Sishfao

I

KOZZETETELI RO
PELDANY NSO CALP  24/od
ACIN &9 / yd5

MONOKLONALIS ANTITESTEK TOLERANCIA INDUKALASAHOZ

RN

.
o o .
ceon
. .
ooooo

COBBOLD Stephen Paul, Cambridge
WALDMANN Herman Cambridge

Nagy-Britannia

A bejelentés napja: 1990. 05. 31.
ElsSbbsége: 1989. 05. 31. (8912497.8) Nagy-Britannia
A nemzetkdzi bejelentés széma: PCT/GB90/00840

A nemzetkdzi kdzzététel szama: WO 90/15152
KIVONAT

A talalmdny targya eljar&s tolerancia kialakitésara
egy antigénnel szemben. A taldlmédny értelmében nem-kimeritd
CD4 monoklondlis antitestet &s nem-kimeritS CD8 monoklondlis
antitestet adagolnak a kezelendd személynek,ﬁakiben az anti-
gén mar megtal&lhatd vagy késdbb fogja kapni. Az antigénnel
szembeni tolerancia ezeknek az antitesteknek a jelenlétében
alakithaté ki. Egy kimeritd CD4 monoklonalis antitestet
és/vagy egy kimeritd CD8 monoklondlis antitestet is adagol-

hatnak a nem-kimeritd antitestek adagolasa eldtt.
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Az idegen antigénnel vagy szévettel, illetve a sajéat
antigénnel vagy szdévettel szembeni tolerancia egy olyan &al-
lapot, amelyben egy - egyébként normdlis, érett - immunrend-
szer nem reagadl specifikusan agressziven egy &ltala normdlis
(nem beteg) test-szdvetként, -komponensként kezelt antigén-
re/szbdvetre, ugyanakkor azonban agressziven reagdl olyan i-
degen vagy megbetegedett antigénekre/szdvetekre, amelyekkel
szemben a természetes, 6énmagdval szembeni tolerancia vagy a
terdpids toleranciat induk&aldé eljarasok nem tették specifiku-
san tolerdnssa. A tolerancia vizsgadlata &ltal&ban annak iga-
zolasat igényli, hogy a toleréns egyed nem valik immunissa
arra a bizonyos antigénre/szdvetre, ha egyszer vagy eldnyd-
sen t&bbszdr immunizaljdk egy késdbbi iddpontban, amikor u-
gyanarrdl az egyedrdl kimutathatd, hogy egy irrelevans an-
tigénre/szdvetre valaszol.

A ragcsaldé CDh4 (L3T4) antigénnel sze;beni monoklona-
lis antitestekrdl (mAb) igazoltdk, hogy hatékony immunszup-
presszans anyagok a humorédlis immunit4s, a transzplantéacié
és az autoimmunités szabalyoz&saban. Emellett a CD4 monoklo-
nidlis antitestekrdl kimutattdk, hogy in vivo toleranciat
biztosité kdrnyezetet hoznak létre, amellyel bizonyos oldha-
t6 fehérje antigénekkel, valamint a transzplantdciés antigé-
nekkel szembeni tolerancia érhetd el. Azok a mechanizmusok
azonban nem ismertek, amelyekkel a CD4 monoklondlis antites-
tek ezeket a hatéasokat produkdljdk. A legkorébban megjelent
tudésitésok szerint az immunszuppressziét olyan koériilmények
kozott érték el, amikor a célsejteket in vivo kimeritették.

Az egyszer{l magyarazat az volt, hogy az igy elért immunszup-



presszidé a CD4 T-sejtek hidnya miatt kdvetkezett be.

Masrészt viszont, in vitro kutatasok azt igazoltak,
hogy a CD4 (és CD8) monoklondlis antitestek képesek befolya-
solni a limfocita funkcidékat egyszeriien oly médon, hogy a
sejt felszinén levd antigénhez k&tddnek a sejt lizaldsa nél-
kiil. Emellett immunszuppresszidét és tolerancidt indukéaltak
in vivo dgy, hogy a CD4 monoklondlis antitestek és a F(ab'),
CD4 monoklonalis fragmentek szublitikus koncentréaciéjat
haszn&ltdk, ami arra utal, hogy a monoklonalis antitestek
dltal kézvetitett immunszabalyozdshoz nincs feltétlenil
sziikség a célsejtek kimeritésére.

A kor&bbi vizsgdlatok sorén olyan antitesteket hasz-
naltak, amelyek kimeritették a CD4 sejteket. Kisérleteink
soradn 4gy taldltuk, hogy a nem-kimeritd CD4 é&s CD8 antites-
tek is képesek tolerancidt biztositani idegen immunoglobuli-
nokkal, csontvel8&sejtekkel és &tliltetett bdrrel szemben. Ez
a megfigyelés valdjdban altalanosan alkalmazhatd az Osszes
antigénre. Emellett Ggy tald&ltuk, hogy egy kimeritd CD4 mo-
noklondlis antitest és/vagy egy kimeritd CD8 monoklondlis
antitest adagoldsa a nem-kimeritd monoklondlis antitestek
adagolasa eldtt eldnyds lehet a toleranciadt biztositdé kor-
nyezet kialakitéaséaban.

A talalmany targya tehdt egy nem-kimeritd CD4 mono-
klondlis antitestet és egy nem-kimeritd CD8 monoklondlis an-
titestet tartalmazd készitmény antigén elleni tolerancia ki-
alakitasara, kombindlt készitmény formdjadban, egyidejlleg
vagy kiilon-kiilén torténd vagy egymds utani hasznalatra. A

talalmadny targya tovabba eljaras ember vagy &llat kezelésére



X . e . oo
. o oo e oo o [3
. . .s . LT XY

L] . .

. . .
®0ee oas o0 see oo

egy nem-kimeritd CD4 monoklondlis antitest alkalmaz&saval
és egy nem-kimeritd CD8 monoklondlis antitest alkalmazasaval
sebészeti vagy mas médon. A taldlmé&ny targya tovabba:

- nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis antitestek
egyiitt tdrténd alkalmazisa emberi vagy allati test kezelésé-
re sebészeti Gton vagy mids médon, kiiléndsen egy antigén el-
leni tolerancia induk&l&sara; és

- csomagolidsi egység, amely kiilén komponensként tar-
talmaz nem-kimeritd CD4 monoklondlis antitestet é&s nem-kime-
ritd CD8 monoklondlis antitestet, eldnydsen kiilon tartéedé-
nyekben.

A nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis antitestek
egylitt tdrténd adagolasival egy betegben tolerancia alakit-
haté ki egy primer antitesttel szemben. A CD4 és CD8 mono-
klondlis antitestek alkalmazadsaval autoimmun betegségek ke-
zelhetdk, és segitségiikkel meg lehet akadélybzni az atililte-
tett szervek kildkddését anélkiil, hogy hosszG iddn keresztil
immunszuppressziv kemoterdpidt kellene alkalmazni. A tole-
rancia elérhetd egy Atiiltetett szervvel vagy csontveldvel
szemben is.

Vannak eldnyei, ha in vivo nem-kimerit& monoklonédlis
antitesteket hasznidlunk. Péld&ul nem-kimeritd monoklonédlis
antitestek roévid ideig tartd injekcibdzasa lehetdvé teszi a
kompetens sejtek gyorsabb regeneridléddsat a blok&d alél, és
ennélfogva csékkenti az immunhi&ny kdvetkeztében be&lld Gn.
opportunista fert&zések és mas komplikdcidk kockéazatat a
monoklondlis antitesttel vald kezelést kdvetden (példaul a

leukémiis visszaesés a T-sejtet kimeritd csontveld atiilte-



tésnél). Emellett az is ismert, hogy a CD4 sejtek tovéabb
oszthatdk funkciondlis alcsoportokra, amelyek k&ziil néhany
szerepet jatszik az immun-szabdlyoz&sban. A T-sejtek tdmeges
eltidvolitésa természetesen eredményezheti az immun-szup-
presszidt, de le is rombolhatja a CD4+ szabdlyozé sejtek va-
16szini hatasat. Ezért egy kifinomultabb manipuléacidé eld-
nydsebb lenne az immunrendszer kivdnatos &llapotba valéd
vezérlésében.

A tolerancia eldnydsen Ggy érhetd el, hogy egy be-
tegnek eldsz6r kimeritd CD4 és/vagy CD8 monoklondlis anti-
testeket adunk.

A talalm&ny targyat tehat az alabbiak képezik:

- nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis antitestek
valamint kimeritd CD4 és/vagy CD8 monoklondlis antitestek
egylitt valdé alkalmazisa egy emberi vagy allati test sebésze-
ti vagy mds médon tdrténd kezelésére, pontosébban, egy anti-
génnel szembeni tolerancia induk&lé&séara;

- nen-kimeritd CD4 monoklondlis antitestet, nem-ki-
meritd CD8 monoklondlis antitestet, emellett kimeritd CD4
monoklondlis antitestet és/vagy kimeritd CD8 monoklondlis
antitestet kombindcidéban tartalmazd készitmény, egyszerre,
kiilén-kiilén, vagy egymds utadn vald adagoldsra egy antigén
elleni tolerancia kialakit&sa céljabél; és

- egy csomagolasi egység, amely nem-kimeritd CD4 mo-
noklondlis antitestet, nem-kimeritd CD8 monoklonilis anti-
testet, emellett kimeritd CD4 monoklondlis antitestet
és/vagy kimeritd CD8 monoklondlis antitestet tartalmaz,

jellemzd médon mindegyiket kiilén tartdedényben.
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A nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis antitestek
kombinadcidéja haszndlhatdé tolerancia indukal&séara barmely an-
tigénnel szemben, anélkiil hogy mds immunszuppressziv anyagra
sziikség lenne. A nem-kimeritd monoklondlis antitest olyan
antitest, amely a célsejteknek in vivo kevesebb mint 50%-at,
példaul 10-25%-at, eldnydsen 10 $-ndl kevesebb részét meriti
ki. Ezek hasznalhatdk az I-es tipusi antigének vagy a II-es
tipusi antigének elleni tolerancia indukdlisara. Mindkét an-
tigén elleni tolerancia indukdlasdra is hasznélhatdk. Egy
transzplantdtum esetében példdul az I-es és II-es tipusid £f0&
hisztokompatibilitasi (MHC) antigének és nem-MHC vagy minor
hisztokompatibilit&si antigének (minorok) johetnek szbba. A
transzplantaciés antigének mellett a taldlmény szerinti
megoldas hasznadlhaté globuldris fehérjékkel, glikoproteinek-
kel, Ggymint immunoglobulinokkal, részecskékhez koétdétt anya-
gokkal, példaul viragpor fehérjékkel, gyégyéézati felhaszna-
lasra szant fehérjékkel, Ggymint interferonnal, interleukin-
-2-vel vagy tumor nekrézis faktorral vagy hormon helyettesi-
tokkel példaul a leutiniz&ldé hormonnal, ezek analégjaival
vagy antagonistdival szembeni tolerancia indukdl&asara. To-
vdbbi specifikus antigének, amelyekkel szemben tolerancia
induk&lhaté, lehetnek szintetikus fehérje analdégok vagy fe-
hérje terdpids anyagok, amelyek receptorblokkold segitdkként
és alloantigénekként haszndlhaték. Az alloantigéneket tart-
jdk feleldsnek a szdvetek vagy bdr Atliltetésekor az idegen
szdvetek kilokéséért.

Monoklondlis antitestekként haszndlhaték a CD4 sejt-

felszini antigénre specifikus (CD4 mAb) vagy a CD8 sejtfel-
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szini antigénre (CD8 mAb) specifikus monoklonédlis antites-
tek. A CD4 és CD8 alatt nem csak azokat a monoklondlis anti-
testeket értjiik, amelyek a humin CD4 é&s CD8 felszini antigé-
nekre specifikusak, hanem azokat a monoklon&lis antitesteket
is, amelyek mas fajban is a megfeleld felilileti antigénekre
specifikusak, példaul az L3T4 antigénre egérben, amely az
emberi CD4 antigén ragcsald megfeleldje. Tipikusan az IgGy
osztdlyba tartozé monoklondlis antitesteket haszndlunk, igy
példaul patkany IgGya-t, egér IgGrp-t vagy human IgGy-t, de
lehet humén IgG4-t is alkalmazni. Antitest-k&tdhelyet tar-
talmazd monoklondlis antitest fragmentek, pé&lddul a Fab és a
F(ab), fragmentek is hasznalhatok.

A CD4 és CD8 monoklondlis antitesteket egylitt a-
dagoljuk a kezelendd szervezetbe. Beadhatjuk egyetlen ké-
szitmény részeiként is, de kiilén készitmény formdjaban is.
A monoklonilis antitesteket tipikusan hetente 1-7 alka-
lommal adjuk be, eldnydsen hetente 1-4 alkalommal, példéaul
hetente hdromszor, 2-4 hétig, eldnydsen 3 hétig. A nem-kime-
ritd monoklondlis antitestnek egy hatékony mennyiségét
adagoljuk. A szérum vizsgdlata az antitest telitettségi ér-
tékére nézve jelzi, hogy elegendd antitest van jelen. Minden
egyes nem-kimeritd monoklonadlis antitestbdl elegendd mennyi-
séget adunk be rendszeresen, hogy ezzel tolerancidt biztosi-
td kdrnyezetet teremtsiink a kezelés alatt 4116 betegben. Igy
a CD4 és CD8 sejtek blokkolhaték.

