtaktivalasban), Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82, 1766-1770 (1985)], FC-2-vel, amely
CD16 elleni monoklonalis antitest [lasd pl. Anasetti C.
és munkatarsai: ,,Induction Of Calcium Flux And
Enhancement Of Cytolytic Activity In Natural Killer
Cells By Cross-Linking Of The Sheep Erythrocyte
Binding Protein (CD2) And The Fc-Receptor (CD16)”
(Kalciumaramlas indukalasa és citolitikus aktivitas fo-
kozasa természetes 6l6sejtekben a juh eritrocita kotd
fehérje (CD2) és az Fe-receptor (CD16) keresztkstésé-
vel), J. Immunol. 139%(6), 1772-1779 (1987)}, G10-1-
gyel, amely CD8 elleni monoklonalis antitest [lasd pl.
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Ledbetter J.A. és munkatarsai: ,,Covalent Association
Between Human Thymus Leukemia-Like Antigenes
And CD8 Molecules” (Kovalens kapcsolat human
timusz leukémia-szerii antigének és CD8 molekulak ko-
zott) J. Immunol. /34, 4250-4254 (1985)], és 60.1-gyel,
amely CD11-gyel reaktiv monoklonalis antitest [lasd pl.
Bunyon J.P. és munkatérsai ,,Differential Participation
Of Epitopes On Alpha And Beta Chains Of The LFA
Family In Neutrophil Aggregation As Defined By
Workshop Monoclonal Antibodies” (Az LFA csalad al-
fa- és béta-lancain levo epitépok megkiilonboztetd rész-
vétele a neutrofil aggregacioban, amint ezt monoklonalis
antitest munkamenettel meghatarozzuk); a Leukocyte
Typing HI. cimii kordbban idézett szakkonyv 844-47.
oldalan] festjiik, és a nem festett sejteket, amelyek
>95%-ban CD4 pozitiv sejtek, kiszirjik.

A G194 0Osszehasonlitd titralasat is elvégezzik a
G19-4/G17-2 heterokonjugatummal, 5 mmél/1 EGTA
[etilénglikol-bisz(B-amino-etil-éter)-N,N,N',N'-tetra-
ecetsav] jelenlétében, amely kelatot képez és igy eltavo-
litja az extracellularis kalciumot, igy megmutatva, hogy
a kalcium-mobilizalas citoplazmas forrasokb6l mennyi-
ben tulajdonithaté a heterokonjugatum hatasanak. A 3.
abra bemutatja, hogy mintegy két logaritmikus egység
novekedés van a kalcium mobilizélasanak képességében
G19-4/G17-2 heterokonjugatummal EGTA jelenlétében.
Extracellularis kalcium jelenlétében a végpontra végzett
titralasok szintén mintegy két logaritmikus egység
novekedést mutatnak az aktivitasban (adatokat nem
mutatunk be).

Abbdl a célbol, hogy kizarjuk annak lehet6ségét,
hogy a CD3 vagy CD4 antigénekhez vald kotodés felelds
a CD3/CD4 heterokonjugatumok hatésaiért a (Ca®")i-re,
CD3/CD3 és CD4/CD4 homokonjugatumokat alkotunk,
hogy 6sszehasonlitsuk a CD3/CD4 heterokonjugétum-
mal. A homokonjugatumokat ugyanigy alkotjuk meg,
amint fentebb a CD3/CD4 heterokonjugitumnal leirtuk;
ezeket G19-4/G19—4-nek, illetve G17-2/G17-2-nek ne-
vezzlk. Amint az alabbi I. tiblazatban lathatd, sem a
CD3/CD3 homokonjugatum, sem a CD3/CD3 és
CD4/CD4 homokonjugatumok keveréke nem utianozza
a CD3/CD4 heterokonjugatum fokozott hatasat (Ca®")i-
re. Ez az adat azt sugallja, hogy a CD3/CD4 hetero-
konjugatum fokozott aktivitdsa nem a heterokonjugatum
értékliségének a fliggvénye és ezért valoszinileg a CD3
és CD4 molekulak kozelségének eredménye, amely
ezeknek az antigéneknek a kélesonhatasa révén all elo a
heterkonjugdtummal. Ezenkiviil a heterokonjugatumok
¢s homokonjugatumok valamivel kevésbé aktivak, mint
a szabad antitestek a ko6tési vizsgalatokban kozvetett
festést és folyadék-citometriat alkalmazva (adatokat
nem kozliink). fgy a CD3/CD4 heterokonjugatum egye-
dulalls aktivitasa nem valodszind, hogy a CD3-kot6 affi-
nitdsanak hatdsaval kapcsolatos, amely hetero-
konjugatum masodik fajlagossaganak lenne tulajdonit-
haté.

I. TABLAZAT
CD4" T sejt (Ca? )i vdlaszok CD3/CD4
heterokonjugatumra a CD3/CD3 és CD4/CD4
homokonjugdtumokhoz hasonlitva
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Stimulalds Koncentracié Csucsatlag Novekedés az
ug/ml (Ca®™)i nmol/] alapértéken felil
Semmi — 130 1,0
CD3/CD4 hetero- 10 15 600 120
konjugatum f 2 10 900 83
0.4 4140 32
0,08 810 6,2
CD3/CD3 homo- 50 2360 18
konjugatum 10 559 43
2 301 28
CD4/CD4 homo- : 100 130 1,0
konjugatum 50 130 1,0
CD3/CD3 homo- 25+25 590 45
konjugatum 545 272 2,1
CD4/CD4 homo- 1+1 251 1,93
konjugatum

A (Ca?")i valaszok vizsgalata indo-1-gyel kezelt és PE-vel konjugalt anti-CD20-szal, anti-CD8-cal és anti- -CD16-tal
festett periférias vérlimfocitakat alkalmaz, amint ezt fentebb leirtuk. A nem festett sejteket, amelyek >95%-ban CD4*
sejteket tartalmaznak, elemezzitk. A csuicsvalasz atlagosan a stimulaldstol szamitott elsé 5 percben torténik.

A taldlmany szerinti CD3/CD4 heterokonjugdtum
hatasai az inozit-foszfat szintézisre

Mivel ugy véljiik, hogy a citoplazmas kalcium-mo-
bilizalasat T sejtekben az inozit-trifoszfat (InsPs) kiala-
kuladsa kozvetiti, az inozit-foszfatok novekedését tiszti-
tott CD4" T sejteken mértiik, egyediil CD3 elleni
monoklonalis antitestekkel, vagy CD3/CD4
heterokonjugatum elleni monoklonalis antitestekkel
végzett stimulalas utan.

A CD4" sejteket ugy tisztitjuk, amint ezt June C. H.
és munkatarsai leirtak [,,T-Cell Proliferation Involving
The CD28 Pathway Is Associated With Cyclosporine-
-Resistant Interleukin 2 Gene Expression” (A CD28 utat
magaban foglalo T sejtosztodas tarsul a ciklosporin-re-
zisztens interleukin-2 gén kifejezéssel), Mol. Cell. Biol.
7(12), 44724481 (1987)]. Roviden ismertetve: perifé-
rias vérlimfocitakat nyeriink laboratoriumi személyzet
részérél végzett leukoforézissel, ezt koveti a
Ficoll/hypaque siiriiség-gradiens centrifugélas. Ez utan
T sejtek CD4™ alkészletét izolaljuk negativ szelekcioval
magneses gybngy immun-abszorpcidval, miutan a
CD8',CD117,CDI16"%, CD14" és CD20* sejteket bebur-
koltuk a megfeleld monoklondlis antitest telité mennyi-
ségével [az antitestek legtobbjérdl mar korabban meg-
adtuk a referenciat, kivéve az anti-CD14 monoklonalis
antitestet, a 20.3-at, amelyet Ggy készitiink el, ahogyan
ezt Kamoun M. és munkatarsai leirtdk: ,,Human
Monocyte-Histiocyte Differentiation Antigens
Identified By Monoclonal Antibodies” (Monoklonalis
antitestek altal azonositott human monocita-hisztiocita
differncidcios antigének), Clin. Immunology and
Immunopathology 29, 181-185 (1983)]. Ez a stratégia
kihasznalja a CD4 é€s CDS8 feliileti antigének recip-
rok és at nem fedo eloszlasat a nyugvo periférias vér
T limfocitakban. A sejteket haromszor mossuk, hogy
eltdvolitsuk a nem kotott antitesteket, majd inkubaljuk
kecske anti-egér immunglobulinnal fedett mégneses ré-
szecskékkel (Advanced Magnetics Institute, Cambrid-
ge, Massachussets), és a gyéngyokkel burkolt sejteket
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magneses szeparalassal eltavolitjuk. Tipikusan mintegy
500.10° CD4* T sejtet nyeriink ki, amelyek >98%-ban
CD4" sejtek, amint ezt folyadék-citometridval megbe-
cstiljiik, és <0,1%-ban tartalmaznak monocitikat, amint
ezt nem fajlagos észterdzra valo festéssel meghataroz-
zuk.

