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KIVONAT

A taldlmany targyat képezik T-sejt-toleranciat indukald
fehérjék, kozelebbrél a HC gp-39-cel, konkrétan a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII
YSFANISND (1. a. szdmt) aminosavszekvenciaval leg-
alabb 70%-ban homolég aminosavszekvenciat tartal-
mazd egy vagy tobb fehérje terdpids anyagként valo al-
kalmazésra. A talalmany targyat képezi a fehérjék alkal-
mazasa az iziileti porc autoimmun betegségekben fellé-
pd, kronikus roncsolodasanak kezelésében, a taldlmany
szerinti autoantigéneket és/vagy fehérjéket tartalmazo

A leirds terjedelme 18 oldal (ezen beliil 5 lap dbra)

gyogyaszati készitmények, autoreaktiv T-sejtek teszt-
mintdkban torténd detektalasara alkalmas diagnosztikai
eljarasok és az eljarasban haszndlhaté rea-
genskészletek.

A taldlmany szerinti megoldds alkalmas specifikus
T-sejt-tolerancia indukalasara T-sejt-k6zvetitett porcka-
rosodasban szenvedé betegeknél, tovabba az arthritis 4l-
lati tesztmodelljeinek létrehozasira, valamint
autoreaktiv T-sejtek detektalaséra.
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A taldlmany targyat képezik \j autoantigének és ezek-
kel rokon fehérjék, valamint ezek alkalmazasa az iziile-
ti porc autoimmun betegségekben fellépd, krénikus ron-
csolddasanak kezelésében, a taldlmany szerinti autoan-
tigéneket és/vagy fehérjéket tartalmazd gyogyészati ké-
szitmények, autoreaktiv T-sejtek tesztmintdkban torté-
nd detektalasara alkalmas diagnosztikai eljarasok és az
eljarasban hasznalhato reagenskészletek.

A taldlmany szerinti megoldés el8nydsen alkalmaz-
haté specifikus T-sejt-tolerancia indukalasira T-sejt-
kozvetitett porckdrosodasban szenvedd betegeknél, to-
vabba az arthritis allati tesztmodelljeinek létrehozasara,
valamint autoreaktiv T-sejtek detektalaséra.

Az immunrendszer miikddésének elvi alapja az ide-
gen antigének (nem sajat antigének) és az autoan-
tigének (sajat antigének, melyek az egyén sajat testébdl
szdrmaznak) megkiilonboztetésének képessége, mely
az autoantigénekkel szembeni belsd tolerancia révén va-
16sul meg.

Az immunrendszer megvédi az egyént az idegen an-
tigénektdl, és idegen antigén hatéséra specifikus sejtek,
példaul T- és B-limfocitdk aktivalasaval, valamint ol-
datfazisu faktorok, példaul interleukinek, antitestek és
komplementkomponensek termelésével reagal. Az im-
munvalaszt kivalté antigént az antigénprezental6 sejtek
(APC-k) lebontjak, és az antigént a f6
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) II. glikopro-
teinnel asszocidlva expresszdlja a sejt felszinén. Az
MHC-glikoprotein — antigénfragmens — komplex a T-
sejt részére keriil bemutatésra, amely T-sejt receptora
altal felismeri az MHC II-hoz kapcsolt antigént, A T-
sejt aktivalodik, vagyis proliferal és/vagy interleu-
kineket termel, ezzel a megtamadott antigén ellen ira-
nyul6 aktivélt limfocitak szaporodasat valtja ki [Grey
és munkatarsai, Sci. Am., 261 38—46 (1989)].

A sajat antigének is folyamatosan degradalodnak és
az MHC-glikoproteinek antigénfragmensként prezental-
jak ezeket a T-sejteknek [Jardetsky és munkatérsai, Na-
ture 353:326-329 (1991)]. A sajat felismerésének ké-
pessége igy az immunrendszer alapvetd tulajdonsaga.
Normilis kériilmények kézott az immunrendszer tole-
rans a sajat antigénekkel szemben, és a sajit antigén
nem valt ki immunvalaszt.

Mikor a sajat antigénnel szembeni tolerancia el-
vész, egy vagy tobb sajat antigén immunvalaszt valt ki,
az autoreaktiv T-sejtek aktivacidjat és autoantitestek ter-
mel6dését okozva. Ez a jelenség az autoimmunitas. Mi-
vel az immunvalasz altaliban rombolé hatdsi, vagyis
elpusztitja a behatold idegen antigént, az autoimmun fo-
lyamatok a test sajat szoveteinek lebomlasahoz vezet-
hetnek.

A T-sejteknek az autoimmun betegségekben vald
kodzremdkodését szamos vizsgélattal bizonyitottak.
Egérben a kisérletileg kivéltott autoimmun ence-
phalomyelitisben (EAE) a T-sejteknek egy sziik kore
jatszik szerepet, melyek az MHC II molekuldval komp-
lexben levd mielin bazikus protein (MBP) egyetlen epi-
topjara specifikusak. A kiilonb6z8 autoimmun betegsé-
gekre fogékony Lewis-patkanyoknal kimutattak, hogy
a betegséget a T-sejtek kozvetitik.
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Feltételezik, hogy az emberi autoimmun betegségek
szintén Osszefliggenek autoagressziv T-sejtek keletkezé-
sével.

Rombol6 hatasu autoimmun folyamat jatszik szere-
pet kiilonféle betegségekben, példaul a rheumatoid
arthritisben (RA), melynél az iziileti porc sériil kroni-
kus gyulladasi folyamat révén, nagy mennyiségii akti-
valt limfocita és II. osztalyt MHC-t expresszalo sejt je-
lenléte kdvetkeztében. A porc puszta jelenléte sziiksé-
gesnek tlnik a helyi gyulladédsi reakcio fenntartisa-
hoz: kimutattak, hogy a porc degradacidja az RA ese-
tében porcspecifikus autoreaktiv T-sejtek aktivitdsaval
fiigg Ossze [Sigall és munkatarsai, Clin. Exp.
Rheumat. 6:59 (1988); Glant és munkatarsai, Bio-
chem. Soc. Trans. 18:796 (1990); Burmester és mun-
katarsai, Rheumatoid arthritis, szerk: Smolen, Kalden
€és Maini, Springer—Verlag Berlin Heidelberg, (1992).
Réaadasul kimutattak, hogy a porc sebészeti eljarassal
valé eltavolitasa csokkentette a gyulladas mértékét
[G.S. Panayi és munkatdrsai, Clin. Exp. Rheumatol.
11. (8. potkotet): S1-S8 (1993)]. Ezért feliételezik,
hogy a porcfehérjék autoantigének (autoantitestek cél-
pontjai), melyek stimulalni képesek a T-sejteket. Ezen
autoreaktiv T-sejtek aktivacidja autoimmun betegség
kialakulasdhoz vezet. Mindazonaltal a rheumatoid
arthritis kialakuldsdban szerepet jatsz6é autoan-
tigenikus komponens azonositisa nehezen megvala-
szolhat6 kérdés.