Az egy betegnek beadhaté nem-kimeritd CD4 monoklonéa-
lis antitest és nem-kimeritd CD8 monoklondlis antitest meny-

nyisége szamos faktortél fiigg, beleértve a beteg korat és



e v .4 - LEd
® 06 ¢ 9 e0 v
. - ve - ona
. ¢« v s .
884 sen o see do

testtomegét, a kezelendd 4llapotot, és az antigén(eke)t, a-
melyekkel szemben tolerancidt kivanunk indukdlni. Egy egér
modell-rendszerben 1lug-2mg-ot, eldnydsen 400ug-lmg-ot adunk
be egy idépontban. Embereknek 1-400 mg-ot, Ggymint 3-30 mg-
ot, eldnydsen 5-20 mg-ot adunk be az antitestbsl egy adott
idépontban. Egy CDlla monoklondlis antitest, amely egy nem-
kimeritd monoklondlis antitest, hasznilhaté a CD4 és CD8 mo-
noklonalis antitestek mellett, illetve egyik vagy masik vagy
mindkettd helyett.

Az idegen antigéneket, amelyekkel szemben toleranci-
&t kivanunk indukdlni, egy betegnek egészen 6t nappal aze-
16tt beadhatjuk, mieldtt a nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklo-
nalis antitestekkel valdé kezelést megkezdtilk, és egészen &t
nappal vagy 2-3 héttel a kezelés befejezése utan is folytat-
hatjuk az adagolast. Altaldban azonban egy antigént a keze-
1és megkezdése el&tti 14. napon, tipikusan a kezelés megkez-
dése eldtti 7. napon adjuk a betegnek. Az antigént adhatjuk
a CD4 és CD8 monoklonalis antitest kezelés megkezdésével
egyiddben is.

Tehat tolerancia indukdlhaté egy antigén ellen egy
betegben oly médon, hogy nem-kimeritd CD4 é&s CD8 monoklona-
lis antitesteket és a monoklondlis antitestek jelenlétében
antigént adunk a betegnek. A beteget sebészeti operdcidnak
lehet alavetni a nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis anti-
testek jelenlétében, szdveti transzplantatumot, azaz &atiilte-
tett szervet vagy csontveldt adva a betegnek. Emellett tole-
rancia indukalhaté olyan antigén ellen is, amely a kezelendd

szervezetben mdr jelen van. Hosszl idétartama specifikus to-
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lerancia induk&lhatd sajat antigének ellen is, hogy az
autoimmun betegségeket, Ggymint a szklerdzis multiplexet
vagy az reumds artritiszt kezeljilink. Az autoimmun betegség-
t81 szenvedd beteg dllapota igy enyhithetd.

A tolerancia fenntartdsdhoz tartdés antigénre van
szlilkség. P&ldaul egy atililtetett szdvet biztositja azt az an-
tigént, amely a sajat magidval szembeni tolerancia fenntartéa-
sdhoz kell. Ugyanez igaz a sajat (auto) antigénekre is az
autoimmun betegségek kezelésében. A kiilsd antigének, példaul
az allergének esetében antigén emlékeztetdket adhatunk be
szabdlyos iddk&zonként.

El8nyds lehet ha egy gazdaszervezetet kimeritd CD4
monoklondlis antitesttel és/vagy kimeritd CD8 monoklondlis
antitesttel kezeliink, mieldtt a nem-kimeritd monoklondlis
antitest kezelést megkezdjiik. A kimeritd monoklondlis anti-
test egy olyan monoklondlis antitest, amely in vivo a cél-
sejtek tdbb mint 50%-&t, példaul 90-99%-at kimeriti. A ki-
meritd antitestek k&zé tartozik a patkany IgGyp vagy IgGi,
az egér IgGyy és az emberi IgGy és IgG3. Kimeritd CD4
monoklondlis antitest és/vagy kimeritd CD8 monoklondlis an-
titest hasznidlhaté a T sejtek megfeleld populédcidjénak csdk-
kentésére. A nem-kimeritd monoklondlis antitesteknek ezért
kevesebb T sejttel kell elbanniuk. A kimerités egy mésik
médszer szerint gy is elérhetd, hogy szokvanyos immunszup-
pressziv terdpiat alkalmazunk, Ggymint egy masik monoklonéa-
lis antitestet, példaul CAMPATHR 1-t, szteroidokat, ciklo-
sporint, ALG-t (anti-limfocita-globulint) vagy besugirzéast.

A T sejtek populdcidjanak a kimeritd monoklondlis
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antitest segitségével torténd csdkkentéséenk mértéke azoktédl
az antigénektsl filigg, amelyekkel szemben toleranciat kiva-
nunk elérni. El6ny6$ lehet tovdbba a T sejt populdcidt csok-
kenteni nehéz antigének, rosszul beilleszkedd atiiltetett
szdvetek esetén, amikor a befogaddét eldz8leg a donor antigé-
nek hataséanak tették ki, és fel vannak tdltve (példaul
transzfiziét tdbbszdr kapott betegek) vagy autoimmun beteg-
ségek esetén, amikor a betegek fel vannak tdltve, é&s ugyan-
akkor az autoimmun &llapotuk folyamatosan aktivalédik. Rossz
szbveti illeszkedésrdl beszéliink, ha egy vagy tébb I-es ti-
pusiG f3 hisztokompatibilitdsi antigén nem egyezik.

Ezért sziikséges lehet a CD4-pozitiv segitd T-sejt
populacié csdkkentése kdriilbeliil 70%-kal, pé&lddaul a normilis
szintjik 50, 20 vagy éppen 10%-a ald. Minél nehezebb egy to-
lerancia elérése, anndl nagyobb mértékd kimeritésre van
szlikség. A CD8-pozitiv T-sejteket kasonléképpen lehet kime-
riteni.

A kimeritd CD4 monoklondlis antitestet és/vagy a
kimeritd CD8 monoklondlis antitestet tipikusan hetente 1-7
alkalommal adjuk be, eldnydsen hetente 2-4 alkalommal, pél-
daul egyszer, kétszer vagy haromszor egy héten, eldnydsen
egyszer, a nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis antitest-ke-
zelés megkezdése eldtt 1-7 nappal, példdaul 1-5 nappal. Az
antigént, amellyel szemben tolerancidt kivanunk induk&lni,
adagolhatjuk ugyanakkor vagy a kimeritd monoklondlis anti-
test adagolasa eldtt 5 napon beliil. A beadott kimeritd mono-
klondlis antitest mennyisége szamos faktortdl fﬁgg,‘beleért—

ve a T-sejtek relevans populdcidéja elérendd csokkentésének
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szintjét, a beteg korat és testtomergét, a kezelendd allapot
silyossdgat és azt, hogy milyen antigén(ek)re kivanunk tole-
ranciat kialakitani. Egér modellrendszerben lug-2mg-os ddézi-
sokat, eldnydsen 400ug-lmg-os ddézisokat adagolunk a kimeritd
monoklondlis antitestbdl. Embereknek 1-400 mg, azaz 3-30 ng,
példaul 5-20 mg antitest adagolhatéb.

A kimeritd é&s nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis
antitestek barmilyen ismert médszerrel eldallithatdk. E1dal-
lithaték Ggy, hogy immuniz&lt patkanyok lépsejtjeit fuzio-
niltatjuk patkdny mieléma sejtvonallal, példdul ¥Y3/Antigén
1.2.3 sejtvonallal [Clark and Waldmann, "Monoclonal Anti-
bodies", 1. fejezet, szerk. P.C.L. Beverley; "Methods in
Haematology", Longman (Churchill Livingstone), (1986)]. Bar-
mely mds mbédszer is hasznadlhatd, példdul immuniz&lt egér
lépsejtek fGzidéja egér mieldémaval, patkany mieldmaval vagy
hum&n mielémaval, illetve rekombindns DNS mddszerrel.

A monoklondlis antitesteket parenterdlisan, példaul
intravénasan adagoljuk. A monoklondlis antitesteket &lta-
laban injekciéval vagy infdziéval adjuk be. Erre a célra a
monoklondlis antitestet olyan gydgyaszati készitmény forma-
jaban készitjiik el, amely egy gydgyaszatilag elfogadhatd
hordozét vagy higitdéanyagot tartalmaz. Barmely alkalmas
hordozd vagy higitéanyag, példdul izotdénias sboldat hasz-
ndlhat6. Ha olyan specifikus antigéneket adunk, amelyekre
toleranciit akarunk kialakitani, akkor ezeket adhatjuk pa-
renterilisan, példiaul intravéndsan, intramuszkuldrisan vagy
szubkutin Gton. Az antigént jellemzd médon egy gydgyaszati-

lag elfogadhaté hordozdéval vagy higitéanyaggal készitjiik el.
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Az YTS 177.9, YTS 191.1, YTS 105.18 és YTS 169.4
monoklondlis antitesteket termeld megfeleld hibridémékat az
European Collection of Animal Cell Cultures-nél helyeztiik
letétbe (Porton Down, G.B.) 1990. m&jus 30-a&n ECACC
90053005, ECACC 87072282, ECACC 90053004 és ECACC 87072284
szamon.

A taldlmény szerinti megoldast a kovetkezd &bréakkal
és példakkal szemléltetjiik k6zelebbrdl.

Az 1. &bra az rIgGya és rIgGyp monoklondlis antites-
tek kombindlasdval kialakulé komplement lizis szinergens
jellegét és interferencidjat mutatja. Az Slcr-mal jelzett
(30 uCi/ml) CBA/Ca timocitdkat monoklondlis antitestekkel és
2% aranyhdrcsdg szérummal mint komplement forrassal egyiitt
inkub&ltuk, amint azt az egyes oszlopok alatt jeleztiik. A
monoklondlis antitest koncentrédcié: (A) 5 ug/ml; (B) 25
pg/ml. ‘

A 2. abran az rIgGyaz CD4 injekcibéz&sanak a T-sejt
kimerités'nélkﬁli in vivo eredményeit 1l4tjuk. Az emlitett
monoklondlis antitestekb&l egyetlen injekciét adtunk ATx
CBA/Ca egereknek (n=3), majd 1, 4 é&és 8 héttel késdbb elvé-
reztettiik Sket. A BPL-eket biotinilezett CD4 elleni monoklo-
ndlis antitestekkel festettiik (YTA 3.1, @ ), CD8 (YTS 156.7,
A) és Thy-1 (YBM 29.2, ¥ ), majd streptavidin-FITC-t adtunk
hozza. Az eredményeket &ramlasi citometriaval vizsgaltuk, és
az egyes populdcidkat kiszémolﬁuk, a vizsgadlat napjan mért
kezeletlen kontrollt véve 100%-nak.

A 3. abran lathatd, hogy hogyan indukaléddott a HGG-

velé szemben tolerancia az IgGza; CD4 YTS 177.9 monoklonédlis
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antitest hat&sira. Norm&lis CBA/Ca egereknek YTS 177.9 vagy
YTS 191.1 monoklondlis antitestet adtunk, a jelzett dézisok-
ban, a kezelés -1., 0., és 1. napjédn. Az egereknek a 28. és
35. napon Gjra adtunk HGG-t. A kontroll egerek a tdbbihez
hasonléan 1 mg YTS 191.1-et kaptak, de HGG-vel csak a 28. és
35. napon immunizaltuk Sket. A szérum anti-HGG titereket

a 45. napon mértiik, ELISA mdédszerrel.

A 4. &bréan lathatdk az YTS 177.9 injekcid eredmé-
nyei, amelynek célja a patkadny IgGsa elleni specifikus to-
lerancia induk&ldsa. Normdl CBA/Ca egereknek adtunk harom
YTS 177.9 vagy YTS 191.1 injekciét a jelzett dbézisokban,
hiarom egymast kévetd napon. Hat héttel késdbb heti injek-
ciéban kaptak YTH 35.4-et (IgGaa patkény anti-humadn) és
CampathR 2-t (IgG,p, patkdny anti-humdn) el8szér komplett,
majd inkomplett Freund-féle adjuvénsban. A tizedik héten
elvéreztéttﬁk Oket, és az anti-IgGy5 (lires oézlop) valamint
az anti-IgGyp (vonalkazott oszlop) titereket megmértiik HPLC-
vel tisztitott patkédny IgGya-val, illetve IgGyp-vel boritott
lemezt alkalmazdé ELISA mdédszerrel.

Az 5. dbran a prolongdlt allogén bdratiiltetés tdlé-
1ését mutatjuk be IgGy; CD4 és CD8 monoklondlis antitest ke-
zelés utédn. Normdlis CBA/Ca egereknek (n=6) adtunk h&rom in-
jekcidt: YTS 177.9 és YTS 105.18 vagy YTS 191.1 és YTS
169.4 (a teljes antitest mennyiség 3 mg/egér) a 0., 2. és 4.
napon. Teljes vastagségﬁ‘BALB/C farokbdrt i{iltettiink &4t a 0.
napon. A statisztikai érték Logrank médszerrel: IgGyp mono-
klondlis antitesttel kezelt (A ) a kezeletlen kontrollal

(®) szemben, p<0,005; IgGyz-val kezelt (w) a kontrollal
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szemben p<0,001; vagy az IgGyp-vel kezelt p<0,03.