A tisztitott CD4" T sejteket azutdn Gjra szuszpendal-
juk 2-4.10° sejt/ml koncentraciéban 10% hoinaktivalt
borjuembrid-szérummal kiegészitett RPMI 1640-ben
(ezt a késobbiekben roviden , tapkozeg -nek nevezzik),
ahol ez a tdpkozeg még 4 pg/ml PHA-val és 40 pnCi/ml
myo-2[*H]-inozittal (37 MBg/ml; Amersham Corp.,
Arlington Heighs, Illinois) is ki van egészitve, és
inkubaljuk 37 °C hémérsékleten 5% CO,-t tartalmazo
levegében. 72 6ra milva a sejteket haromszor mossuk és
jra szuszpendaljuk 5.10° sejt/ml koncentracioban olyan
»tapkozeg-gel, amely 10 mmol/1 LiCl-lel van kiegészit-
ve. 20 perces inkubdlast kovetden G19—4-et vagy a
G19-4/G17-2 heterokonjugadtumot adunk hozza t=0
idében 1pg/ml végsé koncentraciéban. Ezutan kiilénbo-
z6 id6pontokban 5.10° mennyiség{i mintakat vesziink és
10 masodpercig tlepitjiik Eppendorf 5414 centrifugaban.
A kozeg leszivasa utan 1 ml jéghideg 10%-o0s TCA-t (t6-
meg/térfogat) adunk a sejtiiledékhez. Az oldhatatlan anya-
got 900 g-nél végzett 5 perces centrifugalassal tavolitjuk el,
majd a feliiluszot 6 térfogat dietil-éterrel extrahdljuk, majd
semlegesitjiik. A [*H]-inozit foszfitokat anioncserélé kro-
matografiaval kiilonitjiik el formiat formaban levé Dowex
1-X8-at alkalmazva (100-200 mesh, Bio-Rad, Richmond,
Kalifornia), és mennyiségileg értékeljiik folyadékszcin-
tillacios spektroszkopiaval Bio-Safe 2 késziilékben (Re-
search Products, Int., Mt. Prospect, Illinois). Ezt a mun-
kamenetet a tricidlt inozit-foszfatok mérésére Imboden J.B.
¢és munkatarsai irjak le [,,Transmembrane Signalling By
The Cell Antigen Receptor” (fentebb idézett munka) és
Imboden J.B. és munkatarsai: ,,Antigen Recognition By A
Human T Cell Clone Leads To Increases In Inositol
Triphosphate” (fentebb idézett munka)).

Amint a 4. dbra bemutatja, 1 pg/ml-nél a stimulalt
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heterokonjugédtum jelentdsen fokozza az inozit-foszfat
1, 2 és 3 keletkezését, mig a G19-4 énmagaban csak
csekély novekedést okoz az inozit-foszfit 1-ben. A
tricialt inozit-foszfat szinteket a nem stimulalt sejtekben
az indulasnal (t=0) és a kisérlet végén (=10 perc) egy-
arant bemutatjuk.

Tovabbi kisérletekben, amelyeket az 5. abraban mu-
tatunk be, megfigyeljiik, hogy egy CD4 elleni monoklo-
nalis antitest, a G17-2, gatolja a heterokonjugatum altal
okozott inozit-foszfat valaszt. A G17-2 nem gatolja az
inozit-foszfat valaszt egy szabad anti-CD3 mono-
klonalis antitestre, a G19-4-re. Ezek szerint a kisérletek
szerint a CD4" T sejteket 72 oran inkubaljuk olyan
tapkozegben, amely [*H]-inozitot (40 nCi/ml) és PHA-t
(4 pug/ml) tartalmaz, erételjesen mossuk, majd ujra
szuszpendaljuk olyan tapkozegben, amely 10 mmol/l
LiCl-tis tartalmaz, és 20 percig inkubaljuk 37 °C hdmér-
sékleten. A kivalasztott mintdkhoz azutan G17-2-t
adunk [biotinnal konjugalt formaban, amint ezt Goding
J. W. a ,Monoclonal Antibodies; Principles And
Practices” (Monoklonalis antitestek; Elvek és gyakorlat)
cim( szakkonyvében leirja, a 230. oldalon (Academic
Press, (1983)]. 5 perc mulva G19-4-et, G19-2-,
G19-4/G17-2 heterokonjugatumot ¢s avidint adunk
hozza, amint jeloljiik, és az inkubalast folytatjuk tovabbi
10 percen 4t. A sejtmintdk (107 sejt/minta) 10% TCA-
ban végzett lizisét kovetden a [*H]-inozit-foszfatokat
extrahaljuk, anion-cserélé kromatografiaval elvélaszt-
juk és mennyiségileg értékeljiik, amint ezt fentebb leir-
tuk. Az 5. dbraban két fliggetlen kisérletet abrazolunk.
Az dtlagot +/— standard hibaval harom parhuzamos sejt-
mintanal mutatjuk be és a monoklonalis antitest €s avidin

Igy a kisérleti adatok nemcsak a talalmany szerinti
heterokonjugatumok fokozott hatdsat mutatjak be az
inozit-foszfat-termelésre, hanem bemutatjék azt is, hogy
a CD4 elleni szolubilis antitest gatolja ezt a T sejtvalaszt.
Az adatok tehat azt sugalljak, hogy a CD4 antigén fontos
szerepet jatszik a T sejtvalaszok stimulalaban.

A CD3/CD4 heterokonjugatumnak uj aktivitdsa van
a T sejtaktivalasban

Rajottiink arra, hogy a jelen taldlmany szerinti
CD3/CD4 heterokonjugatumnak van egy 0j funkciona-
lis aktivitasaa T sejtaktivalasaban, amint ezt a CD3/CD3
és CD4/CD4 homokonjugatumokat, mint kontrollokat
alkalmazo sejtosztodasi vizsgalatokban bemutatjuk.
Ezekben a vizsgalatokban CD4" T sejteket tenyésztiink
négy parhuzamos mintdban lapos fenekd, 96 tireges
mikrotitrdlé lemezeken 5.10% sejt/iireg mennyiségben
5% héinaktivalt borjuembrié-szérumot tartalmazéd
RPMI 1640 tapkozegben (Hyclone, Logan, Utah). A
CD4" sejteket 3 napon at tenyésztjiik vagy G19—4-gyel
(anti-CD3), G194/G19-4-gyel (CD3/CD3 homokon-
jugdtum),  G19-4/G17-2-vel (CD3/CD4  hete-
rokonjugatum) vagy G17-2/G17-2-vel (C4/CD4
homokonjugatum) PMA-val (forbolmirisztat-acetat)
(1 pg/ml) vagy PMA nélkiil, vagy 9.3 monklonalis anti-
testtel, amely a T sejtfeliileten levé CD28 antigénnel
reaktiv antitest [(Balb/cXCS7BL/6)FI, 1gG,] [1asd pl.
Hansen J.A. és munkatéarsai: ,,Monoclonal Antibodies
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Identifying A Novel T Cell Antigen And Ia Antigens Of
Human Lymphocytes” (Egy 0j T sejt antigént és human
limfocitak Ia antigénjeit azonosité monoklonalis antites-
tek”), Immunogenetics /0, 247-52 (1980)]. Az 6sszes
antitesteket és konjugatumokat 1 pg/ml koncentraciéban
alkalmazzuk. A timidin beépiilést (dtlag cpm+ standard
hiba) a 3. napon hatarozzuk meg folyadékszcintillacios
szamlaloban a 3 napos tenyészet sejtjeinek legalabb
8 oras egyiittléte utan 1 puCi/iireg *H-timidinnel (New
England Nuclear Corp., Boston, Massachussets).

Amint a 6. abraban bemutatjuk, amikor a tisztitott
CD4" T sejteket tenyésztjitk vagy anti-CD3 reagensekkel
vagy csak PMA-val burjanzas nem figyelhetd meg. PMA
jelenlétében az dsszes, CD3 elleni monoklonalis antites-
teket tartalmazo antitestkészitmény hasonlé [*H]-timidin
beépiilési szinteket indukdl, mig a CD4 homo-
konjugatum nem mitogén. Amikor azonban a kiilénb5z6
reagenseket a CD28 elleni monoklonalis antitesttel, a
9.3-mal val¢ szinergizmusra vizsgaljuk, jelentds kiilonb-
ségek figyelhetdk meg. Csak a CD3/CD4 hetero-
konjugatum indukal fogékonysagot a CD28 antitestre.
Az elbzetes vizsgalatok kimutattak, hogy a CD28 stimu-
lalas nem mitogén a tisztitott T sejteknél, bar a CD28
elleni monoklonalis antitest a T sejteknek >95%-aban
fejlédéstidéz el a sejteiklus folyaman PMA jelenlétében
(lasd pl. June C.H. és munkatarsai: Mol. Cell. Biol,,
fentebb idézett munka). Az a jelenlegi felfedezés, hogy a
tisztitott T sejtek CD28 stimulalasa nem ko-mitogén a
folyékony fazisi CD3 antitestekkel, igazolja az eldzetes
tanulmanyokat [lasd pl. Weiss A. és munkatarsai:
Synergy Between The T3/Antigen Receptor Complex
And Tp44 In The Activation Of Human T Cells”
(Szinergizmus a T3/antigén receptorkomplex és a Tp44
kozott human T sejtek aktivaldsaval), J. Immunol.
137(3), 819-825 (1986)].