A porc roncsolodasahoz vezetd gyulladasi reakcid
sokféle hatéanyaggal, példaul szteroid drogokkal kezel-
heté. Mindamellett ezek gyakran nem specifikus im-
munszupressziv szerek, melyeknek toxikus mellékhata-
saik vannak. A nemspecifikus immunszuppresszi6 hat-
ranyai miatt nem szivesen alkalmazott terapia.

Az antigénspecifikus, nem toxikus im-
munszuppresszi6é a nemspecifikus immunszuppresszid
vonz alternativdja. Az antigénspecifikus terapia alkal-
mazésakor a beteget a célzott antigénnel vagy annak
aminosavszekvencidjaval homoldg szekvenciiju an-
tigénekkel, vagy szintetikus, a fenti autoantigénbél
vagy antigénbdl szdrmazo T-sejt-reaktiv peptidekkel ke-
zelik. Ezek a szintetikus peptidek az antigén T-sejt-epi-
topjanak felelnek meg; maguk, illetve az antigén iranti
szisztémds immuntolerancia, vagyis specifikus T-sejt-
tolerancia indukaldséra hasznilhatéak. Habar ellent-
mondésosnak tlinik, hogy az immunrendszert ugyanaz-
zal az antigénnel deszenzitizaljuk, amely az aktivalasa-
ért felelds, a célzott antigén kontrollalt adagolsa az im-
munrendszer deszenzitizdlasdnak nagyon hatasos mod-
Jjalehet. Az immunrendszer deszenzitizilasa, illetve im-
munologiai tolerancia kivéltdsa azon a régen megfi-
gyelt jelenségen alapul, hogy azok az allatok, melyeket
elézdleg egy antigénnel vagy epitoppal etettek vagy azt
inhalaltattdk veliik, kevésbé voltak képesek szisztémas
immunvalasz kifejtésére az emlitett antigénnel, illetve
epitoppal szemben, amikor ezek a vérkeringésiikbe ke-
riiltek.

Ahhoz, hogy a toleranciaterdpiat a T-sejt-
kozvetitett porckirosodas kezelésében eredményesen
alkalmazzuk, sziikséges, hogy azonositsuk azt az
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autoantigént vagy antigéneket, melyek aminosavszek-
vencidja homolog a célzott antigén aminosavszekven-
cidjaval, hogy deszenzitizalhassuk a betegeket azokkal
az autoantigénekkel szemben, melyek aktivaljak a gyul-
ladasi folyamatért felelGs T-sejteket.

A taldlmany szerinti megoldas kidolgozasa soran cé-
lunk volt olyan autoantigén és olyan fehérjék létrehozé-
sa, amelyek aminosavszekvencidja megfeleld mértékii
homolégiat mutat az autoantigénnel, és amely autoan-
tigén és/vagy fehérje alkalmas specifikus T-sejt-
tolerancia indukdlasira T-sejt-kozvetitett porckéroso-
dasban szenvedd betegeknél. A talalmany szerinti meg-
oldas kidolgozasa sordn célunk volt tovabba az arthritis
olyan éllati tesztmodelljeinek létrehozdsa, amelyek al-
kalmazhatdk az arthritis tiineteinek enyhitését szolgald
Uj drogok szkrinelése soran. Ezenfeliil célunk volt az
iziileti porc kdrosodasaban szerepet jatszd autoreaktiv
T-sejtek detektalasara alkalmas eljaras és az eljarasban
alkalmazhato reagenskészlet kidolgozasa.

Viratlan volt az a felismerés, hogy a human 39-es
porcglikoprotein (Human cartilage glycoprotein 39,
ezutan HC gp—39) a RA-betegekben célzott autoan-
tigén, amely specifikus T-sejteket aktival, s ezaltal
gyulladési folyamatot okoz vagy kozvetit. A HC
gp—39 arthritogenikus természetét a , Balb-c” transzge-
nikus egérrel végzett kisérletek is megerSsitették.
A Balb-c egereknél az emlitett peptid egyszeri, szubku-
tin injektalasara arthrititis jelei mutatkoztak. A HC
gp-39 éltal indukalt betegség lefolyasit a mellsé
és/vagy a hatso labakon periodikus visszaesés jellemez-
te, és az enyhe arthritis fokozatosan stilyosabb format
oltott. Az érintett iziiletek szimmetrikus eloszlasat is
megfigyelték, ami a periodikus visszaeséssel és a cso-
mokeépzddéssel egyiitt az arthritis, kiilonésen a RA lefo-
lyasara emlékeztet.

Még meglepébb modon azt tapasztaltuk, hogy a HC
gp—39-cel torténd kezelés immunoldgiai toleranciat
eredményezett, és ami ennél is fontosabb, késleltette
és/vagy megakadalyozta az arthritis kialakulasat.

Varatlan volt az a felismerés is, hogy allatokba in-
jektalva arthritis indukdlasara alkalmasak azok a fe-
hérjék, amelyek aminosavszekvencidja legalibb
50%-ban homolég a HC gp~39 aminosavszekvencia-
javal. Kozelebbrdl azok a fehérjék voltak alkalmasak
arthritis indukalasara allatokban a HC gp—39-cel azo-
nos modon, melyek tartalmaznak egy aminosavszek-
venciat, amely legalidbb 50%-ban homolég a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTH
ITYSFANISND szekvencidval [1. azonositd szamu
szekvencia (a tovabbiakban 1. a. szam1)].

Ezek az arthritogenikus fehérjék olyan aminosavszek-
venciat tartalmaznak amely el6nydsen legalabb 70%-
ban, elényosebben 80%-ban, a legeldnydsebben 90%-
ban homolég a HC gp-39 aminosavszekvencidjaval, ko-
zelebbrdl a YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDAL-
DRFLCTHITYSFANISND (1. a. szamii) aminosavszek-
venciaval.