A 6. &bréan az allogén bdratiiltetéssel szembeni,
rIgG,a monoklondlis antitestekkel kivaltott tolerancia lat-
haté. Norm&l CBA/Ca egerekre ililtettiink &t B10.BR bdrt, majd
(1) YTS 177.9 és YTS 105.18 keveréket a 0. és 2. napon (6sz-
szesen 2 mg/egér); (2) ugyanazokat a monoklondlis antiteste-
ket 3 héttel késdbb (Ssszesen 9 mg/egér). A 89. napon Gjra
dtliltettiink r&juk B10.BR bdrt (3 és 4), valamint B10.D2 bdrt
(pontozott vonalak).

A 7. &bréan a csontveld és boratiiltetésekre kialaki-
tott tolerancidra nézve végzett kisérletek eredményei 1lat-

A: Tolerancia B10.BR-re

A recipiens CBA/Ca egereknek (n=8) 1-3 hétig a
rIgGya CD4 é&s CD8 monoklondlis antitestek kombindciéjat in-
jekcibztuk, ezt k&vetBen 107 T-ben kimeritett lépsejteket
és 107 csontveld sejteket. A kontroll egerekét (n=4) vagy
csontveldvel és sdoldattal injekcidztuk, vagy csak csontve-
15vel kezeltiik. Mindegyik csoportra B10.BR bdrt iiltettiink &t
harminc nappal kés&bb. Az Ig donor-allotipus kimérizmusat a
csontveld transzplantdcidé ut&n 24, illetve 60 nappal mértiik,
ennek értéke 2,6+1,6, illetve 1,310,7 % a csontveldvel, il-
letve az antitesttel kezelt egerekre (® ). Sem a sboldattal
(A), sem a csak BM-mel ( ®) kezelt csoport nem mutatott
észlelhetd kimérizmust.

B: Tolerancia AKR/J-re

Norm&l CBA/Ca recipiens egereket injekciéztunk 3 hé-
tig rIgGyy CD4 és rIgGyp CD8 monoklondlis antitestek kom-

bindciéjaval. Infaziéban 2x107 AKR/J csontveld sejteket ad-
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tunk intravénasan 2 napig, a monoklondlis antitest kezelés
megkezdése utdn. 4 héttel késbébb AKR/J bdrt iltettiink at ra-
juk (e®). A kontroll egereket csak antitesttel kezeltiik
(A).

A 8. abréan azt latjuk, hogy bdratiiltetéseket lehet
létrehozni ATx egerekben. Az ATx egereket (n=9) rIgGy5 CD4
és CD8 monoklondlis antitestekkel injekcidztuk 2 hétig, min-
den mésnap beadva az injekcidét. A monoklondlis antitest-ke-
zelés megkezdése utan 3 nappal B10.BR bdrt liltettiink at. A
60. napon B10.BR b&rt ililtettiink 4t Gjra, é&s a BALB/c &tililte-
tések (e ) kildkddtek azokban az ATx egerekben, amelyek
B10.BR &tliltetéseket (A ) hordoztak. A kontroll ATx egerekre
csak B10.BR bdrt (m) iltettiink &at.

A 9. dbra az allogén bdratiiltetések talélését mutat-
ja olyan egerekben, amelyeket CD4 és CD8 antitestek kiilonbd-
z8 kombindcidival kezeltiink. A recipiens CBA/Ca egerekre héa-
rom 8-14 tagid csoportban BALB/c bdrt liltettiink &t a 0. na-
pon, majd monoklonalis antitesttel kezeltiik a 0-2. napokon,
a 2. példaban leirtak alapjén. Az elsd csoport (v ) csak
patkany IgG;; antitesteket kapott, a mésodik csoport (4 ) az
IgGyp antitestek keverékét kapta, mig a harmadik csoport
(@) a patkany IgGyp, kombindciés készitményt kapta, majd
patkdny IgG;, antitesteket. Ebben a harmadik csoportban
mindegyik egér G4j BALB/c (A) és B10 (m) boratililtetést ka-
pott a 94. napon, tovabbi antitest nélkiil.

Az atililtetések tGlélésének vizsgdlata:

Az IgGya csoport MST=28 nap az IgGjyp csoport MST=55

nappal szemben; p<0,006.
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A kombinalt kezelést kapott csoport eredeti BALB/c
dtliltetés MST=121 nap, Osszehasonlitva az IgGpa vagy IgGzp
csoportokkal; p<o0,001.

A kombindlt kezelést kapott csoport masodik BALB/c
dtliltetés MST=43 nap, dsszehasonlitva a harmadik B10 &tlilte-
tés MST=16 nap; p<0,04.

A 10. &br&n a tolerancia indukalédsat latjuk MHC-re
nem illeszkedd bératiiltetéseknél. 8-12 BALB/c egérbdl &116
csoportokba ililtettiink 4t B10 bdrt a 0. napon, majd a 0-21.
napon monoklondlis antitestekkel kezeltiik a 2. példaban
leirtak alapjén.

(a) Az elsd csoport a kontroll egereké (w), amelyek
nem kaptak antitestet. A masodik csoportnak (4 ) csak pat-
kany IgGy; antitesteket adtunk, mig harmadik csoportnak (e)
a kombindlt IgGyp é&s IgG2, készitményt. Ennek az utolsd
csoportnak adtunk Gj B10 bdratiiltetést (A.){iés harmadik
forrasbdl szarmazd BALB/c bért (wm), a 119. napon.

Az &atliltetett bOrok talélése:

- kontroll (antitestet nem kapott csoport) MST=14
nap, az IgGp, csoporttal (MST=48 nap) Osszehasonlitva
p<0,001;

- kombindlt kezelést kapott csoport eredeti B10 &at-
{iltetések MST>250 nap, a mdsodik B10 &tliltetésekhez hason-
litva (MST=44 nap, a 119. naptdl) p<0,002;

- masodik B10 Atililtetések harmadik forrasbdl szarma-
z6 BALB/c &atiiltetésekhez hasonlitva MST=13, p<0,003.

(b) Egy nyolctagG CBA/Ca egércsoportnal B10 bdratiil-

tetést végeztiink, kombin&lt IgGyp-vel, majd ezt kdvetden
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IgGy5 antitest kezeléssel (e ). Az egereken masodik B10 &t-
liltetést végeztiink a 91. napon (4 ) egy harmadik forrasbdl
szdrmazdé B10.BR bdrrel (m).

Az Atliltetések thGlélésének vizsgdlata: mindegyik
csoport MST>200 nap.

A 11. &bran a minor antigénre t&bbszdrdsen nem egye-
z8 bdrrel szembeni tolerancia induk&lisat latjuk. 2, 8, il-
letve 10 taglG CBA/Ca egércsoportnak adtunk AKR/J bdratiilte-
téseket a 0. napon. A kontroll egerek (V¥ ) nem kaptak anti-
testet. A megmaradd csoport kapta a kombindlt patkéany
IgGyp-t, majd a patkany IgGy, antitest kezelést (o), majd
Gjra atiiltettiik a 122. napon friss AKR/J bérrel (4),
valamint harmadik forr&sbdl sz&rmazdé minorokban eltérd
B10.BR bdrrel (m).

Az atliltetett bOrok tGlélése: nincs antitest kont-
roll MST=13, Osszehasonlitva a kombindlt munkamenet AKR/J
atiiltetésekkel MST>250 nap, p<0,001. Masodik AKR/J A4tiilte-
tés, MST>128 nap, harmadik forr&sbdl sz&rmazdé B10.BR atililte-
téshez hasonlitva MST=27 nap, p<0,009.

A 12. abran a tolerancia indukalasat 1latjuk minor
antigénben tobbszdrésen nem illeszkedd bdrre, feltsltodtt be-
fogaddékban. A recipiens CBA/Ca egereket donor minor antigé-
nekre t6ltottiik fel Ggy, hogy hdrom héttel a bdratiiltetés
eldtt intraperitoneadlisan az AKR/J-bS1l (a,b) vagy
B10.BR-b81 (c,d) szarmazbé 107 besugérzott (2000 rad) lép-
sejtet adagoltunk. 5-13 egérbdl 4116 csoportokra AKR/J (a,b)
vagy B10.BR (c,d) bdrt (e ) iiltettiink a4t monoklondlis anti-

testek jelenlétében a 0-21. napoktdél, a 2. példaban leirtak
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alapjan. Két csoport kapta a kombindlt IgGyp és IgGaa
kezelést (a,c), két csoport pedig csak az IgGyy antitesteket
(b,d). Az egerekre a 89. napon (a,c) vagy a 96. napon (b,d)
mdsodik donor tipusi (A ) bdrt (AKR/J az a é&és b csoportok-
ban; B10BR a c é&s d csoportokban) és harmadik forréasbdl
szadrmazd minorokban eltérd (m) bort (B10.BR az a és b cso-
portokban; AKR/J a c és d csoportokban) liltettiink at.

Az Atliltetések tGlélésének vizsgdlata:

(a) kombindlt kezelés, eredeti AKR/J &atiiltetések
MST>225 nap, Osszehasonlitva a harmadik forr&sbél szarmazd
B10.BR Atiiltetésekkel (MST=41 nap, a 89. naptdl), p<0,007;

(b) IgGya-val kezelt eredeti AKR/J &atililtetések
MST>200 nap, Osszehasonlitva harmadik forrasbdél szarmazd
B10.BR Aatiiltetésekkel MST=42 nap (a 96. naptél), p<0,02;

(c) mindegyik MST>225 nap;

(d) mindegyik MST>200 nap.

A 13. abréan tolerancia kialakitasat 1l4athatjuk olyan
egerekben, amelyek aktivan kildkik az els8 atiiltetett bort.
2, 6 és 11 tag( CBA/Ca egércsoportba ililtettlink &t AKR/J bdrt
a 0. napon, monoklondlis antitest kezelés nélkiil. A 14. na-
pon, amikor az egereknek koriilbeliil a fele kildkte ezeket az
elsd atliltetéseket (® ), madsodik AKR/J boratiiltetést hajtot-
tunk végre egy friss Aatliltetd-helyre, majd monoklondlis an-
titest kezelést inditottunk (A ). Az egerek ezﬁtén vagy a
kombindlt patkény IgGyp-t, é&s ezt k&vetden a harom hetes
IgGy, kezelést kaptdk (a), vagy csak IgGp, antitesteket (b).

Az &atliltetések tidlélésének vizsgalata:

(a) elsd AKR/J Aatiiltetés MST=12 nap, Osszehasonlit-
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va egy masodik, kombindlt kezelést kapott AKR/J atiiltetések-
kel MST>92 nap, p<0,004.

(b) mésodik IgGpz-val kezelt AKR/J atiiltetések
MST>75 nap, O8sszehasonlitva az Osszes elsd atliltetéssel az

(a)-ban és (b)-ben MST=12 nap; p<0,003.

1. példa

ANYAGOK ES MSDSZEREK

Kisérleti &llatok

A CBA/Ca, B10.BR é&s BALB/c egereket a szokva-
nyos &llattartd egységekben szaporitottuk é&s tartottuk a
Department of Pathology, University of Cambridge-ben, ahol
kor és nem alapjén vadlogatott csoportokat hasznaltunk.

A monoklondlis antitestek azonositdsa &ramlési
citometridval

Egy NB2-6TG patkany T sejtvonalat (bészerezhet6 Dr.
Howard-t6l) transzfektaltunk egér CD4 génnel [Gorman et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA, 84,
7644 (1987)). Ezt az NB2.L3T4.Hyg/2.1l sejtvonalat hasznaltuk
4j, patkdny anti-egér timocita fGziébdl szdrmazd mono-
klondlis antitestek &tvizsgdldsdra. A sejteket (1-5x106)
egylitt inkubdltuk a vizsgalt feliiliszdkkal, majd ezt kéve-
tden FITC-vel konjugalt nydl anti-patkany Ig szérummal
(Dalo, Glostrup, Dania). A fluoreszcencia festést aramlasi
citometridval mértiik egy Cytofluorografon ((50-H modell,
Ortho, Westwood, MA, USA), majd az adatokat ORTHO 2150
szamitbégéppel dolgoztuk fel.

A monoklondlis antitestek kompetitiv megkotéséhez
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L3T4/Hyg 2.1 sejteket inkubdltunk eldszdr biotinilezett mo-
noklondlis antitestekkel (1 pg/103 sejt) jégen, 10 ug jeld-
letlen monoklondlis antitest jelenlétében 30 percig. Strept-
avidin-FITC-t (Amersham, UK) adtunk hozz&, majd Gjabb 15
percig inkubdltuk. Az eredményeket az Ortho Cytofluorograph-
fal elemeztiik.

Kétszines fluoreszcencia festést végeztiink oly mé-
don, hogy egym&s utdn inkubdltuk az egér lépsejteket bioti-
nilezett elsd monoklondlis antitesttel, streptavidin-fiko-
eritrinnel (Serotech, Kidlington, UK), mdsodik monoklonilis
antitesttel és FITC-konjugdlt, izotipus specifikus monoklo-
ndlis antitesttel. A zd1ld és vdrds fluoreszcenciit logarit-

mikus skélén detektdlja és jelzi az Ortho Cytofluorograph.