Abbol a célbdl, hogy meghatdrozzuk, vajon a kiilénb-
ség a CD3/CD4 heterokonjugatum és a CD3/CD3
homokonjugatum kézitt a CD28 stimulalast illetéen mi-
ndségl vagy mennyiségi, CD4" T sejteket tenyésztiink
G19-4-gyel, G19—4/G17-2 heterokonjugétummal vagy
G19-4/G19-4 homokonjugatummal kiilonbozé kon-
centracioknal, vagy PMA-val (1 ug/ml) vagy egy anti-
-CD28 monoklondlis antitesttel, a 9.3-mal (1 pg/ml).
Amint a 7. dbraban lathatd, a G19-4/G17-2 hetero-
konjugatumrol gy talaljuk, hogy teljes mértéken ko-
mitogén a CD28 stimulalassal akar még olyan kis kon-
centracidknal is, mint 100 ng/ml, mig a CD3/CD3
homokonjugatum nem mitogén 10 pg/ml-nél. Ezzel el-
lentétben a sejtek ko-mitogén valasza PMA-ra és CD3
stimulalasra hasonlé a CD3 antitest konjugatumoknal
minden vizsgalt koncentracidéban. Ezenkiviil a kinetikai
kisérletek feltarjak, hogy a CD3/CD3 homokonjugatum
és a CD3/CD4 heterokonjugatum kozétti kilonbség a
CD28 stimuldlasban nem tulajdonithat a burjanzas idé-
beli lefolyasa eltolodasanak (adatokat nem mutatunk be).

Igy ugy tiinik, hogy a CD4" sejtek, amelyek osztodas-
sal nem valaszolnak a CD3-mal reaktiv oldhaté antitest-
re, valaszolnak a jelen taldlmany szerinti CD3/CD4
heterokonjugatumra a CD28 elleni antitest jelenlétében
torténd osztodassal.
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Abbol a célbdl, hogy tovabb vizsgiljuk a CD3/CD4
heterokonjugatum hatasait a T sejtosztodasra, vizsgal-
juk a sejtciklus kinetikat olyan technikaval, amely lehe-
tové teszi a sejtek megkiilonboztetését a harom egymast

kétvaltozos hisztogramként elemezzik és rogzitjik. Az
egyes sejtciklusszakasz-méretck  meghatdrozasa az
elemzés és gorbe-illesztés alapjan torténik, amint err6l
Rabinovitch P. S. korabban idézett munkdjaban besza-

kovetd sejtciklus mindegyik fazisaban stimuldlas utin. 5 molt.
A CD4" T sejteket folyadék-citometriaval osztalyozzuk A sejtek szazalékat az elsé, masodik vagy harmadik
Cytofluorograph 50 HH sejtosztalyozo berendezéssel sejtciklus utan a 8. dbraban mutatjuk be. Amint az abra
(Ortho  Diagnostic ~ Systems, Inc., Westwood, bemutatja, csak a CD3/CD4 heterokonjugatum képes
Massachussets), miutan a sejteket megfestettiik PE-vel jelentdsen elésegiteni a sejtcikluson valo athaladést, mi-
konjugalt CD8, CD16 és CD20 antitestekkel (aminterre 10 vel a sejtek 45%-a belép az S fazisba vagy azon til és a
korabban utaltunk). A negativ sejteket kivalasztjuk; sejtek 39%-a belép az osztodas masodik sejtciklusaba a
ezek 97%-ban CD4 pozitivak a kivalasztott populacio heterokonjugitummal végzett stimulédlas 3. napja utan.
Ujabb elemzése szerint. Az immunfluoreszcencias para- Igy a [H)-timidin beépiilése a tisztitott CD4" sejtek
méteren kiviil mérjiik az elére mend szérodast és derék- révén a CD3/CD4 heterokonjugatum + anti-CD28 sti-
sz0gil szorodast és ezt hasznaljuk a limfocitapopulacié 15  mulalasra val6 valaszban (amint ez a 6. és 7. dbrakban
behatérolasara és a monocitdk, sejttormelék és elpusztult lathatd) jelentds sejtosztodast stimuldlo valaszt jelent,
sejtek kizarasara. A sejteket 2000 sejt/masodperc aram- amely folytatodik a masodik és harmadik sejtciklus soran
lasi sebességnél osztalyozzuk 20 °C hémérsékleten. is. Ezzel ellentétben a tobbi antitest-készitmények egyi-

Az osztalyozott tenyészeteket négy parhuzamosban ke sem képes jelentds sejtciklus-atmenetet indukalni
tenyésztjiik kerek fenekd, 96 treges mikrotitrald leme- 20 (lasd a 8. abrat). A 8. abra azt is jelzi, hogy — 6sszeha-
zeken (Nunc, Kampstrip, Dania) 5.10* sejt/iireg mennyi- sonlitva a PHA + anti-CD28 kontrollal, ahol a kivélasz-
ségben. A G19-4/G17-2 heterokonjugatumot vagy tott sejtek 70%-a S fazisba Iép a tenyésztés 3. napja utan
CD3 vagy CD4 homokonjugatumokat 5 j1g/ml koncent- —mig a CD3/CD4 heterokonjugatummal stimulalt sejtek
riciéban adjuk a tenyészetbe, vagy PHA-t adunk hozza csak 45%-a valaszol. Ez azt jelzi, hogy a CD4" sejteknek
10 pg/ml koncentracioban. A sejteket 10% borjllemb- 25 jelentds szama athalad a sejtcikluson a CD3/CD4 hetero-
riészérummal kiegészitett RPMI 1640-ben novesztjitk konjugatummal végzett stimulalas utan.
0,6 ug/ml 9.3 anti-CD28 monoklonalis antitest, 1,5.1074 A CD3/CD4 hg[erokonjugd[um egyiitt médosi[ja a
mol/l BrdU, 100 e_gység/ml penicillin, 100 pg/ml CD3 és CD4 T sejtantigéneket
streptomicin és 5.107> mol/] 2-merkapto-etanol jelenlé- A T sejtfeliiletén levé CD3 és CD4 antigének mo-
tében. 3 nappal a 37 °C hémérsékleten (5% CO;) végzett 30  dosuldsat mérjiik a CD3/CD4 heterokonjugatum, CD3
inkubalas utan a tépké‘)zeget gyengéden leszivatjuk az vagy CD4 homokonjugétumok vagy csak CD4 elleni
tregekrdl és helyettesitjik 0,2 ml festdoldattal, amely vagy csak CD3 elleni antitestek révén, olyan modon,
0,1 mol/1 triszt (pH 7,4), 0,9% NaCl-t, 1 mmol/l CaCly-t, hogy meghatirozzuk az antitest vagy antitest-
1,0 mmoll MgCl-t, 0,2% BSA-t, 0,1% NP40-et, konjugatumok siirliségét a CD4* T sejtek feliiletén
1 pg/ml Hoechst 33 258-at és 5 ug/ml etidium-bromi- 35 37 °C hémérsékleten 18 ordn at végzett inkubalas utan
dot (EB; Calbiochem) tartalmaz. A sejteket 30 percig 10 pg/ml antitest vagy antitest-konjugatum jelenlétében,
inkubaljuk 4 °C homérsékleten, Gjra szuszpendaljuk, és immunfluoreszcencia médszert alkalmazva anti-egér Ig
aramléasos citometriat végziink ICP-22 késziiléken masodik lépéssel, és FACS IV éaramlési citométeren
(Ortho Diagnostic Systems, Inc.), amely egy PDP11/03 mérve. Az eredményeket az alabbi II. tiblazat mutatja
szamitogéppel van 6sszekapcsolva (Digital Equipment, 40  be, ahol a siiriiséget atlagos fluoreszcencia- intenzitas-
Maynard, Massachussets), amint ezt kordbban Rabino- egységekben fejezziik ki a hattérértékeken feliil, linearis
vitch P.S. leirta [,,Detection Of An Unusually Stable skalan mérve.
Fibrinolytic Inhibitor Produced By Bovine Endothelial
Cells” (Egy szarvasmarha-hamsejtek altal termelt szokat- Il TABLAZAT
lanul stabil fibrinolitikus inhibitor kimutatasa), Proc. Natl. 45 Mbdositas konjugdtumokkal
Acad. Sci. USA 80, 295660 (1983)]. Ultraibolya gerjesz-
tést (UG 1 sziird) alkalmazunk, Hoechst 33 258 emisszio-
val, amely 425-500 nm-nél mutathato ki, és fluoreszcen- -
ciaval, amely 600 nm-nél mutathato ki. A mintegy 3—4.103 Fajlagossag Feliileti stiriiség
sejt fluoreszcenciajat Hoechst és EB fluoreszcencia kozti 50 a modositas elétt
CD4 150 48 68
CD4/CD4

homokonjugatum 226 75 67
II. TABLAZAT folytatdsa
Mobdositas konjugdtumokkal
Fajlagossag Feliileti stirliség Feliileti stiriség Széazalékos
a modositas eldtt a moédositas utan modositds
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CD3 177
CD3/CD3

homokonjugatum 340
CD3/CD4

heterokonjugatum 369

9,0 95
10 99
19 95

Amint a fenti tablazat jelzi, az egy éjszakan at végzett inkubdlas CD3 elleni antitesttel vagy CD3/CD3
homokonjugatummal a CD3 csaknem kimutathatatlan sejtfelszini kifejez8dését eredményezi, mig a CD4 feliilet jelentds
mennyisége még megmarad hasonld, CD4 elleni antitestte] vagy CD4/CD4 homokonjugalassal végzett inkubalas utan.
A CD3/CD4 heterokonjugatum azonban mind a CD3, mind a CD4 médosulasat eldidézi, és tgy tiinik, hogy csokkenti
a CD4 sejtfelszini kifejezését. Az ezekben a vizsgélatokban alkalmazott 6sszes antitest- és konjugatumfoloslegben van,