A taldlmany szerinti arthritogenikus fehérjék és az
1. azonositd szamil szekvencia kozotti szdzalékos szek-
venciahomologia alatt az altalanosan hasznalt szekven-
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cia-0sszehasonlité programokkal, mint példaul a
FASTA [W. R. Pearson és D. J. Lipman, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 83, 2444-2448, (1988)] segitségével
meghatérozhatd homologiat értjik.

A taldlmany szerint megfelels arthritogenikus fehér-
Jék példaul: a sertés eredetii 38 kDa-os heparinkotd fe-
hérje, a marha 39 kDa-os savofehérje, a humin
YKL-39 fehérje, az egér ,,breast-regressing” 39 kDa-
os fehérje (brp39), a huménpetevezeték-specifikus gli-
koprotein, az egérpetevezeték-specifikus glikoprotein,
a horcsogpetevezeték-specifikus glikoprotein, a marha-
petevezeték-specifikus glikoprotein, a humén kitotrio-
zid4z prekurzor fehérje és az egér YM -1 szekrécids fe-
hérje prekurzora. A taldlmany szerinti arthritogenikus
fehérjék nagyon megfelelek az immunrendszernek e
fehérjékkel homolog autoantitestekkel szembeni szisz-
témas tolerancidjanak indukaldsara, és felhasznalhato-
ak az arthritis kialakuldsanak késleltetésére vagy meg-
akadalyozasara emlGsokben.

A HC gp-39 a beteg és az egészséges felndttek szé-
rumdban is jelen van, de a betegeknél szérumkoncentra-
cioja koriilbeliil duplaja az egészséges felnSttekhez vi-
szonyitva. Raadasul a HC gp—39-et kodoléo mRNS meg-
taldlhat6 az RA betegek iziileti hartydjaban vagy porca-
ban, mig egészséges felnGttek sebészeti titon eltavoli-
tott porcmintdi nem tartalmaznak szignifikdns mennyi-
ségli, HC gp—39-et kodoldé mRNS-t. Amennyiben az
iziileti kondrocitdkat és az iziileti hartyasejteket tenyész-
tik, tenyészetiikben a {8 szekrécids termékké a HC
gp—39 valik [Hakala és munkatarsai J. Biol. Chem.,
268, No.34, 25803 (1993)]. Hakala és munkatarsai cik-
kiikkben nem céloznak és nem utalnak a HC
gp—39 arthritogén természetére, és ilyen utalds egyéb
publikaciokban sem torténik.

Olyan fehérjéket, melyek aminosavszekvencidja leg-
alabb 50%-ban homolég a HC gp-39 aminosavszek-
vencidjaval, kozelebbrél a YKLVCYYTSWSQY-
REGDGSCFPDALDRFLCTHIIYSFANISND (1. a.
szamu) aminosavszekvenciaval, méar eddig is ismertet-
tek és leirtak. A sertés heparin-kotd fehérje azonosita-
sat ismertetik ugyan Shackleton és munkatarsai [J.
Biol. Chem., 270, No.270. 1307613083 (1995)], a fe-
hérje funkcidjat nem azonositottak. A marha 39 kDa-os
savofehérje izolalasat és jellemzését J. J. Rejman és
munkatarsai tették kozz¢é [Biochem. Biophys. Res.
Comm. 150, No. 1, 329-334, (1988)]. Az egér ,, breast
regressing” 39 kDa-os fehérjét (brp39) Morrison és
Leder [Oncogene 9, 3417, (1994)] irta le.
A humanpetevezeték-specifikus glikoprotein ¢cDNS-
énck klonozéasat és aminosavszekvencidjit Arias és
munkatdrsai irtdk le [Biology of Reproduction 51,
685-694, (1994)]. Més emlds-eredeti petevezeték-
specifikus glikoproteineket, mint az egér- és
horcsdgpetevezeték-specifikus glikoproteinek, a
JP~A-07107979 japan kozzétételi irat (Kinosei Pep-
tide Kenkyusho KK) tar fel. A marhapetevezeték-
specifikus glikoprotein tisztitsat és klonozasat Y
Sendai és munkatarsai ismertetik {Biol. of Reprod. 50,
927-934 (1994)]. A human kitotriozidaz prekurzor pro-
teint az aktivalt human makrofagok szekretaljak és akti-
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valjak. A kitotrioziddz ¢cDNS-ének klonozasat és ami-
nosavszekvencidjat Boot és munkatarsai irtak le [J.
Biol. Chem. 270, No. 44, 26252-26256)]. Az egér
YM-1 szekrécios fehérje prekurzoranak aminosavszek-
vencijat Chan és munkatarsai benyujtottak az EMBL
Adattarba 1992. juniusiban, M94584 nyilvantartasi
szammal, az adatok nincsenek lekdzolve. A huméan
kondrocita YKL—-39 fehérje aminosavszekvencidjat
Hu és munkatarsai irték le [J. Biol. Chem. 271, No. 32,
19415-19420 (1996)]. Azonban a fenti publikiciok
egyike sem céloz vagy utal a taldlmany szerinti fehér-
Jék arthritogenikus természetére, sem arra a tényre,
hogy ezek a fehérjék felhasznalhatoak gyogyhatast
anyagként a HC gp-39 iranti specifikus T-sejt-
tolerancia indukéldsra irdnyul6 terapidban emlGsok-
ben, kézelebbrél emberekben, akik T-sejt-kdzvetitett
porckarosodasban, példaul arthritisben, kozelebbrgl
rheumatoid arthritisben szenvednek.

Igy a taldlmany szerint a HC gp-39, valamint a HC
gp-39 aminosavszekvencidjaval, kozelebbrdl a
YKLVCYYTSWSQYREG DGSCFPDALD-RFLC-
THITYSFANISND (1. a. szdmi) aminosavszekvencia-
val legalabb 50%-ban homoldg aminosavszekvenciat
tartalmazé fehérjék rendkiviil alkalmasak a HC
gp-39 iranti specifikus T-sejt-tolerancia indukalasara
iranyulé terdpiaban val6 alkalmazéasra olyan betegek-
nél, akik T-sejt-kozvetitett porckarosoddsban, példaul
arthritisben, kozelebbrdl rheumatoid arthritisben szen-
vednek. Szintén a taldlmény oltalmi korébe tartoznak a
HC gp-39 fragmensei és a talalmany szerinti arthrito-
genikus fehérjék, amelyek alkalmasak a HC
gp—39 autoantigén iranti specifikus T-sejt-tolerancia in-
dukélasara a megtamadott porcban.