A periférids vér limfocitédk (PBL) immunfluoresz-

cens festése

Egér PBL-eket Ficoll-on vald centrifugdléassal va-
lasztottunk el (specifikus sfiriség 1,079, Pharmacia, Svéd-
orszag), 3000xg, 20 perc. A hatdrrétegnél levd sejteket Osz-
szegy(Ujtottik, és PBS/BSA/azid oldatban mostuk. Ezutan vagy
rIgG,; monoklondlis antitestekkel festettilk szdvettenyészet
feliilisz6jaban, majd FITC-vel konjugdlt NORIG 7.16-ot adtunk
hozz& (anti-rIgGsp), vagy biotinilezett monoklondlis anti-
testekkel és azt kdvetben FITC-Streptavidinnel (Amersham).
Az eredményeket &ramlasi citometriaval elemeztiik, a fentiek
szerint.

Komplement lizis

A komplement lizist az eldzdekben leirt médon végez-
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tik. R6viden, a monoklondlis antitesteket higitottuk, majd
5lcr-mal jelzett egér timocitédval inkubaltuk, &s 2 %-os
aranyhdrcség szérumot adtunk hozz&a komplement forrasként. 45
percig 37°C-on inkub&ltuk, majd a feliilGszdt Ssszegyljtédt-
tik, és a radioaktivitdst Philips Automatic Gamma Counter-
rel mértiik (Philips, Eindhoven, Hollandia). A specifikus
lizist a

lizis % =(e-s)/(t-s)x100
képlet alapjan szamitottuk, ahol e jelentése a minta belités-
szé&ma, s a spontan kibocsatds és t jelentése az Osszes be-

Utésszan.

Tolerancia induk&ldsa humd&n gamma globulinra (HGG)

A HGG elleni tolerancia indukdl&sat mar korébban ko-
261ték [Benjamin et al., J.Exp.Med., 163, 1539 (1986)]. A
normal CBA/Ca egereket CD4 monoklondlis antitestekkel injek-~-
cidéztuk intravénasan (iv) az 1. napon, intraperitondlisan a
0. és 1. napon. A 0. napon 1 mg h&ével aggregalt HGG-t ad-
tunk intraperitonedlisan. Az egereket Gjra injekciéztuk a 21.

és 31. napon 0,5 mg HGG-vel. A 38. napon az IgG anti-HGG va-

laszt ELISA-val mértiik.

Egér antitest valaszok kimutatdsa ELISA-val

A ragcséald antitest valaszok mérésére a minta széru-
mokbél sorozathigitdst készitettiink laposfenekli flexibilis
lemezeken (Becton Dickinson, USA), amelyek tisztitott fehér-
je antigénekkel voltak boritva, és 30 percig inkub&ltuk. A

lemezeket ezutadn 30 percig mostuk PBS/0,05 % Tween 20-szal
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(Sigma, Poole, UK), majd biotinilezett birka anti-egér IgG-
vel (Amersham) inkubdltuk 30 percig, és a fentiek szerint
mostuk. Streptavidin-tormaperoxidédzt (Amersham) adtunk a le-
mezekhez 15 percre, és tovabbi hirom mosis utdn a reakcidt
eldhivtuk, oly médon, hogy 5 mg/ml o-fenilén-diamint és 0,1
% hidrogén-peroxidot adtunk hozza. A 490 nm-en mért abszor-
banciit leolvastuk, és a titereket egy standard pozitiv

kontrollal Osszehasonlitva hataroztuk meg.

Boréatililtetés

Boratiiltetéseket Billingham és munkatdrsai médosi-
tott médszerével transzplantdltuk (Billingham et al.,
Nature, 172, 603 (1953)]. A befogadd egereket 1 ug/egér
Hypnodillal és 0,2 ug/egér Sublimase-zal (Janssen, Oxford,
UK) érzéstelenitettiik intraperitonedlis injekcidval. A donor
farkardl teljes vastagsaga bdrdarabot (0,5 cm x 0,5 cm) il-
tettiink &t a laterdlis torak&lis falra, vazelinos gézzel,
gyapot bandazzsal boritottuk, é&s ragtapasszal védtiik 7 na-
pig. Az &tliltetés tGlélését ezutdn naponta megfigyeltiik, és
feljegyeztiik, a tGlélés végpontja az az utolsd nap, amikor
€15 atililtetett szovet nem lathaté.

A kSzepes tdlélési iddt (MST) Logrank médszerrel
szdmitottuk és analiz&ltuk [(Peto et al., Br. J. Cancer, 35,
1 (1977)]. Az egerek timuszat 4 hetes korukban eltivolitot-
tuk Monaco és munkatarsai mdédszerével [J. Immunol., 96, 229
(1966)], majd legaldbb 4 héttel késdbb felhaszndltuk. Az
egereket megvizsgaltuk ledlésiikkor, é&s egyikrdl sem deriilt

ki, hogy nincs teljesen eltavolitva a timusza.
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Csontveld sejtek készitése az atliltetéshez

Csontveld sejteket vettiink donor egerektdl, ame-
lyeket CD4 és CD8 kimeritd antitestekkel kezeltilk a T-sejtek
eltdvolitasa cé&ljabél. 2x107 &18 sejtet vittiink a4t megfele-
18en eldkészitett recipiensekbe, hogy meghatarozzuk, induk&a-
lédott-e tolerancia. A kimérizmust Ggy lehet meghatarozni,
hogy mérjik a donor allotipusat vagy a donor Thy-1.1 alloti-
pusat, amint azt kor&bban k&z6lték [Quin et al., J.Exp.

Med., 169, 779 (1989)].

A lépsejtek adoptiv transzfere

A donor lépsejteket vagy természetes CBA/Ca egerek-
t81 vettiik, vay olyan CBA/Ca egerektdl, amelyeket B10.BR
lépsejtekre és bdratiiltetésekre 4-8 korabban érzékenyitet-
tiink. Ezeket vittiik &t tolerd&ns CBA/Ca recipiensekre, ame-
lyeket monoklondlis antitestekkel kezeltiink, B10.BR b&rt
Ultettiink &t rajuk, és az Atiiltetést tdbb mint 200 napig
hordoztdk. Mindegyik recipiens egeret intravéndsan injek-
cidztuk 5x107 1épsejttel. Kontrollként felndtt, timusz-
-irtott (ATx) egereket kezeltiink rIgGyp CD4-gyel és CD8
monoklondlis antitesttel, hogy a CD4+ és CD8+ sejteket
kimeritsiik. Az ilyen egerek nem képesek kivetni az allogén
beliltetéseket [Cobbold et al., Nature, 312, 548 (1984)],
ezért annak igazolasdra hasznaltuk &ket, hogy az atvitt sej-
tek mikoddképesek.

Kevert limfocita tenyészet

Reagild lépsejteket mostunk és Gjra szuszpendaltunk

Iscove féle médositott Dulbecco tiptalajban (IMDM), amelyet
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10 %, hovel inaktivalt human AB szérummal egészitettilink ki.
A serkentd lépsejteket 25 pug/ml mitomicin-C-vel kezeltiik
(Sigma, Poole, UK) 37°C-on 30 percig, majd kétszer mostuk
IMDM-ben. 3x105 reagilé sejtet és 3x105 serkentd sejtet
tenyésztettiink 96 nyildsos laposfenekfi mikrotiter lemezeken
37°C-on 5 % széndioxid-tartalmi légtérben. A 4. napon a sej-
teket 10 uCi/ml 125j8d-dezoxiuridinnal (Amersham) kezeltiik
hat 6ra hosszat. A beéplilést gamma szamldldéval mértik. A héa-

rom ismétlés geometriai &tlagit szamitottuk.

A limfocitdk serkentése monoklondlis antitestekkel

A mitogén anti-VB6, 46-6B5 monoklondlis antitesteket
Dr. H. Hengartner-td&l szereztiink be [Payne et al., Proceed-
ings of the National Academy of Sciences, USA, 85, 7696
(1988)]. A monoklondlis antitestet 96 nyildsos laposfenekd
lemezekre k&tdttilk 1 pug/ml koncentraciéban egy éjszaka
alatt, majd felhasznilas eldtt alaposan &blitettiik IMDM-mel.
145-2C11 CD3 monoklondlis antitesteket (beszerezhetdk Dr. J.
Bluestone-tél) [Leo et al., Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA, 84, 1374 (1987)] 1:100 higitasban
haszndltuk szérummentes szdvettenyészet feliildiszdédban. IMDM-
ben 4,5x10° lépsejtet, valamint 10 %, h&vel inaktivalt huméan
AB szérumot adtunk az egyes nyilidsokhoz. A szaporodast négy

napos tenyésztés utan vizsgdltuk.

EREDMENYEK
Az rIgGgg monoklondlis antitest CD4 molekulihoz

vald kotddésének azonositésa
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Egy YTS 177.9 monoklondlis antitestet immun-fluo-
reszcens festéssel izoldltunk az L3T4 trenszfektalt sejt-
vonalhoz vald kétddése alapjan (1. téblazat). Izotipuséat egy
RG 7/1.7 Jjell anti-rIgGyz monoklondlis antitesttel vald re-
akciéja alapjén hataroztuk meg [Springer et al., Hybridoma,
1, 257 (1982)] ELISA mbédszerrel (az adatok nincsenek megad-
va). A tovabbi elemzés sordn ezt a monoklondlis antitestet
két mé&sik CD4 monoklondlis antitesttel hasonlitottuk &dsssze,
az eldzdkben leirtak alapjan. A kotés gatlasat vizsgalva
Ggy taldltuk, hogy az YTS 177.9 ugyanahhoz az epitophoz k&-

tddik, mint az YTS 191.1 [Cobbold et al., Nature, 312, 548

(1984)] és a GK 1.5 [Dialyras et al., Imm. Rev., 74, 29-56
(1983)] (mindkettd CD4 monoklondlis antitest), és nem ahhoz,
mint az YTA 3.1, egy masik CD4 monoklondlis antitest [Quin
et al., Eur. J. Immunol., 17, 1159 (1987)], amely egy masik
epitopot ismer fel. Két szint alkalmazdé draml&sos citometri-
dban az YTS 177.9 és az YTA 3.1 az egér lépsejteknek ugyan-
azt a populicidjat festette meg, amely eltérd az YTS 169.4,
egy CD8 monoklondlis antitest dltal megfestett epitoptdl
[Cobbold et al., Nature, 312, 548 (1984)].

Az YTS 177.9 specificit&sat specifikus 5lcr kibocséa-
tasi vizsgdlattal is vizsg&ltuk. Jéllehet a monoklondlis
antitest ®nmagdban alkalmazva nem hatékony a lizis sorén, de
a CD4 YTA 3.1 monoklondlis antitesttel szinergenciat muta-
tott (la &bra). Masrészt az ¥YTS 177.9 interferalt az YTS
191.1 rIgGyp monoklondlis antitest &ltal kézvetitett 1lizis-~
sel, amely a fluoreszcencia festés alapjan kereszt-gatldnak

bizonyult (1b &bra).
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Az r1gGya CD4 monoklondlis antitest nem meriti ki a
CD4 monoklondlis antitesteket in vivo

Az rIgGy, monoklondlis antitestnek az in vivo sejt-
kimeritésre gyakorolt hatdsanak meghatirozédséra felndtt, ti-
musz-irtott (ATx) egereket hasznaltunk, mivel ezekben az &al-
latokban a monoklondlis antitest kimeritést kévetd T-sejt
regenerdalodas sokkal kevésbé hatékony, mint a normial egerek-
ben, mert hianyzik a timusz-fiiggé T-sejt regenerécidé. A pe-
riferidlis T sejteknek a monoklondlis antitest injekcidé utéa-
ni kévetésével lehetdvé valt az igazi kimerités és az iddle-
ges antigén modulacid, illetve a limfocita Gjra-eloszléas
megkiilénbdztetése. Mindegyik egér 2 mg IgGsya vagy IgGrp
antitestet kapott, é&s a periferids vér limfocitdkat aram-
lasi citometridval elemeztiik a kezelés eldtt, valamint uténa
kiilénb6z8 idépontokban. Amint a 2. &bran lathatd, egy héttel
az IgGyp monoklondlis antitest terépia befejezése utén a
perifériard6l a CD4+ sejteknek koriilbeliil 90%-a ki volt me-
ritve. Ezt kisérte az &sszes T sejt szizalék&nak csdkkenése,
és a CD8+ sejtek szdzaléké&nak enyhe emelkedése. Ezzel szem-
ben, jéllehet az IgG,; monoklondlis antitest kezelés csdk-
kentette a CD4+ sejtek sz&zalékos arédnydt, a Thy-1t sejtek
szazalékos aranya nem valtozott lényegesen, és a CD8+ sejte-
ké sem. Ezt a CD4 molekuldk antigén modulédcidéja eredményének
tekinthetjiik, az antitest kétddést kdvetden. Négy héttel a
kezelés utén az IgGyp-vel kezelt csoportokban a T-sejtek
szama még alacsony volt, mig az YTS 177.9-cel kezelt csoport

normal CD4+ sejt szintet mutatott.
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HGG-vel szembeni tolerancia indukdlésa rIgGp CD4

monoklondlis antitest jelenlétében

A CD4 (ab'), monoklondlis antitest fragmenteket
haszndldé kor&bbi munk&k azt sugalljdk, hogy a monoklondlis
antitest altal megkénnyitett fehérje antigénekkel szembeni
tolerancia esetleg nem igényli a CD4+ T sejtek kimeritését.
Megvizsgdltuk azt, hogy a nem-kimeritd CD4 monoklonalis an-
titest a F(ab')y fragmentekhez hasonléan rendelkezhet-e
ugyanezzel a hatassal. Az egereknek YTS 177.9-et vagy YTS
191.1-et adtunk 3-napos sorozatokban, é&s egy HGG injekciédt
(0,5 mg/egér) a masodik napon (0. nap). 4 héttel késdbb
HGG4-gyel provokdlva az YTS 191.1-gyel kezelt egerek és a
magas YTS 177.9 dbézist kapott (1 mg/egér) egerek toleransak
voltak HGG-vel szemben (3. &bra). Azok az egerek azonban,
amelyek 0,1 mg vagy ennél kevesebb monoklondlis antitestet

kaptak, még képesek voltak a HGG-re reagélnit

Az YTS 177.9 képessége tolerancia indukal&sara

rIgGya. monoklondlis antitestekkel szemben

Az idegen antitestek in vivo adagoldsa rendszerint
antiglobulin vdlaszt kelt a gazdaszervezetben. A CD4 mono-
klondlis antitestek egyik tulajdonsédga az, hogy képesek el-
nyomni ezt az antiglobulin vAlaszt, sdt képesek toleranciat
induk&lni mds, ugyanahhoz az izotipushoz tartozd antitestek-
kel szemben. Vizsgdlataink soran Ggy talaltuk, hogy az
rIgGya YTS 177.9 CD4 monoklondlis antitest ugyanilyen tulaj-
donsagokkal rendelkezik.