mivel sejtfeliileti szabad CD3 vagy CD4 antigén (vagyis
antitest altal nem kotott antigén) a modositds utdn nem
mutathatd ki, amikor anti-CD3 vagy anti-CD4
monoklonalis antitestek kozvetlen fluoreszcencids
konjugatumait alkalmazva végziink mérést (adatokat
nem mutatunk be). fgy a jelen taldlmany szerinti
CD3/CD4 heterokonjugatum egyiitt modositja a CD3 és
CD4 antigéneket a T sejtek felszinén, jelezve, hogy a
heterokonjugdtum nem egyszerlen csak rogziti a T
sejtreceptort a sejt felszinére, amint ezt korabban java-
soltdk a CD3 elleni immobilizalt antitest esetében (lasd
pl. Ledbetter és munkatarsai: J. Immunol., fentebb idé-
zett munka). Ezenkiviil oldhaté anti-CD3-mal végzett
tanulmanyok jelzik, hogy amikor a CD3-at médositjuk a
sejtfelszinen, a CD3/Ti receptor belsé atrendezédésen
megy at (internalizalddik) [lasd pl. Press O.W. és mun-
katarsai: ,,Evaluation Of Ricin A Chain Immunotoxins
Directed Against Human T Cells” (Human T sejtek ellen
irAnyulé ricin A lanc- immunotoxinok értékelése), Cellular
Immunol. 702, 10-20 (1986); és Press O.W. és munkatar-
sai: ,Endocytosis And Degradation Of Murine Anti-
Human CD3 Monoclonal Antibodies By Normal And
Malignant T Lymphocytes” (Régesalé anti-human CD3
monoklonalis antitestek endocitozisa és elbomlasa norma-
lis és malignusan transzformalt T limfociték révén), Cancer
Research 48, 2249-2257 (1988)], amely a T sejtaktivalas
gatlasdhoz  vezet. A jelen talalmény  szerinti
heterokonjugatumok szintén a receptor internalizacidjdhoz
vezetnek, mig a T sejtaktivalas fokozodik.

Amint ez a példa bemutatja, a jelen talalmany szerinti
CD3/CD4 heterokonjugatum fokozza mind a Ca?* mo-
bilizacidt, mind az inozit-foszfat-termelést a CD4™ T
sejtek aktivalasaban.

Ezenkiviil a heterokonjugatumnak van egy 0j funkci-
onalis aktivitasa is a CD4" T sejtek burjanzasaban CD28
elleni antitest jelenlétében, a sejtek jelentds frakcidjat
atsegitve a masodik sejtciklusba a stimulalas els6 harom
napjan belil. Ezenkivil e heterokonjugatum, agy tiinik,
egyutt modulalja azokat az antigéneket, amelyekkel ez
reaktiv, timogatva azt a hipotézist, hogy ez ugy miiko-
dik, hogy az antigéneket szoros kapcsolatba hozza a T
sejtek aktivalasa soran.

2. PELDA

Az alabbi példa egy masik, jelen talalmany szerinti
heterokonjugatum megalkotasat és jellemzését irja le,
amely heterokonjugatum a CD3-mal reaktiv antitestbol
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all keresztkotést alkotva nagyszami mas, CD T sejt-
antigénekkel reaktiv antitestek barmelyikével.

Az antitest-heterokonjugatumok, amelyeket ugy al-
kotunk meg, amint ezt a fenti 1. példaban leirtuk, az
alabbiak: a) CD3/CD2 heterokonjugatum, amely
G19—4(anti-CD3) monoklonalis antitestet (amelyrol mar
korabban adtunk meg irodalmi adatokat) és 9.6-ot (anti-
CD2) tartalmaz [lasd pl. Martin P.J. és munkatarsai: J.
Immunol. 737, 180 (1983) ATCC HB 10 267]; b)
CD3/CDS5 heterokonjugatum, amely G19-4 monoklo-
nélis antitestet és 10.2-t (anti-CD5) tartalmaz [lasd pl.
Martin P. J. és munkatarsai: ,,A New Human T-Cell
Differentiation Antigen; Unexpected Expression On
Chronic Lymphocitic Leukemic Cells” (Uj humén T-sejt
differenciacids antigén; nem vart kifejez6dés kronikus
limfocitas leukémia sejteken), Immunogenetics /7, 429
(1980); és Martin P. J. és munkatarsai: ,,Monoclonal
Antibodies Recognizing Normal Human T Lympho-
cytes And Malignant B Lymphocytes; A Comparative
Study” (Normal human T-limfocitakat és rosszindulati
B-limfocitakat felismerd monoklonalis antitestek; 9ssze-
hasonlité tanulmény), J. Immunol. 72, 1920 (1981)
ATCC HB 10 269]; ¢) CD3/CD6 heterokonjugatum,
amely G19-4 monoklonalis antitestet és G3—6-ot (anti-
CD6) tartalmaz (a G3-6 IgG izotipusi anti-CD6
monoklonalis antitest, amelyet Balb/c egerek immuniza-
lasaval allitunk elé HSB2 T-leukémia-sejtvonallal;
hibridémadkat allitunk eld az egerekbdl nyert 1épsejtek
T sejtekhez vald kotéssel €s 12.1 CD6 referencia-anti-
testtel valo keresztblokkolassal, amint ezt pl. Martin P.J.
¢s munkatarsai a J. Immunology /27 évfolyamanak fen-
tebb 1dézett kozleményében leirtak); d) CD3/CD7
heterokonjugatum, amely G194 monoklonalis antites-
tet és G3-7-et (anti-CD7) tartalmaz [a G3-7 IgG,
izotipusi anti-CD7 monoklonalis antitest, amelyet
Balb/c egerek immunizalasaval allitunk el HSB2 T-
leukémia sejtvonallal; hibridomaékat allitunk elé az ege-
és atvizsgaljuk normal T sejtekhez valo kotéssel és 3A1
CD7 referencia antitesttel vald keresztblokkolassal,
amely antitest rendelkezésre all az American Type
Culture Collection-nal; ezenkiviil egy anti-CD7 mono-
klonalis antitest kereskedelmi forgalomban is van
(Becton Dickinson, Mountainview, Kalifornia); a fenti-
ekkel kapcsolatban lasd még Reinherz E.L. és munkatar-
sai (szerkeszt6k) szakkonyvét: Leukocyte Typing II, 1.
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kotet, 3-30 oldal (1986)]; e) CD3/CDS8 hetero-
konjugatum, amely G19-4 monoklondlis antitestet és
G10-1-et (anti-CD8, amellyel kapcsolatban mar adtunk
irodalmi utalast, ATCC HB 10 268) tartalmaz; f)
CD3/CD28 heterokonjugatum, amely G19-4 mono-
klonalis antitestet €s 9.3-at (amellyel kapcsolatban mar
adtunk irodalmi adatokat, ATCC HB 10 271) tartalmaz.

Ezeket a heterokonjugdtumokat arra a képességiikre
vizsgaljuk, hogy fokozzdk-e a citoplazmas Ca?* -mobilizi-
last T sejtekben, amint az 1. példaban leirtuk. Minden
heterokonjugatumot 1 pg/ml-nél vizsgalunk, ez olyan kon-
centracio, amelynél az egyediil CD3 elleni antitest aktivi-
tasa az optimum alatti és a konjugatumok fokozott aktivi-
tasa kimutathatd. Az indo-l-gyel kezelt periférias
vérlimfocitak cstics (Ca®)i valaszai az elsd 5 percben
mennek végbe a sejtek heterokonjugatummal végzett sti-
muléldsa utan. A nem stimulalt sejtek 130 nmol/t (Ca?*)i-t
mutatnak. A CD3/CD4 ¢és CD3/CD8 heterokonju-
gatumokkal végzett kisérletekben a konjugatum aktivitasat
CD4*, illetve CD8" T sejtalcsoportokon mérjiik. Ezeknek
a heterokonjugatumoknak az aktivitsat a kalcium-mobili-
zélasban az alabbi 1. tablazatban mutatjuk be.

Il TABLAZAT
Anti-CD3 heterokonjugatumok aktivitasa a kalcium-

-mobilizaldsban
Konjugdtum Cstics (Ca?” ) (nmdl/l)
CD3/CD3 (G19-4/G19-4) 186
CD3/CD2 (G19-4/9.6) 2722
CD3/CD4 (G19-4/G17-2) 3349
CD3/CD5 (G19-4/10.2) 155
CD3/CD6 (G19-4/G3-6) 836
CD3/CD7 (G19-4/G3-7) 276
CD3/CD8 (G19—4/G10-1) 2690
CD3/CD28 (G19-4/9.3) 204

Amint a III. tdblazat jelzi, a CD3/CD2, CD3/CD6,
CD3/CD7 és CD3/CD8 heterokonjugatumok (valamint
a CD3/CD4 heterokonjugatum) hatarozott kalcium-mo-
bilizalast idéznek eld az ezekkel a heterokonjugatu-
mokkal kezelt T sejteken beliil, ha dsszehasonlitjuk a
nem stimulalt vagy CD3/CD3-mal stimulalt sejtekkel.
Ugy véljiik, hogy ezek a heterokonjugatumok, az 1. pél-
daban leirt CD3/CD4 heterokonjugatumokhoz hasonlo-
an, ugy miltkddnek, hogy a megfeleld reagald antigéneket
szoros kozelségbe hozzak; ez a membranon keresztiil foko-
zott jelatvitelt és megndvekedett T sejtaktivalast eredme-
nyez.