A WO 95/01995 és a WO 95/02188 szamii nemzet-
kozi kozzétételi iratban leirjak a HC gp—39 diagnosz-
tikumként, a RA markereként vald alkalmazasat, de a
HC gp-39 arthritogenikus természetét nem térjak fel
és nem is sugalljak. Sehol sem emlitik vagy javasoljak
a HC gp-39 vagy fragmenseinek vagy a taldlmany sze-
rinti T-sejt-reaktiv fehérjék alkalmazéasat a HC
gp—39 autoantigén irdnti T-sejt-specifikus tolerancia in-
dukélasara a megtdmadott porcban.

A HC gp-39-et, valamint a HC gp-39 ami-
nosavszekvenciajaval, kozelebbrdl a YKLVCYYTS-
WSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHITYSFANISND
(1. a. szdmu) aminosavszekvencidval legalabb 50%-
ban homoldg aminosavszekvenciit tartalmazd
arthritogenikus fehérjéket, és a talalmany szerinti
arthritogenikus fehérjék fragmenseit rekombindns
DNS-moédszerekkel is el6allithatjuk. A HC gp—39-et,
valamint a HC gp-39 aminosavszekvencidjaval, kéze-
lebbrél a YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDA-
LDRFLCTHIIYSFANISND (1. a. szdmi) aminosav-
szekvencidval legalabb 50%-ban homolég aminosav-
szekvencidt tartalmazo arthritogenikus fehérjéket, vagy
a taldlmany szerinti arthritogenikus fehérjék fragmen-
seit vagy azok multimerjeit kodolé nuklein-
savszekvencidt expressziés vektorba inszertalhatjuk.
Megfeleld expresszios vektorok tébbek kézétt a plazmi-
dok, kozmidok, virusok és ,,YAC”-k ("Yeast Artifical
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Chromosome”, vagyis mesterséges élesztd kromoszé-
ma), amelyek tartalmazzak a replikdcidhoz és az exp-
ressziohoz sziikséges kontrollrégiokat. Az expresszids
vektort gazdasejtben expresszalhatjuk. Erre alkalmas
gazdasejtek példaul a baktériumok, az éleszt6- vagy az
emldssejtek. Ezek a modszerek kozismertek a technika
allasa szerint (Sambrooke és munkatrsai Molecular
Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La-
boratory Press, Cold Spring Harbor, 1989.)

A rekombinans DNS-mddszerekkel a marha savéfe-
hérje (melynek szekvencidjat itt kozoljiik) gazdasejtben
el6allithato.

igy a talalméany targyat képezi tovabba egy, a marha
savofehérjét kodolo cDNS a (3. azonositd szamu szek-
vencia), valamint a marha savofehérje, amelynek szek-
vencidjat a 2. azonosité szamon adtuk meg. Nyilvanva-
16, hogy fragmensek is el6allithatoak a talalmény leira-
saban foglalt kitanitasanak megfelelden. A , fragmens”
elnevezés barmely aminosavszekvenciat jelenthet,
amely a jelen talalmany oltalmi kérébe tartozd fehér-
Jjékkel kozos eredetl, szerkezetd és milkodési mechaniz-
musu fehérje aminosavszekvencidjanak része.

A taldlmany szerinti arthritogenikus fehérjék
megfeleld fragmenseit elBallithatjuk a peptidszintézis
ismert szerves kémiai modszereinek egyikével. A pep-
tidszintézis szerves kémiai modszerei a kivant ami-
nosavak kondenzicios reakcidval torténd, homogén fa-
zist vagy akér ugynevezett szilard fazist 6sszekapcso-
lasat jelentik. A fenti kondenzacios reakcidk legaltala-
nosabb moédszerei: a karbodiimid-, az azid-, a vegyes
anhidrid- és az aktivalt észterek modszere [The Pep-
tides, Analysis, Synthesis, Biology 1-3. Szerk. Gross,
E. és Meienhofer, J. (1979, 1980, 1981) Academic
Press, Inc.].

A fent ismertetett HC gp—39 és a taldlmany szerinti
arthritogenikus fehérjék alkalmas fragmenseinek talal-
mény szerinti ,,szilard fazisa” el6allitdsanak leirasat pél-
daul a J. Amer. Chem. Soc. 85, 2149 (1963) és az Int. J.
Peptide Protein Res. 35: 161-214 (1990). kdzlemé-
nyekben talaljuk meg.

Egy elénydsen alkalmazhat6 szilard fézis példaul a
p-alkoxi-benzil-alkohol gyanta, melyet Wang irt le [J.
Am. Chem. Soc. 95 1328 (1974)]. A szintézis utan a
peptideket enyhe koriilmények kozott le lehet hasitani a
szilard fézisrol.

A szintézis utan a kivant aminosavszekvenciat leha-
sitjak a gyantardl (hordozo6rél) példaul trifluor-ecetsav-
val, mely gyokfogokat, példaul triizopropil-szilnt, ani-
zolt vagy etandiolt, esetleg tioanizolt tartalmaz.

A reaktiv csoport, amely nem vehet részt a konden-
zacids reakcioban, mint emlitettiik, hatdsosan védhetd
olyan csoportokkal, melyeket késébb savval vagy bazis-
sal torténd hidrolizissel vagy redukciéval eltavolitha-
tunk. A lehetséges védGesoportokrol bdvebb ismertett
talalunk a The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology
c. kiadvany 1-9 kotetében (Szerk. Gross, Udenfriend
és Meienhofer; Academic Press, 1979-1987).
A véddcsoportokat szaimos hagyomanyos médszerrel le-
hasithatjuk, az egyes csoportok természetétdl fliggben,
példaul trifluor-ecetsavval vagy enyhe redukciéval kata-
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lizétoron, példaul pallddiumon térténd hidrogénezéssel
vagy HBr-dal, jégecetben.