A 0,1-1 mg/egér YTS 177.9-t kapott egerek nem adtnak
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primer antiglobulin valaszt (a titer: <1:20). Azok az egerek
azonban, amelyek 0,01 mg/egér YTS 177.9-et Kaptak, gyenge
vdlaszt mutattak (1:160). Az elsd antitest injekcidé utén hat
héttel ezeket az &llatokat Gjra provokdltuk "irrelevans"
(patkény-anti?humén) rIgGy,; és rIgGyp monoklondlis anti-
testekkel, Freund féle adjuvansban, hogy a megfeleld serken-
tést biztositsuk. rIgGya-ként YTH 34.5-t hasznaltunk, amely
a humdn CDw52 elleni monoklondlis antitest [Waldmann et al.,
Adv. Exp. Med. Biol., 186, 869 (1985)]. rIgGop-ként YTH
12.5-t haszniltunk, amely a hum&n CD3 elleni monoklonélis

antitest [Waldmann et al., Adv. Exp. Med. Biol., 186, 869

(1985)]. Az egereket 4 héttel késdbb kivéreztettilk, és szé-
rumuk anti-patkdny Ig titerét ELISA médszerrel mértik.
UgyanGgy, ahogy az rIgGjp monoklondlis antitestek toleranssa
tették az egereket az rIgGyp immunoglobulinokra, a magas dé-
zisban YTS 177.9-et (1 mg) kapott egerek is éeljesen tole-
ransak lettek rIgGyz-ra, még ismételt erdsitések utan is (4.
dbra). 0,1 mg YTS 177.9 nem bizonyult elegenddnek tolerancia
induk&lasara, jbéllehet immunszuppressziv volt az els&dleges
vdlaszokra. A 0,01 mg YTS 177.9-et kapott egerek, illetve a
nem kezelt kontroll &llatok mésodlagos tipusG antiglobulin
valaszokat mutattak. Az igy indukdlt tolerancia specifikus
volt, mivel az YTS 177.9-cel kezelt egerek még képesek vol-
tak reagdlni az rIgGpp immunoglobulinra, mig az YTS 191.1

tolerans egerek az rIgGya-ra képesek reagdlni.
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Az allogén beiiltetett szdvet kildkésének késlelte-

tése rIgGja monoklondlis antitest kezeléssel

Ogy talaltuk, hogy az YTS 177.9 ugyanolyan hatékony
mint az rIgG,p CD4 monoklondlis antitestek, abbdél a szem-
pontbdl, hogy képesek meghosszabbitani a beililtetett allogén
bbrszdvet tGlélését egy rovid kezelés utan. Az elsd kisér-
letben norm&l CBS/Ca egereknek rIgGpa (YTS 177.9), illetve
rIgGsyp (YTS 191.1) napi injekcidkat adtunk két hétig, az
allogén (BALB/C) bd&r-transzplantacidé eldtt 3 nappal kezdddd-
en (koriilbeliil 7 mg/egér Ssszes monoklondlis antitest). Az
YTS 177.9-cel kezelt csoportban az MST-t 1lényegesen meghosz-
szabbitotta, 20 napra (kezeletlen kontroll: 11,3 nap;
p<0,05, 2. tablazat). Ez a megndvekedett boSr-tGlélés nagyon
hasonlit ahhoz, amit az rIgGyp CD4 monoklondlis antitestek-
kel lehetett elérni, ami kimeritette a sejteket (MST 19
nap) . )

Az I-es és II-es MHC osztdlyok kdzdétti eltérés mi-
atti beliltetett szdvet kildkddésnél kimutattidk, hogy mind a
CD4+, mind a CD8+ alcsoportok kimeritése lényegesen ndveli a
beliltetett szdvet tGlélését a CD4 monoklonalis antitest
egyediili hatdsa mellett [Cobbold et al., Transplantation,
42, 239 (1986)]. Vizsgalatainkban egy masik rIgG,y CD8
monoklon&lis antitestet haszndltunk, amelynek szintén kis
hatdsa volt az in vivo sejt kimeritésre, az rIgGyy CD4
monoklondlis antitesttel egyilitt. Errél az YTS 105.8 CD8 mo-
noklondlis antitestrdl kimutattuk, hogy szinergencidt mutat
az YTS 177.9 rIgGy, CD4 monoklondlis antitesttel, tovabb

hosszabbitva a teljesen allogén bdratiiltetés tGlélését. Osz-
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szehasonlitds céljabdl azonos mennyiséget adtunk mindkét
rIgGyp monoklondlis antitestb8l (YTS 191.1 és YTS 169.4),
illetve a két rIgG,z monoklondlis antitestet adtuk be. A
monocklondlis antitestekbdl dsszesen 3 mg/egér mennyiséget
adtunk be a 0., 2. és 4. napon a bdratiiltetéstSl szamitva.
Az rIgGyp-vel kezelt CBA/Ca egerek kivetették a BALB/c bdrt
(MST=24 nap, mig a kontroll értéke MST=10,5 nap p<0,005, 5.
4bra). Meglepd médon a beliltetés tilélése az rIgGyp CD4 és
CD8 monoklondlis antitestekkel kezelt csoportban hosszabb
volt, mint abban az egércsoportban, amelyet rIgG,p monoklo-
ndlis antitestekkel kezeltiink. 4 rIgGpyz-val kezelt CBA egér
k6ziil 3 nem 18kte ki a BALB/c bdréatiiltetéseket egészen az
atililtetés uténi 40. napig (MST 46,5 nap; szemben az IgGyp-

vel kezelt csoporttal p<0,03).

Allogén bdratiiltetésekkel szembeni tslerancia

J6llehet egyes kézlemények szerint bizonyos allogén
szdvetitiiltetések, példiul sziv vagy hasnydlmirigy, perma-
nens tGlélést mutatnak CD4 monoklondlis antitest kezelés u-
tan, Altaldban bonyolultabbnak taldlték, hogy bdratiiltetést
hosszabb ideig fenntartsanak csak monoklondlis antitest ke-
zeléssel. Kordbban igazoltuk, hogy csak CD4 kimeritd mono-
klondlis antitest kezelés lehetdvé tette a t8bbszbrds minor
eltéréssel rendelkezd csontveld elfogadasat, és az ilyen e-
gerek azutan toleransak a donor bdrre. A jelen vizsg&dlatban
CBA/Ca egereknek B10.BR egerek bdrét liltettiik 4t, és a befo-
gadékat YTS 177.9 (CD4) és YTS 105.18 (CD8) monoklondlis an-

titesttel kezeltiik. Ebben a H-2 kompatibilis, todbbszdrds
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minor eltérést tartalmazé transzplant&cidés antigén kombina-
cidban az Osszes haromhetes monoklondlis antitest kezelést
kapott egér befogadta az elsd bdrt 90 napra. Ebben az idd-
pontban egy masodik donortipusG bdrt, egy harmadik forrasbél
szarmazd (B10.D2) bdrrel egyiitt transzplantéltunk. A 6. ab-
ran lathaté adatok azt mutatjdk, hogy mind az elsd, mind a
masodik atiiltetés végtelen hosszi idejd (>90+ nap), mig a
B10.D2 bdr azonnal kilokddstt. Azon egerekben, amelyek csak
2 monoklondlis antitest injekciét kaptak, 6 kéziil 3-ban
fennmaradt a B10.BR b&r 90 napig, de a m&sodik bdratiiltetés

ut&n lassan kildkédtek.

Tolerancia és allergids érzéketlenség tdbbszdrds
minor antigén eltéréssel rendelkezd csontveldt tartalmazéd

egerekben
IgGy, CD4 és CD8 monoklondlis antitestek kombin&cié-

javal injekciét kapott CBA/Ca egerekbe csontveldt lehet at-
liltetni, és toleranciocdt mutatnak B10.BR bdrrel szemben (7.
&bra). Egy hasonld kisérleti elrendezésben kimérizmus és
AKR/J veldvel (MIs-12) szembeni tolerancia volt lehetséges
(7. &bra). Mivel tolerancia elérhetd még a CD4 sejtek kime-
ritése nélkiil is, ezért lehetdségiink volt arra, hogy kdves-
siik a VB6T CBA/Ca T sejtek sorsidt a recipiens periféridin.
Négy héttel a monoklondlis antitest és a veld infGzidé utén
ezeknek az allatoknak a lépsejtjei nem voltak képesek rea-
gdlni a MIs-12-re in vitro, és gyengén reagdltak a mitogén V
6 monoklondlis antitesttel valé szilard fazisl serkentésre

(3. tablazat). A FACS analizis kimutatta, hogy a V86t sejtek
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normdl szamban fordulnak eld a periférian (ezekrdl kimutat-
tuk, hogy a recipiens Thyl.2 allotipusnak felelnek meg). A
VB6t sejtek allergids érzéketlenséget mutattak a serkentés-
re. Mivel a CD4 monoklondlis antitest nem meriti ki a T sej-
teket, ezért ezekrdl feltételeztilk, hogy allergidsan érzé-
ketlenné tett periférids T sejtek.

Annak megerdsitésére, hogy a timusz nem fontos a to-
lerancidhoz, ismét perifériads T sejt AKR/J csontveldt hasz-
naltunk, ez alkalommal azért, hogy tolerancidra birja az ATx
egereket a MIs-13-val szemben. A 1ép T sejtek ismét aller-
gidsan érzéketlenné valtak a MIs-12-ra és a VB6 serkentésre
(4; téblazat). Sem a csontveld, sem az antitest Onmagaban
nem volt képes ezt reprodukdlni. Nyilvanvald, hogy az anti-
testek és a csontveld kombindcidjara van sziikség ahhoz, hogy

a periférias T sejtek allergidsan érzéketlenek legyenek.

A periferiss tolerancia igazol&sa az allogén
bératiltetésekre felndtt, timusz irtott egerekben

Annak megerdsitésére, hogy a boratiiltetések &ltal
indukédlt komoly perifériads toleranciadval van dolgunk, a ki-
sérleteket ATx egerekben megismételtiik. Mivel az rIgGyy mo-
noklondlis antitestek nem pusztitjdk el a T sejteket, azt
vartuk, hogy az immunfunkcidék ezekben az egerekben vissza-
térnek a normdlis szintre az antitest teripia megszakitésa
uté&n. Amint azt az eutimuszos egerekben tapasztaltuk, a to-
lerancia a vizsgdlt bdrre indukalédott, és a harmadik for-

rasbdl szarmazd atiiltetések azonnal kildkddtek (8. abra).
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A "periférias" tolerancia &llapot a normdl limfo-
cit8k_infazibéjat tilikrozi

Mindkét fenti allogén bdratiiltetés tolerancia mo-
dellben azt vizsgdltuk, hogy a normal limfocitdk adoptiv
transzfere le tudja-e &llitani a toleréns éllapotot. 50
millid normdl donorokbdl szirmazd, transzfizidban beadott
lépsejt egyik esetben sem volt képes helyredllitani a ki-
16k8dés képességét. Ezekkel a kisérletekkel kapcsolatban
4llanddé probléma az infdziéban beadott sejtek tGlélésének és
miikddésének a kimutatdsa. Ezt részben azzal ellendriztiik,
hogy azonos szami lépsejtet vittiink &t T sejtekben Kimeri-
tett ATx egerekbe. Ebben az esetben az atvitt sejtek képesek
voltak befolydsolni a bdratliltetés kildkddését. Csak a tole-
rans egerekbe &tvitt "feltdltdtt sejtek" voltak képesek meg-
tdrni a tolerdns &llapotot (5. t&blazat). Hasonld eredménye-
ket kaptunk olyan egerek esetén, amelyek tolérénsak a HGG-
re, ahol a tolerancia nem t&rhetd meg normdl sejtek adoptiv
transzferével, hacsak a befogadd CD4+ T sejteket eldtte ki
nem meritettiik. Ak&rmilyen nehéz is az ilyen kisérleteket
ellendrzni, arra a kdvetkeztetésre kellett jutnunk, hogy a
tolerdns &4llatok immunrendszere nem teszi lehetdvé a normal

sziz T sejteknek, hogy kifejezzé&k immunpotencidljukat.