3. PELDA

Ez a példa a taldllmany egy tovabbi hetero-
konjugatumanak megalkotasat és jellemzését irja le,
amely heterokonjugatum egy CDS5 T sejtfeliileti antigé-
nekbdl all keresztkotést alkotva sokféle mas T sejt CD-
antigénjének barmelyikével.

Ezek az antitest-heterokonjugatumok, amelyeket ugy
alkotunk meg, amint fentebb az 1. példaban leirtuk, az
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alabbiak: a) CD5/CD2 heterokonjugdtum, amely a 10.2
¢és 9.6 monoklonalis antitestekbol all; b) CD5/CD28
heterokonjugatum, amely a 10.2 és 9.3 monoklonalis
antitestekbol all; ¢) CD5/CD4 heterokonjugdtum, mely a
10.2 ¢és G17.2 monoklondlis antitestekbdl all; d)
CD5/CD6 heterokonjugatum, amely a 10.2 és G3-6
monoklonalis antitestekbdl all; e) CD5/CD7 hetero-
konjugatum, amely a 10.2 és G3—7 monoklondlis antites-
tekbdl all; és f) CDS/CD8 heterokonjugatum, amely a
10.2 és G10-1 monoklonalis antitestekbdl all. Az sszes
monoklondlis antitestrél, amelyet ebben a kiviteli mod-
ban megalkotott heterokonjugatumokhoz alkalmazunk,
mar adtunk irodalmi utalasokat a korabbiakban.

Ezeket a heterokonjugdtumokat is megvizsgaljuk arra
a képességiikre, hogy fokozzak a citoplazmaban talalhatd
Ca?* mobilizalasat T sejtekben, amint ezt az 1. példdban
leirtuk. Ezeknek a kisérleteknek az eredményeit az alabbi
I'V. tablazatban mutatjuk be. Az ezekben a kisérletekben
alkalmazott egyes heterokonjugatumok koncentracidjat a
tablazatban megjeloljiik. Az indo-1-gyel kezelt periférias
vérlimfocitak csics (Ca*)i valaszai a stimulaldstél sza-
mitott elsé 10 percen beliil mennek vége. A nem stimulalt
sejtek 130 nmol/1 (Ca?")i értéket mutatnak. Amint a tab-
lazat mutatja, a CD5/CDS5 homokonjugatum 180 nmol/1
(Ca?M)i értéket mutat. A CD5/CD4 és CD5/CDS
heterokonjugatumokat CD4™, illetve CD8" sejt alkész-
leteken vizsgaljuk.

IV. TABLAZAT
Anti-CD5  heterokonjugatumok aktivitisa a kalcium-

-mobilizaldsban
Konjugdatum Csiics (Ca?” )i (nmél/l)
CDS5/CDS5 (10.2/10.2, 20 pg/ml) 180
CDS/CD2 (10.2/9.6, 20 pg/ml) 204
CD5/CD28 (10.2/9.3, 10 png/ml) 196
CD5/CD4 (10.2/G17-2, 2 pg/ml) 640
CDS5/CD6 (10.2/G3-6, 2 ug/ml) 421
CD5/CD7 (10.2/G3-7, 15 ug/ml) 178
CDS5/CD8 (10.2/G10-1, 2 pg/ml) 546

Amint a IV. tablazat jelzi, a CD5/CD4, CD5/CD6 és
CD5/CD8 heterokonjugatumok jelentds ngvekedést mutat-
nak a kalciummobilizalasban, dsszehasonlitva a nem stimu-
1lt vagy CD5/CDS stimulalt sejtekkel. Ugy véljiik, hogy
ezek a heterokonjugatumok, mas, itt leirt hetero-
konjugatumokhoz hasonléan alkalmazhatdk a T sejtek
fokozott aktivalasaban.

4. PELDA

Ebben a példdban egy, a T sejtfeliileten levé CD3 és
CD45 antigének kozotti mAb altal indukalt kolesénhatast
alkalmazunk, valamint CD3 és CD45 antigénekkel reaktiv
antitestek heterokonjugatumat hasznaljuk annak vizsgalata-
ra, hogyan hatnak ezek a munkamenetek a T sejtek aktiva-
laséra.

Sejttenyésztés. Periférids vér mononukledris sejteket
¢s periférids vérbél nylonszévethez nem tapadd
limfocitakat készitiink olyan médon, ahogyan ezt korab-
ban mar leirtak [Clark és munkatarsai: Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 82, 17661770 (1985); Clark és munkatarsai:
Hum. Immunol. /6, 100-113 (1986); mindkét irodalmi
hivatkozas referenciaként van beépitve a jelen bejelen-
tésben]. Roviden ismertetve, nylonszvethez nem tapa-
do limfocitakat kapunk nylonszovet-szeparalassal az
alabbiak szerint: nylonoszlopot [amely az Onkogén-nél
(Seattle, Washington) késziil] 5% borjiembrid-széru-
mot tartalmazé RPMI kézeggel terheliink, és ezt alkal-
mazzuk 45 percen at 37 °C homérsékleten végzett elo-
inkubalas utan. Sejteket visziink fel az oszlopra, és hagy-
juk bearamlani az oszlopba, majd inkubaljuk 37 °C
hémérsékleten 45 percig. Meleg tapkozeget alkalmazva
6 ml-t gylijtiink 3ssze az oszlopbol, kétszer centrifugaljuk
1200 fordulat/perccel, majd vjra szuszpendaljuk burjanzasi
pufferral (15% humén AB-szérum) (mintegy 1,5 ml). A
nem tapado sejteket megszamoljuk és a térfogatot beallit-
juk a vizsgalatban valo felhasznals szerint.

Az alabbi human leukocita markerek elleni Balb/c
egér-mA-ket alkalmazzuk: 9.4 (IgG2a), anti-CDA45,
(Cobold fentebb idézett munkdja); G1-15 (IgGl) és
3ACS5 (IgG2a), anti-CD45R [Ledbetter fentebb idézett
munkaja; és Ledbetter és munkatarsai: a ,,Perspectives
in Immunogenetics and Histocompatibility” (Tavlatok
az immungenetikaban ¢s hisztokompatibilitdsban) cimi
szakkonyvben, szerkesztd:Heise E., kiadé: ASHI, New
York, 325-340. oldal; 96.5 Brown és munkatarsai: J.
Immunol. 127 (2), 639-646 (1981)]; UHCL-1 (IgG1)
anti-CD45 (180. forma), amelyet Dr. Beverley P. volt
kedves rendelkezéslinkre bocsatani (Smith, fentebb idézett
munka); G19-4(IgG1), anti-CD3 (Ledbetter, fentebb
idézett munka); 9.6 anti-CD2 (err6l korabban mar ad-
tunk irodalmi utalasokat); és 9.3 anti-CD28 (err6l ko-
rabban mar adtunk irodalmi utaldsokat). A patkany an-
ti-egér kappa (x)-fajlagos mAb-t [Ware és munkatarsai:
J. Immunol. Meth. 74, 93—104 (1984)] alkalmazzuk egér
mAD keresztkotésére.

mAb heterokonjugatum eléallitasa. A monoklonalis
antitest-heterokonjugatumokat 1:1 mélaranyban ké-
szitjik GMBS heterobifunkcionalis keresztk6té rea-
genssel (Calbiochem, La Jolla, Kalifornia) és 5-imino-
tiolan.HCl-lel (Pierce Chemical Co. Rockford, Illinois),
amint korabban az 1. példaban leirtuk. Részletesebben,
az antitesteket (1 mg/ml) egy éjszakan at dializaljuk
kapcsold pufferral [0,1 mol/1 Na,HPO, (kétbazisu, hét
kristalyvizes) és 0,1 mol/l NaCl-al (pH 7,5)] szemben. A
konjugatum els6 antitestjét tiolaljuk iminotiolan. HCI
soval (2-IT a Pierce Chemical Co.-t6l, Rockford, Illino-
15):50 ul (0,5 mg) 2-IT oldatot (10 mg/ml, kapcsold
pufferban) adunk hozza keverés kozben. A konjugatum
masodik antitestjét GMBS-sel kezeljiik: 5 pl (14 ug)
GMBS oldat (1 mg 360 pul dimetil-formamidban). Az
oldatokat 1 6ran at inkubaljuk szobahémérsékleten. Az
antitesteket kapcsolé pufferral kiegyenlitett PD-10 osz-
lopokon kiilonitjik el (Pharmacia, Uppsala, Svédor-
szag). 2,6 ml Osszes lires térfogat utan az antitesteket az
eredeti térfogat kétszeresében Osszegyiijtjiik. Az antites-
teket Osszekeverjiik és szobahdmérsékleten inkubaljuk
5 oOrén at, és a reakciot 1 pl 25 mmél/l-es B-merkapto-
etanol hozzaadasaval allitjuk le (1 pl:560 pl kapcsold
puffer), 15 percen at inkubalva szobahomérsékleten. Ezt
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areakciot viszont 11 pl (11 pg) N-etil-maleimid (Sigma
Chemical Co., St.Louis, Missouri) hozzaadasaval allitjuk
le, ahol ez 1 mg/ml-es dimetil-formamidos (DMF) oldat-
ban van.

A konjugatumokat egy éjszakan at dializaljuk foszfat-
tal pufferolt fiziologias konyhasdoldattal (PBS) szem-
ben. Az igy létrejové CD3/CDA45 heterokonjugatumot a
szabad antitestekt6l Superose 6 FPLC-vel kulonitjiik el,
amint ezt az 1. példaban leirjuk, és ezt a heterokonjuga-
tumot G19-4/9.4-nek nevezzik.