Habéar paradoxonnak tfinik, hogy az immun-
rendszert ugyanazzal az antigénnel deszenzitizaljuk,
amely az immunrendszer aktivalasaért felelGs, ez a de-
szenzitizdlds azon a régi megfigyelésen alapul, hogy
azok az dllatok, melyeket egy antigénnel vagy epi-
toppal etettek vagy azt inhalaltattik veliik, kevésbé vol-
tak képesek szisztémés immunvalasz kifejtésére az em-
litett antigénnel, illetve epitoppal szemben, amikor
ezek a keringésbe keriilnek. fgy a HC gp—-39 és/vagy a
HC gp-39 aminosavszekvenciajaval, kozelebbrsl a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCT-
HITYSFANISND (1. a. szdm() aminosavszekvencival
legaldbb 50%-ban homolég aminosavszekvenciat tartal-
maz6 fehérjék kontrollalt adagoldsa hatdsos lehet az im-
munrendszer deszenzitizacidjaban. A talidlmany sze-
rinti fehérjék fragmensei, amelyek képesek
deszenzitizalni a betegeket a HC gp—39-cel szemben,
szintén a taldlmany oltalmi kérébe tartoznak.

A taldlmény szerinti megoldsban az autoreaktiv T-
sejtek okozta porcbantalmakban szenvedd betegek ke-
zelhetéek olyan gydgyaszati készitménnyel, amely a
HC gp-39-et, a HC gp-39 aminosavszekvencijaval,
kozelebbrél a YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDA-
LDRFLCTHITYSFANISND (1. a. szdmt) aminosav-
szekvencidval legaldbb 50%-ban homolég aminosav-
szekvenciat tartalmazo fehérjék koziil egyet vagy tob-
bet, vagy a talalmany szerinti fehérjék egy vagy tobb
fragmensét, valamint egy gy6gyaszatilag elfogadott hor-
dozot tartalmaz; a kezelés célja a betegek specifikus T-
sejtjeinek HC gp—39 iranti toleranciajanak indukalésa
és a gyulladasi reakcié mértékének csokkentése.

A taldlmany szerinti gyogyaszati készitményben al-
kalmazhato fehérjék, melyek a HC gp-39 ami-
nosavszekvencidjaval, kozelebbrél a YKLVCYYTS-
WSQYREGDGSCFPDAL DRFLCTHIIYSFANISND
(1. a. szdm1) aminosavszekvencidval legalabb 70%-os,
elénydsen 80%-o0s, elénydsebben 90%-o0s homoldg ami-
nosavszekvenciat tartalmaznak.

A taldlmany szerinti gyogyéaszati készitményben
elénydsen alkalmazhatd fehérjék példaul a sertés
heparinkétd 38 kDa-os fehérje, a marha 39 kDa-os sa-
vofehérje, az egér , breast regressing” (brp 39) fehérje,
az egérpetevezeték-specifikus glikoprotein, a
horcsogpetevezeték-specifikus  glikoprotein, a
marhapetevezeték-specifikus glikoprotein, a humén
YKL-39, a huménpetevezeték-specifikus glikoprotein,
a humian kitotrioziddz prekurzor protein és az egér
YM-1 szekretoros prekurzor fehérje.

A taldlméany szerinti gyégyaszati készitményben
szintén elénydsen alkalmazhatbak DNS (expresszios)
vektorok is, melyek a HC gp—39-et, vagy a HC
gp—39 aminosavszekvencidjaval, kozelebbrdl a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDAL DRFLCTHI-
IYSFANISND (1. a. szdmu) aminosavszekvencidval
legalabb 50%-ban homolog fehérjét, vagy a talalmany
szerinti fehérjék fragmenseit k6doldé DNS-t tartal-
maznak. A DNS expresszids vektort célba juttatva exp-
resszié révén a rekombinans HC gp-39, vagy a HC
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gp—39 aminosavszekvencidjaval, kozelebbrdl a
YKLVCYYTSWSQYREGD GSCFPDALDRFLC-
THITYSFANISND (1. a. szdmu) aminosavszekvencia-
val legalabb 50%-ban homolég aminosavszekvenciat
tartalmazé fehérje, vagy a talalmany szerinti fehérjék
fragmensei olyan szintet érhetnek el, mint ami HC
gp—39-et vagy a peptideket tartalmazé gydgyaszati ké-
szitmény kozvetlen (direkt) alkalmazisakor elérhetd.

A HC gp-39 autoantigénnek, vagy a HC
gp-39 aminosavszekvencijaval, kozelebbrdl a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCF PDALDRFLCT-
HITYSFANISND (1. a. szdm1) aminosavszekvenciaval
legalabb 50%-ban homolog aminosavszekvenciat tartal-
maz6 arthritogenikus fehérjéknek, vagy a taldlméany
szerinti fehérjék fragmenseinek az az elénye, hogy spe-
cifikus ,tolerizalé” hatisuk csak az autoreaktiv T-
sejtekkel szemben érvényesiil, igy érintetleniil hagyjak
az immunrendszer mas komponenseit, ellentétben a
nem specifikus immunszuppressziv gydgyszerek nem
specifikus immunszuppressziv hatasaival. Az autoan-
tigénnel, vagy a HC gp—39 aminosavszekvenciajaval,
kozelebbrél a YKLVCYYTSWSQYREGD GSCFP-
DALDRFLCTHIIYSFANISND (1. a. szdmi) ami-
nosavszekvenciaval legalabb 50%-ban homoldég amino-
savszekvenciat tartalmazé arthritogenikus fehérjékkel,
vagy a talalmany szerinti fehérjék fragmenseivel torté-
nd kezelés biztonsdgos és nincs toxikus mellékhatasa.

A tolerancia elérheté a taldlméany szerinti autoan-
tigén vagy a taldlmany szerinti fehérjék magas vagy ala-
csony dozisaival. A dozis altaldban 0,01-1000 uq pep-
tid testsuly-kilogrammonként, elénydsebben
0,5-500 pg, még elénydsebben 0,1-100 pg lehet.

Farmakoldgiai hordozok lehetnek a medicinéban 4l-
talanosan hasznaltak, példaul steril s6oldat, lakt6z, sza-
charéz, kalcium-foszfat, zselatin, dextrin, agar, pektin,
mogyordolaj, olivaolaj, szezdmolaj vagy viz. Hordozo
lehet példaul II. osztalyi MHC molekula sziikség sze-
rint liposzémaékba burkolva.

A taldlmany szerinti gyogyaszati készitmény alkoto-
eleme lehet ezenfeliil egy vagy tobb adjuvéans. Megfele-
16 adjuvéns tobbek kozott az aluminium-hidroxid, alu-
minium-foszfat, amfigén, a tokofenolok, monofoszfe-
nil lipid-A, muramil dipeptid és a szaponinok, mint pél-
daul a Quill A. Az adjuvans mennyiségét az adjuvans
természete szabja meg.