2. példa
ANYAGOK ES MODSZEREK

Egerek

CBA/Ca, C57BI.10/Pc, BALB/c, B10.BR és AKR/J egere-

ket szaporitottunk és tartottunk szokdsos Allattartd egységek-
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ben a Department of Pathology, University of Cambridge épii-
leteiben. Az egerek nem szempontjé&bdél v&logatott csoportjait

haszndltuk 6-12 hetes korukban.

Monoklondlis antitestek

A kisérletekben haszndlt patkény monoklondlis anti-
testeket az 1. tablazatban soroltuk fel. Az antitesteket
Pristannal feltdltétt (DAXLOU)F; patkanyok aszcitesz folya-
dékabél allitottuk eld, 50 %-os telitettségl ammdénium-szul-
fattal kicsapva, majd foszfattal pufferolt sbdoldattal (PBS;
pH=7,2) szemben dializdalva. A féhérje koncentracidéjat 10
mg/ml-re &4llitottuk be 2-5 mg/ml antitestet tartalmazdé oldat
ODa2gp értéke alapjan. Az Osszes antitest preparéatumot 0,2

pm-es szlrdn bocsatottuk at, mieldtt egereknek beadtuk.

Boratiiltetés

A bOrok atiiltetését a korabban leirt mdédon végeztiik
[Cobbold et al., Transplantation, 41, 634 (1986)]. Ro&viden,
a donor farokbdr transzplantidtumot (0,5 - 1 cm-es négyzet) a
befogadd egér later&dlis torak&lis faldra transzplantaltuk
érzéstelenités kdzben. A transzplantatumokat gézzel és rag-
tapasszal boritottuk 7 napig. A transzplantdtum allapotat az
elsd hénapban hetente haromszor, majd utdna hetente ellend-
riztik. A tdlélési kiilénbségeket a Log-Rank mdédszer alkal-
mazasaval elemeztiik [Peto et al., Br. J. Cancer, 35, 1
(1977) ). Ha killénbbzd donorokbdl tdbbszords atiiltetést vé-
geztiink, akkor ezeket egyetlen prepardlt helyre transzplan-

taltuk, rendszerint az eredeti bdratiiltetés ellentétes olda-



oo . se

* . oo . L]
* . e
. * .

LA LX) ot e ene LX)

.9
.

sese

. .
eoe
.

- 35 =

la4n [Cobbold et al., Nature, 323, 164 (1986)]. A transzplan-
tdtumokat eleinte hetente hdromszor, majd utédna hetente fi-
gyeltiik meg. Az &tlagos tdlélési iddét (MST) azoknak a na-

poknak a sz&m&ban adtuk meg, amelyek uté&n a kilokddés teljes
volt, de a toleralt, végtelen tdlélésd transzplantétumok al-

taldban jé &llapotban voltak, normdlis szdrndvekedéssel.

Bdratiiltetésekre vald tolerancia indukédlésa

A bdratiiltetéseket hasznaltuk egyetlen forréasként az
antigén/tolerogéneknél, és a miiveletet a fentiek szerint
hajtottuk végre, ugyanazon a napon, mint amikor a monoklo-
nilis antitest kezelés kezdddsétt. A monoklondlis antiteste-
ket hetente h&romszor adtuk be a 0. é&s 21. nap kozdtt, az
elsd két injekcidét (a 0. és a 2. napon) intravénasan adtuk
be, a tdbbit intraperitonedlisan. Az injekcidénként beadott
Osszes antitest teljes dézisa 2 mg aszciteszés immunoglobu-
lin frakcié volt 0,2 ml PBS-ben. A patkdny IgGsp antitest
esetében ez 0,5-0,5 mg YTS 191.1.2, YTA 3.1.2, YTS 169.4.2
és YTS 156.7.7 volt (egy szinergens hatast koktél a CD4 és
CD8 monoklondlis antitestekbdl); [Qin et al., Eur. J.
Immunol., 17, 1159 (1987)]. A patkdny IgGya antitestek
esetében az YTS 177.9.6 (CD4) és az YTS 105.18.10 (CD8) an-
titestekbdl 1-1 mg-ot haszndltunk. A kombindlt kimeritd és
blokkold kisérleti feldllashoz a szinergens patkany IgGjp
koktélt intravénasan adtuk a 0. é&s a 2. napon, majd a pat-
kédny IgGpy CD4 és CD8 antitestet h&romszor adtuk egy héten

(intraperitonedalisan) a 21. napig.
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Az aktiv monoklon&lis antitest szintje a szérumban

A monoklondlis antitest kezelés alatt és utén
kilénbdzd iddpontokban az egyes egerektdl vett szérum
mint&kat 1/5 PBS higitasban, amely 1 témeg/térfogat% borja
szérumalbumint és 5 térfogat% hdvel inaktivalt normal nydl-
szérumot tartalmazott, hozz&adtuk 5x105 CD4 vagy CD8
transzfektdlt sejtekhez. A CD4 transzfektansként patkany
NB2-6TG sejtvonalat haszndltunk, amely az egér L3/T4-et
fejezi ki (1. példa), mig a CD8 (Lyt-2) gén magas
szinten fejezdddtt ki az egér L-sejtekben [Zamoyska, Cell,
43, 153 (1985)). A megkdtdtt antitestet monoklondlis anti-
-patkany IgGs5; alkalmazasdval mutattuk ki, amelyet FITC-hez
kotottiink (MARG2A-FITC; Serotec, Oxford), a gyartd altal
javasolt higitasban, majd az analizist egy ORTHO 50H Cyto-
fluorographon végeztiik, amely egy 1250-es sz&mitdgéphez volt
kapcsolva (ORTHO, Westwood, MA, USA). Az atlégos fluoresz-
cencidt tisztitott CD4 és CD8 antitestekbdl készitett soro-
zathigit&ssal hasonlitottuk o6ssze (YTS 177.9.6 vagy YTS
105.18.10) normdl egérszérumban, hogy a szérum-mint&knak
megfeleld koncentracid értékeket meg tudjuk hatarozni. Ahol
a fluoreszcencia telitd antitestet mutatott, vagy nem
mutatott detektalhatd fluoreszcenciat a hattér felett, az
eredményrdl feltételeztiik, hogy kisebb vagy azonos mint a

standard goérbe titralhaté tartoménya.

A perifériads vér leukocitdk eldallitéasa
Az egereket egyenként kivéreztettiik a farokvénan

keresztil (koriilbeliil 0,1 ml), 1 egység heparint tartalmazd
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steril cs&vekbe. A plazm&t ezutdn egy mikrocentrifugéban
végzett centrifugdlas utan (6000/perc, 2 perc) eltavolitot-
tuk. A vOrds vértesteket kétszer 1lizaltuk, oly mdédon, hogy
0,9 ml vizet adtunk hozzajuk 10 mdsodpercre szobahdmérsék-
leten, majd 0,1 ml 10x foszfattal pufferolt séoldatot adtunk
hozz&, és a fehér sejteket centrifugdlassal nyertik ki
(1000/perc, 7 perc) [Chandler et al., J.Immunol. Methods,

34, 341 (1979)].

A _T-sejt alcsoportok vizsgdlata kimeritésre

‘Periferiélis vér leukocitédkat készitettink az egye-
denként kezelt egerekbdl az eldzdkben leirt mdédon. Ezeket
vagy CD4 (¥YTS 191.1.2 plusz YTA 3.1.2), vagy CD8 (YTS
169.1.2 plusz YTS 156.7.7) antigének elleni monoklondlis
antitesteket tartalmazé feliildGszdékkal festettiik. Mas mono-
klondlis antitesteket is haszniltunk kontrollként. A megkd-
tétt antitesteket egy keverékkel mutattuk ki, amely mono-
klon&lis anti-patkany IgGpL,-FITC-t [NORIG-7.16-FITC; Clark,
Methods in Enzymology, 121, 548 (1986)] és monoklondlis
anti-patk&ny kappa koénnyfilancot tartalmazott [MAR-18.5-FITC;
Lanier et al., Hybridoma, 1, 125 (1982))]. A fluoreszcenciéat
ORTHO 50H Cytofluorograph-fal kapcsolt 1250-es szamitdégéppel
és linedris erdsitdvel analizdltuk, az eldre és kilencven

fokos szérdsra &allitott impulzussz(iréssel, hogy az é13 lim-

focitdkat szelektaljuk.

Kevert limfocita tenyészetek

A valaszold sejteket az egyes egerek vérmintajabol
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allitottuk eld (korililbeliil 0,2 ml), vizes lizissel, az e-
16z8kben leirt médon. Mindegyik minténak megvizsgaltuk a
szaporodéképességét, oly mdébdon, hogy a sejteket harom U-fe-
nekl szévettenyésztd mikrotiter nyilasba osztottuk szét (ko-
riilbeliil 4x105 fehér sejt nyilasonként), amelyek 4x105 61
mosott, mitomicin-C-vel (Sigma, Poole, UK; 25 ug/ml) kezelt
serkentd lépsejtet tartalmaztak. Az Iscove féle mddositott
Dulbecco taptalaj (IMDM), amely 10 %, hdvel inaktivalt humén
AB szérumot tartalmazott, végtérfogata 0,1 ml volt. 3 napig
37 °C-on inkubdltuk 5 %-os CO,-t tartalmazd inkub&atorban,
majd 5 ul 1251-dezoxi-uridinnel (IUDR; 10 uCi/ml, Amersham,
UK) kezeltiik hat 6ra hosszat. A 1251 peépiilését Ggy mértiik,
hogy a sejteket ilivegszalas szlirSlapra gydjtdttiik, és Philips

Automatic Gamma Counter-en mértiik.

A kimeritd &s blokkold CD4 é&s CD8 antitestek
kombindcidéja lehetSvé teszi a toleranciat MHC eltéréseket
tartalmazd boratiiltetések esetébe

Az 1. példaban bemutattuk, hogy a nem-kimeritd CD4
és CD8 antitestekkel végzett haromhetes terédpia lehetdvé
tette a tolerancia kialakuldsat kisebb eltéréseket tar-
talmazd boratiiltetésekkel szemben. Egy olyan kezelés munka-
menetének kialakitasara, amely az erds MHC kiildnbségek tole-
rdlasat alakitja ki, Osszehasonlitottuk a kimeritd (patkéany
IgGyp), nem-kimeritd (blokkold patkany IgGpa), valamint a
kimeritd é&s azt kdvetden adagolt blokkold CD4 és CD8
antitestek kombindciéja adagol&s&nak hat&sat CBA/Ca (H-zk)

egereken, amelyek BALB/c (H-2d) bdratiiltetést kaptak (9.
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4bra). Amint azt a korébbiakban emlitettiik, egy szigordan
kimeritd kisérleti munkamenettel lényegesen késleltetni le-
het a kildkddést, de az Ssszes egér kildkte a transzplanta-
tumokat 70 nap elteltével (MST=55 nap). A nem-kimeritd an-
titestek kevésbé voltak hatékonyak (MST=28 nap), de két ki-
meritd dézis kombindciéja, majd egy patkdny IgGz, anti-
testtel végzett blok&d adta a leghosszabb tGlélést (MST>100
nap), jéllehet a legtdbb (de nem az Ssszes) transzplantatum
kildkddétt 200 nap alatt. Ebben a kisérletben m&sodik BALB/c
teszt-transzplant&tumokat adtunk a 94. napon, egy harmadik
forrasbbél szarmazd (B1lO (H-Zb)) bdrrel egyilitt. Ezek a harma-
dik forrasbdl szadrmazéd transzplantatumok azonnal kildkddtek
(MST=16 nap), jelezve, hogy az egereknél visszatért az im-
munkompetencia, mig a masodik BALB/c transzplantatumok taGl-
élése elérte az &tlagos 43 napot. Ez azt mutatja, hogy kell
lennie valamennyi specifikus vélas;képtelenségnek a BALB/c
antigénekre.