Az mAb-k konjugélasara biotinnal biotin-szukcinimidet
alkalmazunk (Sigma Chemical Co., St.Louis, Missouri),
amint ezt korabban mar leirtak [Hardy R.R.: a ,,Handbook of
Experimental Immunology™ (A kisérleti immunolégia kézi-
kényve) cimil szakkonyvben, szerkesztOk: Weir és munka-
tarsai; kiadd: Blackwell, Oxford (1986); 31.1-31.2 oldal}; ez
az irodalmi hely referenciaként épiil be a jelen bejelentésbe.
A forbol-12-mirisztat-13-acetatot (PMA) és az avidint a
Sigma Chemical Co.-t6l (St.Louis, Missouri) szerezziik be.
A rekombinans interleukin-2-t (rIL.2) a Genzyme-t6l (Boston,
Massachussets) szerezziik be és ezt alkalmazzuk néhany
vizsgélatban a sejtosztodas stimuldlasara.

A vér T sejtek osztodasat (*H) timidin beépiilésével
mérjiik (New England Nuclear; fajlagos aktivitas
27 Ci/mmél; 1 Ci=37 GBq), amint ezt korabban az 1.
példaban leirtuk, 10° sejt/ml-t alkalmazva 200 pl-os
mikrotitral6 tiregekben. Részletesebben leirva a burjan-
zasi vizsgalatokban mononukledris sejteket tenyésztiink,
amint ezt Ledbetter és munkatarsai leirtak [Journal
Immunol. /35, 1819-1825 (1985); ez az irodalmi hely
referenciaként épiil be a jelen bejelentésbe. Roviden:
mononukledris sejteket izolalunk periférids vérbol siri-
ség-gradiens centrifugélassal Ficoll-Hypaque-on, ezt ko-
veti milanyaghoz val6 tapasztas, hogy eltavolitsuk a
monocitdk tébbségét. Sejteket tenyésztiink 2,5.10°/ml
koncentracioban négy parhuzamos mintdban 96 tireges
mikrotitralé lemezekben (Falcon, Becton-Dickinson,
Oxnard, Kalifornia) penicillint, streptomicint és 15%
huméan AB-szérumot tartalmazé RPMI tapkézegben
(Pel Freez Brown Deer, Wisconsin). Vagy a fitohem-
agglutinin mitogént (PHA; Welcome Diagnostics,
Greenville, North Carolina), vagy Sepharose-hoz kotott
anti-CD3 mAb-t (G19-4) alkalmazzuk T sejtek stimula-
lasara. 3 vagy 4 nap tenyésztés utan az tiregeket 6 Oran at
kezeljik 0,5 pCi[*H]timidin/ireg koncentraciéban
(New England Nuclear, Boston, Massachussets; 6,7
Ci/mmol fajlagos aktivitas). A sejteket azutan ivegrost
szlirékon gytjtjiik ossze sejt-begylijté berendezést alkal-
mazva, ¢és a radioaktivitdst folyadékszcintillacios
szamlaloberendezésben mérjitk. Bizonyos kisérletekben
rekombinans  1L2-t  (rIL-2; Genzyme, Boston,
Massachussets) is alkalmazunk 25 egység/ml koncentracio-
ban. A [*H]timidin felvétel mérésétegy 3 napos kisérlet utolsd
hat érdja soran végezziik, ahol a kisérletben a mikrotitrald
lemez iiregeit 10 mg/ml koncentracidjia G19-4 mAb-t alkal-
mazva eléburkoljuk a vizsgalat el6tt. A 9.4 anti-CD45 mAb
koncentracidja az oldatban 1 mg/ml és ezt 10 mg/ml-nél
immobilizaljuk a mikrotitral6 lemezen. A sejteket négy par-
huzamosban tenyésztjiik és az atlagokat tiintetjiik fel. A stand-
ard hiba <11%.
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Az eredményeket az V. tablazat foglalja 6ssze.

V. TABLAZAT
Az anti CD45 mAb szabdlyozza a T sejtburjanzdst az
anti CD3 mAb stimuldldsa utdn

Burjanzas([*H] timidin +
beépilés, cpm.10-3)
Aktivalds PMA Koze Anti-CD45 | Anti-CD45
(! ng/m) g oldatban | immobilizalt

Kozeg - 0,3 0,4 0,3

+ 0,5 0,5 0,4

AEDS L 7o | 13 323

., + 2043 1983 93,2
lizalt-
+rlL-2

(100 egy- - 196,3 183,9 67,1
ség/ml)

Az V. tablazat azt mutatja, hogy az anti-CD3-mal
egyiitt immobilizalt anti-CD45 tébb, mint 75%-ban ga-
tolja a T sejtburjanzast, mig az oldatban levé anti-CD45
nem gatolja. Az immobilizalt anti-CD45 gatl6hatésa
még a PMA optimum alatti koncentracidja vagy exogén
rIL2 jelenlétében is nyilvanvalo.

Mérjiik a T sejtek burjanzasat anti-CD3 mAb-vel
(G19.4) vald stimuldlas utan is, immobiliz4lt anti-
CD3 mAb-vel és immobilizalt vagy oldatban levd
CD45R mAb-kkel (g1-15 és 3ACS5). A burjanzast ugy
mérjiik, amint ezt fentebb az anti-CD45-nél tettiik. A
G1-15 és 3ACS anti-CD45R mAb-ket 1 mg/ml kon-
centracioban alkalmazzuk oldatban és 10 mg/ml kon-
centracidban alkalmazzuk immobilizalt formaban.
p97 melanéma antigén elleni kontroll 96.5 1gG2a
mAb-t alkalmazunk nem reagdlé kontrollként 1
mg/ml koncentracioban oldatban és 10 pg/ml kon-
centraciéban immobilizalt forméaban. A VI. tdblazat
mutatja ennek a kisérletnek az eredményeit.

VI TABLAZAT
Az anti CD45 mAb szabdlyozza a T sejtburjdnzdst az
anti CD3 mAb stimuldaldsa utan

Burjanzds ([PH]timidin +
beépiilés, cpm. 10 )
s N PMA rlL-2
Aktivalas Kézeg | (|ng/ml) | 100 cgysce/ml
Kozeg 0,1 0,5 0.4
Anti-CD3
Immobilizalt
+ kozeg 143,6 281.5 291,8
+ G1-15 anti-
CD45R (oldat) 137,5 261,5 3094
+3ACS anti-
CD45R(oldat) 177.8 266,2 294.6
+ 96.5 (oldat) 147.9 262,1 3124
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Burjanzds (PH]Jtimidin .
beépiilés, cpm. 1075)
R . PMA rlL-2
Aktivilas Kozeg (1ng/ml) | 100 egység/ml
Anti-CD3
Immobilizalt
+ G1-15 anti-
CD45R (Im-
mobilizalt) 0,1 0,7 0,6
+ 3ACS anti-
CD45R(Im-
mobilizalt) 10,1 68,2 95,5
+86,5(Immo-
bilizalt) 1544 2471 2804

A gatlds nyilvanvald, amikor vagy anti CD45R
(3AC5)-0t vagy anti CD45R (G1-15)-6t egyiitt immu-
nizalunk anti-CD3-mal, de nem latszik akkor, amikor
a CD45 mAb-k oldatban vannak. Sem a PMA, sem az
rIL2 nem gyézi le ezt a gatlast. A p97 melandma-
antigén elleni 96.5 kontroll mAb nem gatolja az osz-
todast az immobilizalt anti-CD3-ra adott valaszban,
akar oldatban van jelen, akar anti-CD3-mal egyiitt
immobilizalt formdaban.

Hogy biztosak legyiink, hogy az immobilizalt CD45
mAb-vel (9.4) lathat6 gatlas nem egyszeriien csak a CD3
mAb (G19-4) kimozditasanak kovetkezménye a mi-
anyag feliiletrél, a mikrotitralo lemezeket egyediil anti-
CD3-mal, anti-CD3 + anti CD45-tel, vagy anti-CD3+
+ 96.5 kontroll mAb-vel burkoljuk. Periférids vér-
mononukledris sejteket stimuldlunk G19—4 anti-CD3
mAb-vel, amely egy mikrotitrdlé lemez falaihoz van
immobilizalva; az immobilizalas gy torténik, hogy szo-
bahdmérsékleten inkubalunk foszfattal pufferolt fiziolo-
gias konyhasooldatban 2 6ran 4t 4, 8, 16 és 32 pug/ml
koncentracional, vagy egyediil, vagy 9.4 anti-CD45-tel
vagy 96.5 kontroll mAb-vel egyiitt ugyanolyan koncent-
racioban, mint az anti-CD3 mAb koncentracidja.
Szarvasmarhaszérum-albumint adunk hozza, hogy le-
het6vé tegyiik a tovabbi fehérjekstést. Osszehasonli-
tasként az oldatban levé 9.4 CD45 mAb-t alkalmaz-
zuk. A burjanzast mérjik 1 ng/ml PMA jelenlétében
és tavollétében egyarant. A sejteket négy parhuzamos-
ban tenyésztjiik 3 napon at és [*H] timidinnel kezeljiik
az utolsé 6 6ran at. A 9. abra mutatja be ezeknek a
kisérleteknek az eredményeit (az atlagokat mutatjuk
be; az egyes pontokndl a standard hiba az 4tlagnak
kevesebb, mint 15%-a).