A taldlméany szerinti gydgyaszati készitmény raada-
sul tartalmazhat egy vagy tobb stabilizatort, példaul
szénhidratokat, ezen beliil szorbitolt, mannitolt, kemé-
nyitdt, szacharéz-dextrint és glitkkozt; vagy fehérjéket,
példaul albumint, kazeint; és puffereket, péld4ul alkali
foszfatokat.

Megfeleld beadasi méd lehet az intramuszkularis in-
jekcid, szubkutdn injekcid, intravénés injekcio, intra-
peritonedlis injekcid, ordlis és intranazlis adagolis.
El6nyés az oralis és az intranazalis adagolas.

Arthritogrenikus természetének kdszonhetéen a HC
gp-39 éppugy, mint a HC gp—39 aminosavszekvencia-
javal, kozelebbrél a YKLVCYYTSWSQYREGDGSC-
FPDALDRFLCTHIIYSFANISND (1. a. szAmi) ami-
nosavszekvenciaval legalabb 50%-ban homolég amino-
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savszekvenciat tartalmazo fehérjék felhasznalhatdak
klinikai arthritis indukalasara allatokban. Kis mennyisé-
gl HC gp-39, vagy egy vagy tobb, a HC gp—39 ami-
nosavszekvencidjaval, kozelebbrdl a YKLVCY-
YTSWSQYREGD GSCFPDALDRFLCTHIIYSF-
ANISND (1. a. szdmi1) aminosavszekvenciaval leg-
alabb 50%-ban homoldg aminosavszekvenciat tartal-
maz6 fehérje, vagy a taldlmany szerinti fehérjékbél
szarmazd egy vagy tobb fragmens adagolasa az llatok-
ban arthritisra emlékeztetd tiinetek fejlédnek ki.
A Balb/c transzgenikus egereknél a HC gp—39 fehérje,
vagy egy vagy tobb, a HC gp—39 aminosavszekvencia-
javal, kozelebbrél a YKLVCYYTSWSQYREGD
GSCFPDALDRFLCTHITYSFANISND (1. a. szami)
aminosavszekvencidval legalabb 50%-ban homolog
aminosavszekvenciat tartalmazo fehérje egyszeri,
subcutan injektélasara arthrititis jelei mutatkoztak.
A HC gp-39 altal indukalt betegség, ugyanigy, mint a
HC gp-39 aminosavszekvenciajival, kozelebbrdl a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII
YSFANISND (1. a. szami1) aminosavszekvencival leg-
alabb 50%-ban homolég aminosavszekvenciat tartal-
maz fehérje altal indukalt betegség lefolyasat a mellsé
€s/vagy a hatsé labakon periodikus visszaesés jellemzi,
és az enyhe arthritis fokozatosan silyosabb format 6lt.
Az érintett iziiletek szimmetrikus eloszldsat is megfi-
gyelték, ami a periodikus visszaeséssel és a csomokép-
z8déssel egyiitt az arthritis, kiillondsen a RA lefolyasara
emlékeztet.

Az érintett allatok igy megfelels allati modellt nyvj-
tanak az arthritis inicidciojanak és progresszidja mecha-
nizmusanak tanulmanyozasara. Rdadasul az emlitett l-
latok felhasznalhatoak az arthritis kezelésére alkalmas
hatoanyagok keresésére és a gyogyszereknek az arthri-
tis lefolyasara gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozisara.
El6nybsen egerek hasznalhatéak az arthritis, kiilonosen
a rheumatoid arthritis modellallataként.

Az emlitett allatokban arthritis indukélasara a HC
gp—39 vagy a taldlmany szerinti fehérje megfelel
mennyiségét kell adagolni. Megfeleld mennyiség
0,1-1000 pg, elényosen 1-100 pg, eldnyésebben
10-50 pg testsily-kilogrammonként. A HC gp-39,
vagy a HC gp—39 aminosavszekvenciajaval, kozelebb-
16l a YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFP DALDR-
FLCTHITYSFANISND (1. a. sz&m{) aminosavszekven-
cidval legalabb 50%-ban homolog fehérje, vagy ezek
fragmenseinek mennyisége az adagolds modjatol, az
adagolas id6tartamatol és az allat fajtajatol fiigg. Az
adagolas megfeleld modja a leirtakkal megegyezik. Az
arthritis indukélasira a HC gp-39, vagy a HC
gp—39 aminosavszekvencidjaval, kdzelebbrsl a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII
YSFANISND (1. a. szdmi1) aminosavszekvenciaval leg-
alabb 50%-ban homolég aminosavszekvenciat tartal-
maz0 fehérjék vagy a taldlmany szerinti peptidek tartal-
mazhatnak egyet vagy tGbbet a mar leirt stabilizatorok
és adjuvansok koziil.

A HC gp-39, a HC gp-39 aminosavszekvenciaja-
val, kdzelebbrél a YKLVCYYTSWSQYREGDGSCF-
PDALDRFLCTHIIYSFANISND (1. a. szdm{) ami-
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nosavszekvencigval legalabb 50%-ban homolég amino-
savszekvenciat tartalmazd fehérjék vagy ezek tall-
miény szerinti fragmensei rendkiviil alkalmasak diag-
nosztikus eljarasban valé alkalmazésra, az iziileti por-
cok krénikus gyulladasban szerepet jatszo aktivalt
autoreaktiv T-sejtek kimutatdsara.

A talalmény szerinti diagnosztikai eljarast a kovet-
kezd lépések alkotjak:

a) az egyén vérmintajabol periférids mononuklearis vér-
sejtek (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) izo-
lalasa;

b) az emlitett PBMC-sejtek tenyésztése alkalmas koriil-
mények k6zott;

¢) az emlitett PBMC-kultira inkubalasa a taldlmény
szerinti autoantigénnel, fehérjével vagy ezek fragmen-
seivel; és

d) a T-sejt-valasz — példaul proliferativ reakcié — de-
tektdlasa, amely az egyén aktivalt autoreaktiv T-
sejtjeinek jelenlétére utal.