Jéllehet nem kaptunk komplett tolerancidt ezekben a
sejt-kombin&cidkban, azt taldltuk, hogy ugyanez a kombinédlt
munkamenet teljesen tolerancia megengedd, ha B10O (H-2b) bort
filtetiink 4t MHC inkompatibilis CBA/Ca (H-2K) egerekre. A
10. abran lathatd, hogy 6/8 recipiens egér végtelen hosszi
ideig (<250 nap) megtartotta az eredeti bdrtranszplantatu-
mokat, mig az &sszes egér 15 napon beliil kildkte a harmadik
forrdsb6l sz&rmazdé BALB/c bdrt, amelyet a 119. napon transz-
plantdltunk. A masodik B10 transzplantatumok lényegesen hosz-
szabb tdlélési iddvel rendelkeztek (MST=44 nap), de Vvégiil

mindegyik kildkddsétt, akkor is, ha az elsd transzplantatu-
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mok, amelyekrdl feltételezziik, hogy genetikailag azonosak,
megmaradtak. Ez az eredmény reprodukdlhatd, é&s vilagosan
mutatja, hogy a toleralt elsd transzplantdtum privilegiz&lt
helyzetben van, annak ellenére, hogy a mdsodik transzplan-
tatum kildkésére képes effektor sejtek vannak jelen. Akarmi
is a mechanizmus, az eredeti bdrtranszplantatumnak indu-
kdlnia kell és fenn kell tartania egy sajat magaval szembeni
valaszképtelen 4llapotot. Az egereknek az a képessége, hogy
képesek kiil6nbséget tenni az elsd és masodik bodratiiltetés
kdzo6tt, Ggy latszik, hogy a harmadik forréasb6él szarmazd bor
kilskésétdl fligg, mivel 5/8, BALB/c transzplantatumok he-
lyett B10.BR~-t kapott egér tolerédns maradt mind a haromra
(10. &bra). Ez'azt mutatja, hogy a recipiensek toleransak
voltak a B10 minor antigénekre mind a donor MHC (ami azt
jelenti, hogy a transzplantatum képes magat bemutatni a
tolerancia célj4bél), mind a recipiens-tipus MHC szempont-
jabol, ami azon keresztiil jatszéddhatott le, hogy az eredeti
transzplantatum antigének reprocessz&aldédtak, és a recipiens
APC-k mutattdk be a tolerancia céljabél.

Ez az els8 leir&sa egy antitest &ltal kdzvetitett
tolerancidnak a teljes MHC korl&tokon &t, erdsen immunogén
bdrtranszplantatumok mint a tolerogén egyetlen forraséanak
alkalmazdsdval. Hangsilyozni kell, hogy a transzplantatumnak
magénak kell tartalmaznia az 8sszes, a tolerancia bekdvetke-

zéséhez sziikséges antigén bemutatést.
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A kimeritd és blokkoldé antitestek kombindcidija is
lehetdvé teszi az MHC szempontjdbdl egyezd, de tdbb, nem-

MHC minor antigénekre nem egyezd bdrrel szembeni toleranciat

Az 1. példaban bemutattuk, hogy a CD4-re és CD8-ra
monoklondlis antitestekkel vald blokkolds elég ahhoz, hogy
toleranciat kapjunk olyan boératiiltetésekkel szemben, amelyek
t6bb minor antigénben kiilénbéznek (B10.BR CBA/Ca-ra). A 1l.
dbran az lathatd, hogy a kombindlt kimerités, majd az azt
kovetd blokkold kezelés is hatasos volt 8/10 CBA/Ca egérben,
végtelen hosszi ideig megtartva AKR/J transzplant&tumaikat.
Ezek k&zlil az egerek k&ziil hat megtartotta a masodik AKR/J
transzplantatumot is (a 122. napon Aatiiltetett bSr, tovébbi
antitest terédpia nélkiil), mig mindegyik egér kildkte a har-
madik forrasbbél szarmazd, minor kiilonbségeket tartalmazd
bdrt (B10.BR). Ennek a harmadik forrasbdl sz&rmazd bdrnek a
kilskése azonban valamivel lassGbb volt mint a norm&l CBA
kontrolloké [27 nap, a normdal 14 nappal szemben; Cobbold et
al., Transplantation, 41, 634 (1986)]. A forditott kom-
bindcié (B10.BR a CBA/Ca-ra) szintén toleranssa volt tehetd,
a kimerités alkalmazdsdval majd a blokkoldé munkamenettel
(4/5 transzplantatum >220 nap), de 2/5 egér elfogadta mind
a harmadik forréasbbdl sz&rmazd, minor kiildnbségeket tartal-
mazdé AKR/J bdrt, valamint a m&sodik B10.BR transzplant&tumot
(az adatokat nem mutatjuk be). Ez feltételezhetden a kozos
antigének nagy szamit tiikrdzi, és emlékeztet a "dominéns"
toleranciara, amelyet egy eltérd kisérleti modellben talédl-
tak [Zamoyska et al., Eur. J. Immunol., 19, 111 (1989)].

Ennek a résznek az Osszefoglalasaként megédlla-
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pithatjuk, hogy a CD4 és CD8 antitestek, ha megfelelden al-
kalmazzuk 8ket, akkor lehet&vé teszik tolerancia indukéa-
14s4t mind MHC, mind nem-MHC antigén kiildnbségekkel szemben,
csak bB8rtranszplant&tumokra, anélkiil hogy antigének tovabbi
hemopoietikus forradsira vagy mieloablativ terépiéra lenne
szlikség. Nyilvanvaldé, hogy a bdrtranszplantatumok képesek
kdzvetleniil bemutatni az antigént a periferidlis T sejtek-
nek, ak&r aktivalassal, ami a kildkddéshez vezet, akdr inak-
tivdlassal, ami ehelyett elfogadashoz és tolerancidhoz

vezet.

A kombindlt patkény IgGyp és IgGpya antitestek
hatdsa a keringd T sejtekre

A fenti kisérletekben megfigyelt jelentds tolerogén
hatasok fényében fontos volt annak megbecslése, hogy a mono-
klondlis antitestek milyen hatéssal vannak a keringd cD4*
és CDT T sejtekre. Koré&bban kimutattuk, hogy mind a CD4,
mind a CD8 elleni antitestek kimeritik a megcélzott T-sejte-
ket [Cobbold et al., Nature, 312, 548 (1984))]. Az 1. pél-
daban a patkany IgG,; antitestek a beadott dézisban tenden-
cidjukban csak moduldltdk az antigént a sejt felililetérdl. A
kombin&lt munkamenet esetében a patkény IgGy}, CD4 és CD8 mo-
noklondlis antitestek kezdeti dézisa a vart médon a T sej-
tek sz&manak csdkkenését okozta, majd a cD4t és cD8t sejtek
ardnya kezdett visszadllni az eredeti értékre az IgGy5 an-
titestekkel folytatott tovabbi kezelés hatdsara (7. téabla-

zat), j6llehet a kifejezett antigén mennyisége joéval ala-

csonyabb volt (az adatokat nem adjuk megq). Rezidualis an-
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titestek voltak jelen a T sejteken az adagolasi periddus
soran, ezzel a CD4t és CD8*' sejtek részletes mérését
megnehezitve. Ezutdn, a periferidlis vérben levd T sejtek
arénya minimilis maradt, legaldbb egy hénapig az antitest
adagolését kévetden, ez egy olyan hatds, amelyet nem fi-
gyeltek meg, ha csak IgGy; antitesteket adtak be azonos dé-
zisokban (az adatokat nem mutatjuk).

A transzplantatum kil®kés nem-kimeritd antites-
tekkel valdé elnyomdsdnak egyik mechanizmusa a T sejtek felii-
letén levd CD4 és CD8 jarulékos molekuldk mikddésének blok-
koldsa az antigén bemutatds sordn. Ez csak akkor hatésos i-
gazan, ha a szérum antitesttartalmit olyan szinten tartjuk,
amely elegendd az antigén pozitiv sejtek telitéséhez. A ke-
zelt egerekben mért aktiv antitest szint valdban elegendd
volt a kivédlasztott CD4 é&s CD8 antigének telitéséhez a ke-
zelés harom hete sorén, és néhany egérben méé az antitest
adagolas befejezése utani harom hétig (8. tablazat). A 60.
napon azonban nem volt kimutathaté (<0,5 ng/ml CD4 és <10
ng/ml CD8) monoklondlis antitest a szérumban, ami egyébként
egy aspecifikus immunszuppresszidét tartott volna fenn. Meg
kell jegyezni, hogy egyik egér sem termelt kimutathatd meny-
nyiségli antiglobulint (sem faj-elleni, sem idiotipus elle-
ni), amint az befogé ELISA-val mérhetd volt, jelezve, hogy
az egerek ezzel a kisérleti munkamenettel a patk&ny immun-

globulinra is toler&nssa valtak.

A tolerdns eqgerek in vitro méq reagélnak

Ugy taldltuk, hogy a B10 bdrre az eldzdkben leirt
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médon tolerdnssi tett CBA egerek még képesek in vitro B10O
serkentd lépsejteket termelni (9. t&bléazat), jelezve ezzel,
hogy jelent8s sz&mG alloreaktiv sejtet nem t&volitottunk el.
Valdban, a recipiens immunrendszer tolerédns az eredeti
transzplantatum 4ltal bemutatott antigénekre, de még'képes
reagdlni a 1lép stimuldtor sejtek vagy egy mésodik bdr-

transzplantdtum in vitro bemutatéaséra.

Tolerancia indukdldsa minor antigénekre eldzetesen
feltsltott egerekben

Feltételezve, hogy a periférids immunrendszerben le-
v8 szz T sejtek tolerdlhaték transzplantdtumon levd antigé-
nekkel, megvizsgdltuk, hogy a feltdltdtt T sejtek is tole-
rancia érzékenyek-e. Azt taldltuk, hogy mind a két kezelési
munkamenet (csak blokkolds, illetve kimerités é&s uténa blok-
kolds) hatéasos a tolerancia indukalaséra mind AKR/J, mind
B10.BR b8r ellenében CBA/Ca egerekben, amelyeket eldzetesen
besugirzott donor lépsejtekkel tdltdttek fel (12a-12d &b-
rék) . Ezzel szemben, kordbban kimutattuk, hogy a CD4t és
cD8* T sejteket kimeritve, j6llehet mind a kettd egyformén
immunszuppressziv a naiv vagyvféltaltﬁtt egerekben, nem volt
tolerancia permissziv a t8bbszdrds minor antigén eltérést
tartalmazé bérre, mivel végiil az 8sszes transzplantatum
kildkddstt [Cobbold et al., Transplantation, 41, 634
(1986)]. Az egyediili kiildnbség a 11. &bran lathatd naiv ege-
rek és a 12. Abr&n lathatd feltdltdtt egerek k&zdtt az Gjra
provokdlasban volt lathatdé. Abban a csoportban, amelyet fel-

téltsttiink és AKR/J-vel szemben tolerédnssa tettiink, az ege-
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reknek koriilbeliil a fele végiil kildkte mind az elsd, mind a
mé&sodik AKR/J transzplantatumot, joéllehet jéval lassabban,
mint a B10.BR harmadik forrédsbél szarmazdé transzplantiatumo-
kat (MST=63 és 21 nap; l2a 4bra). Abban a kombindcidéban, a-
mikor B10.BR-t vittiink CBA egerekre, az egerek tdbbsége vég-
telen hosszi ideig megtartotta az eredeti transzplantatumo-
kat, mig néhany egérben mind a masodik B10.BR, mind az AKR/J
transzplantatum lassan kil$kddsétt (12c abra). A torzs-kombi-
naciék viselkedésében megfigyelt ilyen eltérés illeszkedik
ahhoz, amit naiv egerekben megfigyeltiink (l1&4sd 11. &bra), és
valészinlileg a megosztott és egyedi minor antigének komplex

mintdzataban taldlhatdé a magyaréazata.

Tolerancia induk&lédsa eqy bdrtranszplantatum aktiv

kildkése k&zben

Az a megfigyelés, hogy még az érzéken&itett T sejtek
is toleré&nssa tehetdk, nyilvanvald klinikai jelent&séggel
rendelkezik. Az nyilvan nagyon eldnyds lenne, ha egy folya-
matban levd immunvalaszra lehetne toleranciit induké&lni,
kiilénésen az autoimmunitds soran, vagy transzplantécidé uténi
kilokddési krizisben. A 13. abran az lathatd, hogy valéban
lehetséges t8bbszdrds minor antigén eltérést tartalmazd bdr-
transzplantiatumok folyamatban levd kildkddését megakadélyoz-
ni, és hossz iddtartami tdlélését kialakitani, néhany eset-
ben mind az elsd, mind a masodik transzplant&tumban. Ebbken a
kisérletben a kimerités, majd az azt kovetd blokad kom-
bindciéja volt a leghatékonyabb (13a &bra), de mivel 6 olyan

egérbdl, amelyik blokkold (nem kimeritd) antitestet kapott,
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3 megtartotta a m&sodik transzplantatumot is (13b &abra),

ezért még az effektor T sejtek is inaktivva vagy toleranssa

tételének is lehetségesnek kell lennie.

1. tablazat

YTS 177.9 kotddése az L3T4 transzfektdlt sejtekhez

Monoklondlis antitest A pozitiv sejtek %-a
L3T42

YyTS 177.9b 98,7

YTS 191.1b 99,1

YTS 177.9€ és 1,1

YTS 191.1

YTS 177.9€ és 98,1

YTA 3.1

a: L3/T4 transzfektdlt sejtvonalak, a megfeleld monoklon&-

lizalva.

lis antitestekkel festve é&s Aramldsi citometridval ana-

b: A monoklondlis antitesteket sz&vettenyészet feliildiszd

formadjaban haszniltuk, majd FITC-konjugdlt nyidl anti-

patkany Ig-t hasznaltunk.

c: Biotinilezett monoklondlis antitestek, amelyeket £f561l6s-

legben levd, alul megadott "hideg" monoklondlis antites-

tekkel inkub&ltunk. A fluoreszcenciidt FITC-streptavidin-

nel fejlesztettiik ki.
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Norm&l CBA/Ca egereknek két hétig CD4 monoklondlis
antitesteket adtunk (koriilbelilil 7 mg/egér ddézisban) a
bBratiiltetés megkezdése eldtt 3 nappal.