A 9. dbra bemutatja, hogy (a) amikor tébb anti-CD3-
at alkalmazunk az tiregek burkolaséra, tobb lesz a bur-
janzas; ez egybevig kordbbi beszamolokkal [Geppert és
munkatérsai: J. Immunol. /38, 1660-1666 (1987)]; (b) a
9.4 CD45 mAD jelent6s gatlast idéz eld minden koncent-
racional, de csak immobilizalt formaban; és (¢) lényegé-
ben nincs olyan gatlas, amelyet a 96.5 mAb izotipus-
kontrollal valé szimultan burkolds idéz el6, jelezve, hogy
az anti-CD45 altal elbidézett gatlas nem az anti-CD3
kiszoritdsdnak az eredménye. | ng/ml PMA hozzaadasa
atenyészetekhez csak akkor forditja meg az immobilizalt
anti-CD45-tel eléidézett gatlast, amikor az mAb 4 pg/ml
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vagy kisebb koncentracidban burkol, nagyobb koncent-
racidkban viszont nem (9B. abra). Ez azt sugallja, hogy
az anti-CD45 kritikus koncentracidja szikséges, hogy
szoros kdzelségben legyen az anti-CD3-hoz a miianyag
feliileten, és fennmaradjon a gatlas PMA jelenlétében.

A burjanzast el6idézo T sejtaktivalas CD28 és CD2
stimulalasaval mehet végbe, oldott 9.3, illetve 9.6 mAb-
ket alkalmazva, melyeket egy kévetkezd lépésben ke-
resztkotésbe hoztunk, 187.1 anti-k-mAb-t alkalmazva
[Van Lier és munkatarsai: Eur. J. Immunol. /8, 167-175
(1988); és Ledbetter és munkatarsai: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 84, 1384-1388 (1987)]. Abbdl a célbdl, hogy
megvizsgaljuk a CD45 kotés hatdsait ebben a rendszer-
ben, anti-CD45-6t adunk az anti-CD28-hoz vagy anti-
CD2-héz oldatban, 187.1 mAb-vel vald keresztkstéssel
vagy a nélkil (Ware és munkatarsai, fentebb idézett
munka). Az osztddast [PH] felvétellel mérjiik, amint ezt
kordbban leirtuk. 9.3 anti-CD28 mAb-t és 9.6 anti-
CD2 mAb-t alkalmazunk az aktivalashoz 1-1 ug/ml
koncentricioban. 9.4 anti-CD45 mAb-t alkalmazunk
1 pug/ml koncentracidban, és 187.1 anti-k-mAb-t al-
kalmazunk az antitestek keresztkstéséhez 187.1 mAb
4 : 1 végs6 hanyadossal egér mAb-hez. Az osztodast
rIL-2 jelenlétében (100 egység/ml) és tavollétében
mérjik. A VII. tablazat mutatja be az eredményeket
(az egyes pontoknal a standard hiba <12%-a az atlag-
nak).

VII. TABLAZAT
A CD45 szabdlyozza a T sejtosztédast CD2 és CD28
stimulalds utan

Burjanzds ([?H]timidin beépiilés,
cpm. 10 7)
. .. | 100 egy- N 187.1 | Anti- | Anti-CD45
Stmuldlé | "ot | KO%8 | AL | CDa5 | +187.1 mAb
Kozeg - 0,2 0,3 1,6 0,4
+ 6,8 42 : 376 2,5
Anti-CD28 - 0,2 43 474 0,4
+ 12,6 36,1 72,5 9,6
Anti-CD28 - 0,5 0,2 12,7 0,2
+ 44 7,0 373 4,0

Nyilvanvaléan kitlinik, hogy az anti-CD45 énmaga-
ban elosegitheti a sejtosztdédast vagy névelheti azt, ame-
lyet vagy a CD2 vagy a CD28 mAb-k indukalnak, anél-
kil, hogy exogén rIL2-re sziikség lenne (VII. tablazat).
Az rIL2 hozzaadasa minden esetben tovabb fokozza a
sejtosztodast még mas stimulaloszerek tavollétében is.
Ezek a tiinetek a CD45 kotodés hatasanak tulajdonitha-
tok az IL2 nagy affinitasu receptorainak kifejezésére
(Ledbetter, fentebb idézett munka).

Ezzel ellentétben CD45 keresztkotése CD2-hoz vagy
CD28-hoz 187.1 anti-k-mAb hozzaadasaval megfordit-
ja a CD45 oénmagaban stimulalé hatasat és csokkenti a
CD2 vagy CD28 altal el6idézett stimulalast (VII. tabla-
zat) akar rIL2 jelenlétében, akar ennek tavollétében.
Ez nem tulajdonithaté a 187.1 nem fajlagos gatlo
aktivitasanak, mivel mind a CD28, mind a CD2 stimu-
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lalast fokozza a 187.1, amikor a 9.4 CD45 mAb nem
érdekeltebben.

A CD3, CD2 és CD28 a jelatvivo uthoz kapcsolodik,
amely novekedést eredményez a (Ca?)i-ben, amikor
ezek a receptorok a sejtfelszinen kétddnek [Ledbetter és
munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 1384-1388
(1987)]. A (Ca?")i-ta CD3, CD2 vagy CD28 receptorok
keresztkotése utan mérjik 9.4 CD45 mAbD jelenlétében
vagy tavollétében (10. abra). Ebben a kisérletben
biotinnal konjugdlt mAb-ket kotiink periférids vér T
sejtekhez, majd keresztkétiink a sejt felszinén avidin
hozzaaddsaval. A névekedést a (Ca’")i-ben az indo-1-
gyel (Molecular Probes, Junction City, Oregon) kezelt
periférids vérmononuklearis T sejtekben a T sejteken
levd receptorok keresztkotése utan mérjiik vagy sajat
magaval, vagy a 9.4 anti-CD45 mAb-vel egyiitt vagy
3ACS anti-CD45R mAb-vel egyiitt az alabbiak szerint
(a koriilményeket az alabbiakban adjuk meg a 10. dbrara
utalva).

1) A CD3 receptor keresztkotésbe vissziik biotin-
konjugait G19.4 anti-CD3 mAb-val (2 pg/ml) az
1,5. perc id6pontnal, ezt kdveti avidin (8 ug/ml) hozza-
adasa az 5,5. perc idépontban (—). Ezt 6sszehasonlit-
juk a CD3 receptor el6zokkel azonos keresztkdtésével
9.4 anti-CD45 mAb jelenlétében (10 pg/ml) (-—.-),
vagy biotinnal konjugalt 9.4 anti-CD45 mAb (10 pug/ml)
jelenlétében, amelyet avidin (48 pg/ml) kovet (.....).
Biotinnal konjugdlt 9.4 anti-CD45 mAb tovabbi kont-
rolljat, amelyet avidin (40 pg/ml) kdvet, is alkalmazzuk
(----) (10A. abra).

2) 25 pg/ml G19.4 anti-CD3 mAb (—) hatasat
Osszehasonlitjuk G194 anti-CD3 mAb és 9.4 anti-
CD45 mAb heterokonjugatuma 50 pg/ml-ének hatasaval
(....) (10B. abra).

3) A CD2 receptort keresztkotjiik 10 pg/ml biotin-
konjugalt 9.6 anti-CD2 mAb-vel a -3. perc id6pontban
adva, ezt koveti 40 ug/ml avidin hozzdadasa az 1,5. perc
idépontban (——) (10C. abra).

4) A CD28 receptort keresztkotjilkk 10 pg/ml 9.3
anti-CD28 mAb-vel a —3. perc idépontban adva, ezt
koveti 40 pg/ml avidin hozzdaddsaa—3. perc idépontban
(—); ezt dsszehasonlitjuk CD28 és CD45 receptorok
szimultan keresztkotésével, 10 ug/ml 9.3 anti-CD28
mADb-t és 10 pg/ml 9.4 anti-CD45 mAb-t alkalmazva és
a -3. percben hozzaadva, amelyet 80 png/ml avidin hoz-
zadadasa kovet az 1,5. percben (....) (10D. abra).

5) A CD4 receptort keresztkétjik 10 pg/ml biotin-
konjugalt G17-2 anti-CD4 mAb hozziaddsaval a
-3. percben, ezt koveti 40 ng/ml avidin hozzdadasa az
1,5. percben (—). Ezt dsszehasonlitjuk CD4 és CD45
receptorok szimultan keresztkétésével 10 pg/ml biotin-
konjugalt G17-2 anti CD4 mAb és 10 pg/ml biotin-kon-
Jjugdlt 9.4 anti-CD45 mAb hozzdadasaval a —3. percben,
ezt koveti 80 pg/ml avidin hozzdadésa az 1,5. percben.
Bemutatjuk a biotin-konjugalt G17-2 anti-CD4 mAb
(10 ug/ml) +9.4 anti-CDS mAb (10 pg/ml) (nem konju-
galt) dsszehasonlitasat is, amelynél 40 pg/ml avidint is
alkalmazunk az 1,5. percben (-.-.-) (10 E. abra).