Abban az esetben, ha vélaszreakcioként az
autoreaktiv T-sejtek proliferativ reakcidjat mérjiik, ra-
dioizotopok, példaul 3H-timidin beépiilésével kovethet-
Juk a proliferaciét. Az autoreaktiv T-sejtek reakcidja
PBMC-k jelenlétében is mérhetd a citokinkibocsatas
mérésével, citokinspecifikus ELISA-val, vagy a citoto-
xicitds meghatdrozasa révén, az 5lkromkibocsatdsanak
meérésével. Egy masik detektaldsi modszer az aktiva-
ciés markerek, példaul az IL-2R mérése FACS-anali-
zissel. Igy a talalméany targyat képezi diagnosztikai ké-
szitmény, mely a taldlmany szerinti egy vagy t6bb pep-
tidet, és megfeleld detektdld reagenst tartalmaz. A de-
tektalas modjatol fiiggben a detektald reagens lehet ra-
dioizotop, enzim, vagy a sejtfelszinre, illetve aktivacios
markerekre specifikus antitestek.

Szintén a taldlmany targyat képezik kimutatasi rea-
genskészletek, melyek a talalmany szerinti egy vagy
tobb peptidet tartalmaznak. Ezek a reagenskészletek al-
kalmasak a taldlmany szerinti diagnosztikai eljarasban
val6 alkalmazésra.

igy a talalmany szerinti eljaras alkalmas annak meg-
allapitasira, hogy jelen vannak-e HC gp—39-reaktiv
autoagressziv T-sejtek a T-sejt kdzvetitett porckaroso-
dasban, példaul arthritisben, kdzelebbrél rheumatoid
arthritisben szenvedd betegekben. Ha jelen vannak HC
gp—39-re specifikus T-sejtek, akkor e T-sejtek
tolerancidjanak kivaltasaval a HC gp—39-et, vagy a HC
gp-39 aminosavszekvencidjaval, kdzelebbr3l a
YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFLCTHII
YSFANISND (1. a. szdmii) aminosavszekvenciaval leg-
alabb 50%-ban homolég aminosavszekvenciat tartal-
maz6 arthritogenikus fehérjéket vagy a taldlmany sze-
rinti peptideket vagy ezek kombinacioit tartalmazo gy6-
gyaszati készitmény késleltetheti vagy megakadalyoz-
hatja az arthritis kialakuldsat.

Az aldbbiakban a taldlméany szerinti megoldést pél-
dak segitségével szemléltetjiik amelyek azonban nem
szuikitik annak oltalmi korét.

Itt adjuk meg az abrak rovid leirasat.

1. dbra.: Az arthritis iniciicidja és progresszioja a
HC gp-39-cel kezelt és nem kezelt Balb/c egereknél.
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AS=,arthritic score”, ,taldlat”; az 6sszes arthritisre uta-
16 esemény a kezelt allatoknél a kezelés utdn. N=az
érintett allatok szama az érzékenyitést kovetGen.

2. dbra: Az arthritis inicidcioja és progresszidja
Balb/c egereknél 0,2 g, 1 pg, 5 pg, és 25 pg marha sa-
vofehérje beadasa utin. A kezelés utani inicidciot és a
progresszidt az akkumulativ taldlat/nap (6sszes talalat
az érintett allatoknal) jellemzi.

1. példa

Modszerek

A HC gp-39 tisztitdsa MG63 oszteoszarkoma-

sejtvonalbol

Az MG63 (ATCC CRL 1427 humén osteosarcoma)
sejteket sejttenyésztd késziilékekben tenyésztettiik
DMEM/HAM F12 szérummentes médiumban. A HC
gp-39-et a sejtfeliiliszobol heparin affinitaskromato-
grafidval, majd super dex 75 kromatrografiaval tisztitot-
tuk. A tisztasigot SDS-PAGE-sel ellendriztiik. Az N-
terminalis aminosav-szekvenalas igazolta, hogy a fehér-
Je azonos a Hakala és munkatarsai 4ltal leirt fehérjével.

A HC gp-39 arthritogén jellege Balb/c egerekben

2x4 n6stény Balb/c egér (Harlan CPB, Zeist, Hol-
landia) mellkasaba 10 vagy 50 ug tisztitott HC
gp—39 [PBS-ben (0,5 M NaCl, 0,01 M nétrium-foszfat-
puffer, pH 7,5)] és inkomplett Freund-adjuvans (IFA)
1:1 aranyu elegyét beadtuk subcutan injekcidban, mig
4 kontrollallatot PBS-sel (1:1 ardnyban IFA-sal kever-
ve) oltottunk be. A klinikai arthritis tiineteinek jelentke-
zését naponta ellendriztiik. Az arthritis silyossdganak
mértékének elbirdlasakor minden végtagot 0—3 kozotti
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értékben pontoztunk (Glant és munkatérsai kozlemé-
nye alapjdn). Réviden: 0 pont: nincs véltozés, 1 pont:
eritéma (bSrpir) és duzzanat, 2 pont: duzzanat és defor-
mitds megjelenése, 3 pont: mozgasképtelenség a
nyujto- és hajlitbképesség elvesztése miatt.

Tolerancia indukcidja a HC gp—39 intranazdlis be-

addsaval

Intranazilisan 28 pg fehérjét adtunk be (2x 10 ul-t)
10 néstény Balb/c egérnek (Enflurance alkalmazasa-
val, enyhe altatisban), PT45 mikrocsévezeték és
Hamilton fecskend6 segitségével. Az antigént az arthri-
tisindukcio el6tti 15., 10. és 5. napon adtuk. A kontroll-
allatokat ugyanugy a kezeltiik, de 6k csak a puffert
(PBS) kaptak (1. tabldzat).

Az immunolégiai toleranciat a késéi tipust
hiperszenzitivitas (delayed type hypersensitivity, DTH)
reakci6 mérésével, a fent ismertetett, 0. napon tdrtént
szenzitizaci6 utén, 10 pg fehérje felhasznélasaval hata-
roztuk meg. A 0. napon torténd szenzitizécié utin a 8.
napon a 10 pg HC gp—39-et injektaltunk 50 pl térfogat-
ban a bal hatsé talpba (reakcié kivaltasa). A DTH-reak-
cidt a talp méretének novekedése adja meg: ([bal oldali
duzzadds (mmx10-3)-jobb oldali duzzadas
(mmx 10-3)]/jobb oldali duzzadds (mm x 10-3))x 100%.
A talp duzzadasat hézilag készitett mikrométerrel hata-
roztuk meg a reakcié kivaltasa utan 0, 24 és 48 éraval.