Az utolsd monoklondlis antitest adagoldsa utén négy
nappal levett periferidlis vért biotinilezett YTA 3.1
(CDA), YTS 156,7 (CD8) és YTS 154.7 (Thy-1) monoklo-
ndlis antitestekkel festettiik, majd streptavidin FITC-t
adtunk hozz&. Ezeket az eredményeket aramlési citomet-
ridval vizsgaltuk.

A B10.BR transzplantatumok MST-je: nem-kezelt kontroll:
12 nap; YTS 191.1-gyel kezelt: 32 nap (v.s. kontroll:
p<0,005). YTS 177-tel kezelt: 22 nap (v.s. kontroll
p<0,004, v.s. ?TS 191.1 csoport, p<0,7). A BALB/c
trtanszplantdtumok MST-je: nem-kezelt kontroll: 10,5
nap; YTS 191.1-gyel kezelt'19 nap (v.s. kontroll,
p<0,0006); YTS 177.9-cel kezelt: 20 nap (v.s. kontroll

p<0,006, v.s. YTS 191.1 csoport, p<0,4).
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3. tablazat
Az MIs-1P egerek tolerancidja a MIs-12 antigénre, a VB6+

sejtek allergias érzéketlensé&gével kapcsolatban

EGEREK Valaszok: (belités/perc)
AKR/J BALB/c anti-VBé6 CD3 -ve 3¥VBR6+
sejtek

1 772 11117 583 12350 596 10,2
2 439 8964 1173 9879 460 12,1
3 961 6498 1050 7719 703 8,7

4 1203 12866 1163 13496 1082 7,5

5 859 10784 764 11230 977 7,8
Normal 20756 9633 10440 11980 868 7,0
egerek 27529 17253 10530 13291 642 10,2
Csak 38264 10042 13950 19087 815 8,1
csontveld 15832 8679 7267 13563 976 9,0

A normal CBA/Ca egereket rIgG,y CD4-gyel (YTS 177.9)
és rIgGy, CD8-cal (YTS 156,7) kezeltiik 3 hétig Osszesen 10
mg/egér monoklondlis antitest mennyiséggel. 2x107 csontveld

sejtet injekcidztunk. 4 héttel késdbb az ezekbdl az egerek-
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bS8l szarmazd lépsejteket MLC-ben vizsgaltuk, és aramlési
citometridhoz fluoreszcencia festéssel jeleztiik. A megadott

adatok hdrom ismétlés geometriai &tlagai.

4. t&blazat

Tolerancia és allergias érzéketlenség MIs-12-ra ATx MIs-1P

egerekben?
EGEREK VALASZOK: (beiités/perc)P % VB6+ sejtekC
AKR BALB/c Anti-VBRé6
1 1348 ; 8081 696 2,8
2 1145 10231 812 2,9
3 998 7311 976 3,7
4 1039 6508 793 3,3
Kontrol1d 12463 10283 7374 3,8
Egerek 15578 8864 5824 2,9

a: Atx CBA egereket injekciéztunk azonos mennyiségl rIgGsp,
CD4 monoklondlis antitesttel (YTS 177.9) és rIgGyp CD8
monoklondlis antitesttel (YTS 156.7) 2 hétig (a mono-
klondlis antitestek Osszmennyisége 7 mg/egér). 2x107 AKR
csontveld sejtet adtunk infGziéban 2 napig a monoklona-
lis antitest kezelés megkezdése utdn. 8 héttel késdbb
lépsejtjeiket in vitro stimuldltuk, a 2. példaban leir-
tak alapjan.

b: A sz&mokat belités/perc formdban adjuk meg (hdrom parhu-
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zamos kisérlet geometriai atlaga) minden egérre.

c: VB6+ lépsejtek, 44-22-1 monoklondlis antitesttel festve
[Payne és munkat&rsai, Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA, 85, 7695 (1988)] é&s &aramlési
citometrisval analiz&ltuk.

d: A kontroll egereket csak monoklondlis antitestekkel

injekcidztuk.

5. tébléazat
A normdl limfocit&k &tvitele nem téri meg a toleranciat

normd&l egerekben

ALLATOK INJEKTALT SEJTEK2Q A TRANSZPLANTATUM

TOLELESE A TRANSZ-

FER UTAN
B10.BR lépsejtek >100 nap x 4
Toleréans naiv CBA lépsejtek >100 nap x 4
CBA érzékenyitett CBA 15, 17, 17, 21
lépsejtek®
T-sejtben naiv CBA lépsejt 12, 14, 14, 15
kimeritettb érzékenyitett CBA 8, 8, 9, 10
lépsejtek

ATx CBA semmi >100 nap x 4
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A CBA/Ca egereket a B10.BR bdrre a 13a &bra magya-

razdé szdévegében leirtak alapjan tettilik toleranssa.

a: Azokat az egereket valasztottuk, amelyek >200 napig
hordtdk a B10.BR bdrt, és 5x107 lépsejttel injektaltuk
intravénéasan.

b: Az ATx CBA egerekben kimeritettiik a T sejteket oly mé-
don, hogy CD4 és CD8 monoklondlis antitesteket injek-
ciéztunk beléjiik, legaldbb 4 héttel azeldtt, mieldtt a
B10.BR bdrt &atiiltettiik.

c: Az érzékenyitett lépsejteket CBA egerekbdl nyertiik ki,
amelyeket B10.BR lépsejtekkel injekcidztunk, és kildkték

a B10.BR bdr-atiiltetéseket.
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6. téblazat
A haszn&lt monoklondlis antitestek
Mono- Specifitas Epitép Izotipus Referencia
klondlis
antitest
YTS 191.1.2 egér CD4 a IgGyp Cobbold et al.
Nature, 312, 548
(1984)
YTA 3.1.2 egér CD4 b IgGzp Quin et al., Eur. J.
Immunol., 17, 1159
(1987)
YTS 177.9.6 egér CD4 a IgG,a Quin et al, Eur. J.
Immunol., 17, 1159
, (1984) '
YTS 169.4.2 egér CD8 Lyt-2 1IgGyp Cobbold et al.,
(a) Nature, 312, 548
(1984)
YTS 156.7.7 egér CD8 Lyt-3 IgGyp Quin et al., J. Exp.
(b) Med., 169, 779
(1989)
YTS 105.18.10 egér CD8 Lyt-2 IgGsa
(c)
YTS 154.7.7 egér Thy-1 monomorf IgG,p Cobbold et al.,
Nature, 312, 548
(1984)
YTS 121.5.5 egér CD5 Lyt-1 IgGyp Cobbold et al.,
Nature, 312, 548

(1984)
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7. té&blazat

A megmaradd T-sejtek a CD4+CD8 antitesttel kezelt

egerekben

B10 tolerans CBA

A pozitivan fest8dd lépsejtek sz&zaléka

148 CD4+ CD8+ Thy-1+CD5+ anti-patkény Ig*
Vizsgalt

(nap) _ szam
0 34%2 161 47+1 0+0 4

5 12+3 1245 1314 6+1 8

12 184 1816 1815 311 3

19 2714 22+3 2615 33 6

45 2415 11+2 28+4 0+0 8

* Az anti-patk&ny Ig a MAR-18.5-FITC és a NORIG-7.16~FITC

keveréke

Mindegyik egér patkany IgGy), CD4et &s CD8-at kapott,

majd patkdny IgGp; CD4-et és CD8-at, a 2. példdban leirtak

alapjan, a 0-21. naptél.
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8. tablazat

Az aktiv IgGp, CD4 és CD8 monoklondlis antitestek

szérumszintjei
CD4 szérum antitest CD8 szérum antitest
(ng/ml) (ng/ml)
[Négy kiilénb6zd egér] [Négy kiilénbdzd egér)
148

(nap)

0. <0,5 <0,5° <0,5 <0,5 <10 <10 <10 <10
12. >100 >100 >100 >100 >100 120 150 >1000
19. 50 >100 >100 >100 190 >1000 >1000 >1000
29. 50 >100 >100 >100 75 250 >1000 >1000
32. 80 90 >100 >100 500 606 >1000 >1000
36. 5 100 >100 >100 60 85 500 >1000
43. <0,5 15 70 >100 <10 <10 12 25
46. <0,5 <0,5 <0,5 1,0 <10 <10 <10 <10
60. <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <10 <10 <10 <10

78. <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <10 <10 <10 <10

A monoklondlis antitest kezelés patkany IgGyp CD4
és CD8 kezelést jelent a 0. és 2. napon, ezt kévetden heten-
te haromszor patkany IgGp, CD4 és CD8 kezelést a 21. napig

(6sszesen 2 mg/injekcid).
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9. téblazat
B10 tolerdns CBA egerekbdl szarmazd periferidlis vér

limfocitdk szaporodésa

Szaporodas (125IUDR beépiilés) a stimuldtorok hatésara

Csoport CBA BALB/c B10

(belités/ perc)

Normal CBA kontroll 370%236 495215236 22102622
-121 -2624 -1285
B10 toler&ns CBA 7161800 4952+3470 3592+2875

-448 -2091 -1656

Az egyes B10 tolerédns CBA/Ca egereket vagy normal
kontrollokat a 78. napon véreztettiik a farki vénabdl.

A periferidlis vérsejtek szaporoddsat a 2. példaban
leirtak alapjan hataroztuk meg.

A sz&mok logaritmikus &tlag é&s standard deviancia

formajdban vannak megadva, csoportonként hat egérrel.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Antigénnel szembeni tolerancia indukaléaséra szol-
g4lé készitmények szimultdn, kiildn-kiildn vagy egymas uténi
alkalmazashoz, azzal jellemezve, hogy egy nem—kimérit6 CD4
monoklondlis antitestet és egy nem-kimeritd CD8 monoklonédlis
antitestet tartalmaznak kombinalt készitmény formajaban.

2. Az 1. igénypont szerinti termékek, azzal jelle-
mezve, hogy tartalmaznak még egy kimeritd CD4 monoklondlis
antitestet és/vagy egy kimeritd CD8 monoklondlis antitestet.

3. Nem-kimeritd CD4 monoklondlis antitest ember vagy
dllat sebészeti vagy terdpids kezelésére.

4. Nem-kimeritd CD8 monoklondlis antitest ember vagy
dllat sebészeti vagy terdpids kezelésére.

5. A 3. vagy 4. igénypont szerinti antitest egy an-
tigén elleni tolerancia induk&aléaséara. .

6. Nem-kimeritd CD4 monoklondlis antitest alkalmaz&-
sa olyan gydgydszati készitmény elddllitasaban, amelyet egy
antigén elleni tolerancia kialakitdsa sordn alkalmaznak.

7. Nem-kimeritd CD8 monoklondlis antitest alkalmaza-
sa olyan gydgydszati készitmény elddllitasdban, amelyet egy
antigén elleni tolerancia kialakit&sa sor&n alkalmaznak.

8. Tolerancia induk&dlasira alkalmazott szer, azzal
jellemezve, hogy egy nem-kimeritd CD4 monoklondlis anti-
testet és egy nem-kimeritd CD8 monoklondlis antitestet tar-
talmaz.

9. A 8. igénypont szerinti szer, azzal jellemezve,

hogy egy kimeritd CD4 monoklondlis antitestet és egy



e 3 £Y ]
. v o o '] .! .".
. b4 - . vep
.

- 58 -

kimeritd CD8 monoklondlis antitestet is tartalmaz.

10. Csomagolési egység, azzal jellemezve, hogy Kkiildn
komponensekként nem-kimeritd CD4 monoklondlis antitestet és
nem-kimeritd CD8 monoklondlis antitestet tartalmaz.

11. A 10. igénypont szerinti csomagolédsi egység, az-
zal jellemezve, hogy kiilén komponensekként egy kimeritd CD4
monoklondlis antitestet és/vagy egy kimeritd CD8 monoklona-
lis antitestet is tartalmaz.

12. Nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklondlis antitestek
emberi vagy &llati test sebészeti vagy terapias kezelésében
egylitt valdé felhasznélisra.

13. A 12. igénypont szerinti antitestek egyiittes al-
kalmazasa tolerancia indukéléasaéara.

14. A 12. vagy 13.igénypont szerinti antitestek, az-
zal jellemezve, hogy egy kimeritd CD4 monoklondlis antites-
tet és/vagy egy kimeritd CD8 monoklondlis antitestet is tar-
talmaznak.

15. Eljaras tolerancia kialakitadsdra egy adagolandd
antigénnel szemben, azzal jellemezve, hogy nem-kimeritd CD4
monoklondlis antitest é&s nem-kimeritd CD8 monoklon&dlis anti-
test hat&sos mennyiségét, valamint az antigént adagoljuk.

16. Eljaras tolerancia kialakitasara egy birtokolt
- antigénnel szemben, azzal jellemezve, hogy nem-kimeritd CD4
monoklondlis antitest és nem-kimeritd CD8 monoklondlis anti-
test hatdsos mennyiségét adagoljuk.

17. A 15. vagy 16. igénypont szerinti eljaréas, azzal
jellemezve, hogy kimeritd CD4 monoklondlis antitest és/vagy

kimeritd CD8 monoklondlis antitest hatdsos mennyiségét is
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adagoljuk a nem-kimeritd CD4 és CD8 monoklonalis antitestek

adagolasa eldtt.
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