Ezeknek a kisérleteknek az eredményeit a 10E. abra
mutatja be.
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Nyilvanvalo, hogy a CD3, CD2 és CD28 keresztkotés
utan lathaté novekedést a (Ca’*)i-ben a biotin-konjugalt
9.4 jelenléte gatolja. Amikor a 9.4 nincs biotinezve és
igy nincs keresztkdtve avidinnel, még csekély csokkenés
figyelhet6 meg az anti-CD3 indukalt kalciummobiliza-
las mértékében (10 A. abra). A teljes gatlashoz azonban,
ugy tiinik, az sziikséges, hogy a CD45 és CD3 szoros
kozelségbe legyen hozva. Ezenkiviil anti-CD45 és anti-
CD3 heterkonjugatuma nem képes kozvetleniil novelni
a (Ca?")i-t (10 B. 4bra), pedig immunfluoreszcencias
vizsgalatok anti-egér immunglobulinnal azt demonstral-
jak, hogy a heterokonjugatum képes kotddni mindkeét
receptorhoz a sejt felszinén (adatokat nem mutatunk be)
és 25 pg anti-CD3 erds kalciumvalaszt alakit ki. A
CD45R mAb-k, pl. 3ACS5 képesek részlegesen gitolni a
(Ca?")i bedramlasa kivetkeztében bekdvetkezd sejtvéla-
szokat, amikor a sejtreceptorokkal reaktiv mAb-khez
vannak kotve, amint ezt a CD2-nél bemutatjuk (10 C.
abra). A CD45R mAb altal nyujtott részleges gatlas a
CDA45R izo-forma kifejezddését tiikkrozheti bizonyos T
sejteken, de nem mindegyiken (Ledbetter, fentebb idé-
zett munka). A CD3, CD2 és CD28-nal levo gatlé hatas-
sal ellentétben a CD45 kapcsolasa CD4-hez a jelatvitel
erds és reprodukalhato névekedését adja, azzal 6sszeha-
sonlitva, amikor a CD4 6nmagdaval van 6sszekapcsolva
(10 E. abra). Ez ugy torténik, hogy nem valtozik a
sejtosztodas iiteme azt mutatva, hogy ugyanazok a CD4
pozitiv sejtek lettek sokkal valaszképesebbek a CD45 és
CD4 kapcsolasat kovetéen. Ugy tinik tehat, hogy a
CD45 vagy felfelé, vagy lefelé szabalyozza a membra-
non keresztili jelatvitelt attdl a receptortol flggoden,
amellyel kdlcsonhatasban van.

CD45-tel végzett eldzetes tanulmanyok azt sugalljak,
hogy miukddhet a limfocita-aktivitasnak vagy felfelé-,
vagy lefelé-szabalyozasa (Ledbetter, fentebb idézett
munka; Harp, fentebb idézett munka, és Martorell, fen-
tebb idézett munka). A CD45 vagy CD45R elleni oldha-
t0 mAb-k egyiitt stimuldlnak PHA-val vagy gyongyok-
hoz régzitett anti-CD3-mal az IL-2 termelés, IL-2 re-
ceptor-kifejezddés és T-sejtosztddas ndvelésében. Az
oldhaté anti-CD45 kooperativan miikddhet CD2 vagy
CD28 mAb-vel (V1. tdblazat). Ezek az egyiittes stimula-
lasi hatasok CD4" sejtekre korlatozddnak és nem latha-
tok CD8" sejtekkel, amelyek nem fejeznek ki CD4-et.
Ez részben annak a ténynek tulajdonithato, hogy a
CD45-nek jellegzetes hatasa van a CD4-re, amely meg-
kilonboztethetd mas sejtfeliileti antigénekre, pl. CD3-ra
vagy CD2-re valo hatasatol; amikor CD45-6t szoros kapcso-
latba hozzuk CD4-gyel, ez igy hat, hogy gyorsitja és noveli
a CD4 altal 4tvitt kalciumjelet, mikozben gatolja a jelatvitelt,
amikor CD3-hoz és CD2-hoz van kétve (10. abra).

A fenti 4. példa azt mutatja be, hogy az anti-CD45
gatld hatasa a legvilagosabban olyan kériilmények ké-
z6tt mutatkozik, amikor a CD45 kozeli kapcesolatba ke-
ril jelatvive elemekkel, pl. CD2, CD3, CD5 vagy
CD28 T sejtreceptorokkal, amint ezt a jelen talalmany
szerinti CD4/CD45 heterokonjugatumok alkalmazasa-
val bemutatjuk. Az anti-CD45 antigén a limfocita-akti-
valas kezdeti szakaszaban gétolja az intracellularis sza-
bad kalcium mobilizalasat, amely normalisan 30—60 ma-
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sodpercen beliil kimutathato. Az anti-CD45 fokoz6 ha-
tasat szintén kimutatjuk, a CD45 receptort kozeli szom-
szédsagba hozva a CD4 receptorral. Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy a limfocitdkon levd receptorokkal
reaktiv molekulakat tartalmazé heterokonjugatumok
mas modot nyujtanak kolcsonhatas indukalaséra a recep-
torok kozott, hogy fokozzak vagy gatoljak a limfocitdk,
beleértve a T-sejteket és B-sejteket, aktivalasat és miiko-
dését.

Az eddig leirtakban a jelen taldlméany szamos kiviteli
modjat ismertettiik; nyilvinvalé azonban, hogy a jelen
talalmany alapvetdé konstrukcidja valtoztathatd ugy,
hogy tovabbi kiviteli médok jojjenek létre, amelyek
limfocitak fokozott aktivalasdhoz vezetnek (pl. mas
limfocita-antigén heterokonjugatum-kombinacidk),
vagy a limfocitdk miikédésének gatlasdhoz vezetnek.
Ennek megfeleléen azt kell figyelembe venni, hogy a
talalmany oltalmi k6rét nem a példak segitségével bemu-
tatott specialis kiviteli modok, hanem a mellékelt igény-
pontok szabjak meg.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras T limfocitdk muikodését szabalyozd hetero-
konjugatumok eléallitasara, azzal jellemezve, hogy két,
T limfocitdk sejtfelszinén levé kiilonb6z6 CD-antigé-
nekkel k6tédni képes monoklondlis antitest-molekulat
kapcsolunk &ssze.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a heterokonjugatum egyik antitestjeként a T sejt
felszinén levo CDS5 antigénhez kot6do antitestet alkalma-
zunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a CD3 antigénnel és a CD4 antigénnel reakcioba
1épd antitest-molekulakat kapcsoljuk dssze.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a G194 és G17-2 antitesteket kapcsoljuk Gssze.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a kapcsolast kémiai térhalositassal végezziik.

6. Az 5. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a kémiai térhalésitast maleimido-butiriloxi-
-szukcinimiddel vagy N-szukcinimidil-3-(2-piridilditio)-
-propionattal végezziik.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a CD3 antigénnel reakcioba lépo antitestet, és egy,
ugyanazon a limfocitan elhelyezkedé CD2, CD6, CD7
vagy CD8 antigénnel reakcidba 1ép6 antitestet kapcso-
lunk Gssze.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a CDS5 antigénnel reakcioba 1ép6 antitestet, és
egy, ugyanazon a limfocitan elhelyezkedé CD4, CD6
vagy CD8 antigénnel reakcioba 1ép6 antitestet kapcso-
lunk.
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9. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a heterokonjugatum egyik elemeként a CD45
antigénnel vagy a CD45 antigén valamely izoformula-
javal reakcioba 1ép0 antitest-molekulat, masik moleku-
laként pedig ugyanazon a limfocitan elhelyezkedd
masik CD-antigénnel reakcidba lépo antitestet kap-
csolunk Ossze.

10. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a CD3 antigénnel reakcioba 1ép6 antitestet, €s egy,
ugyanazon a limfocitan elhelyezkedé CD45S antigénnel
reakcidba 1épd antitestet kapcsolunk dssze.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy ugyanazon a limfocitan elhelyezkedd, de kiilonbozd
CD-antigénnel reakcioba 1ép6 G19-4 és 9.4 antitestet kap-
csolunk Ossze.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy, a CD2, CD3, CD4, CDS5, CD8 vagy CD28
antigénnel reakcioba 1épd antitestet, és egy, ugyanazon
a limfocitan ethelyezkedd, a CD45 antigénnel reakcidba
1ép6 antitestet kapcsolunk ossze.

13. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy, a CD2, CD3, CD4, CDS5, CD8 vagy CD28
antigénnel reakcioba 1ép6 antitestet, és egy, ugyanazon
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a limfocitan elhelyezkedd, a CD45R antigénnel reakcio-
ba 1épd antitestet kapcsolunk dssze.

14. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy ugyanazon a limfocitin elhelyezkedd, de kiilonbo-
z6 CD-antigénnel reakcidba 1épé monoklonalis antitest-
molekulat kapcsolunk 6ssze.

15. Eljaras T limfocita-aktivitast szabalyozo hetero-
konjugatumok eléallitasara, azzal jellemezve, hogy két
kiilonb6z0, a T limfocitak sejtfelszinén levé CD-antigén-
nel ko6tédni képes, a kalciummobilizaciot befolydsolo
monoklonalis antitest-molekulat kapcsolunk dssze.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a heterokonjugatum egyik elemeként a CD5 T
sejtfelszini antigénnel reakcidba [épd antitest-molekulat
alkalmazunk.

17. Eljaras T limfocitak in vitro aktivalasara, azzal
jellemezve, hogy a T limfocitakat a kalciummobilizaciét
noveld, 1. igénypont szerinti heterokonjugatummal kap-
csoljuk Gssze.

18. Eljaras T limfocitak miikddésének in vitro szaba-
lyozasara, azzal jellemezve, hogy a T limfocitakat az
1. igénypont szerint eldallitott heterokonjugatummal
kapcsoljuk ossze.
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