Az arthritisindukcidval szembeni toleranciat az ege-
reknél tovabb vizsgaltuk a szenzitizaciot kdvets 31. na-
pig; az klinikai tiinetek megjelenését naponta ellendriz-
tiik. Az arthritis silyossiganak mértékét a mar ismerte-
tett modon biraltuk el.

1. tablazat
A tolerancia kivaltsaganak sémadja

Nap Tolerancia kivaltasa HC gp-vel Nem kezelt
-15 28 pg HC gp-39 intranazalisan PBS
-10 28 ng HC gp-39 intranazalisan PBS
-5 28 pg HC gp-39 intranazalisan PBS
0 10 pg HC gp-39 subcutan 10 pg HC gp-39 subcutan
8 10 pg HC gp-39 a taipba 10 pg HC gp-39 a talpba
9 24 6ras DTH 24 6ras DTH
10 48 6ras DTH 48 6ras DTH
0-31 Az arthritistiinetek Az arthritistiinetek
szama (talalat) szama (talalat)

DTH: késleltetett tipusia hiperszenzitivitas. PBS: 0,5 M NaCl, 0,01 M natrium-foszfat puffer, pH7,5

Eredmények

A HC gp—39 arthritogén jellege

Az 50 pg, IFA-val kevert He gp—39 injektalasat
kovetéen minden egérnél fokozatosan stlyos arthritis
Jelei mutatkoztak (2. tiblazat). Az arthritis tiineteit eld-
szOr a négy egér koziil harom mellsé végtagjain,
15-20 nappal a szenzitizaci6 utan figyeltiik meg. An-
ndl az egémél, amelyik mellsd végtagjain nem jelent-
keztek tiinetek, 34 nappal a szenzitizacié utan a hétso
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végtagokon alakult ki az arthritis. A HC gp—39 altal in-
dukalt betegség lefolyasat a mellsd és/vagy a hétso laba-
kon periodikus visszaesés jellemzi, és az enyhe arthritis
fokozatosan silyosabb format 51t (a betegség lefolyasat
62 napig figyeltiik). Igen gyakran (>50%) figyeltiik
meg az erintett iziiletek szimmetrikus eloszlasét, vagyis
a mells6 és a hatso végtagoknal a két ldbon ugyanabban
az idében jelentkeztek a tiinetek.
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Hasonloképpen hajtottuk végre az arthritis indukcio-
jat, mikor IFA-val keverve 50 pg helyett 10 g HC
gp—39-et alkalmaztunk. Az arthritisre jellemz , talala-
tok” szdma kissé alacsonyabb volt (az adatokat nem tiin-

Osszefoglalva, a 10 és az 50 pg fehérje is megfe-
lelé mennyiségi volt progressziv arthritis indukalasa-
ra Balb/c egereknél. A HC gp-39-cel torténé arthritis-
indukcié kronikus természete, melyet periodikus

tettitk fel). A négy egér koziil haromnal fejlédott ki si- 5  visszaesés és az érintett iziiletek szimmetrikus eloszla-
lyos arthritis. Az egyik egémél a kisérlet folyaman csak sa jellemez, a rheumatoid arthritis (RA) lefolyasara
enyhe tiinetek jelentkeztek. A kisérlet teljes idétartama emlékeztet.
alatt a kontrollegereknél nem mutatkoztak az arthritis
Jelei.
2. tablazat
Az arthritis inicidcidja és progresszidja HC gp-39-cel szenzitizalt Balb/c egereknél
Szenzitizicio Az arthritis megjelenése Az arthritis tiinetei
(n=4) (nap)
MV Hv nincs enyhe sulyos
PBS kont. - - 0 0
10 ug HC gp-39 -, 13,15,57 32, 34, 36, 43 1 3
50 pg HC gp-39 13, 15, 15, 48 29,34, 34,53 0 0 4

MV: mellsé végtag. HV: hatsé végtag. Kont.: kontrollok. Az arthritis tiinetei: nincs: talalat=0; cnyhe: a taldlat allatonként kevesebb, mint 2; si-

lyos: a talalat allatonként >3.

Az immunoldgiai tolerancia DTH-vizsgalattal meg-

hatdrozott mértéke

A 0. napon HC gp—39-cel beoltott, kontrollként al-
kalmazott egerek erds, antigénspecifikus DTH reakciot
adtak, amely azt sugallja, hogy a HC gp—39-cel tortént
szenzitizdciéval celluldris immunvalaszt valtottunk ki.
Ezzel szemben a HC gp—39 intranazélis bead4sa teljes
mértékben megakadalyozta az antigénre adott DTH
reakciot, ami azt mutatja, hogy a HC gp—39-specifikus
T-sejtek valoban toleranssa valtak.
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Figyelemre mélto, hogy a nem , tolerizalt” 10 allat-
bol 4-nél a provokacié helyével szomszédos bokanal
arthritis alakult ki. Ezzel szemben a toleranciaindu-
kalt (,,tolerizélt™) csoportban nem alakult ki arthritis a
provokacié helyével szomszédos iziiletekben, ami va-
16szinisiti, hogy a HC gp—39 iranti immunologiai to-
lerancia az arthritis kialakuldsaval szemben védelmet
nyujt.

A HC gp-39-re adott DTH vilaszreakci6k a Ife;zte?l[i)sl[i(zgzteléssel torténd tolerancia-indukciot kvetden
Kezclés Atlagos %-os duzzadas Arthritis a bokanal
0 6ra 24 6ra 48 ora
kontroll (n=10) -1,3 31,4 38,6 4/10
tolerizalt (n=9) -0,05 3,7 1,5 0/9

Az arthritis indukcioja vagy progresszidja irdnti to-
lerancia

A HC gp-39-cel toleranciaindukalt és nem kezelt
Balb/c egereket tovabb vizsgaltuk az arthritis
iniciacidja és progresszidja szempontjabol.

A betegséget a (nem tolerizélt) kontrollcsoport min-
den tagjanal HC gp—39-cel torténd szenzitizalassal val-
tottuk ki (4. tablazat). Hét egérnél sulyos arthritis ala-
kult ki, azonban haromnal csak enyhe tiineteket jelent-
keztek (maximum 2. taldlat). Ezzel ellentétben a HC
gp—39-cel tolerizalt csoportbol 6t egyed a kisérlet id6-
tartama alatt védett volt a betegséggel szemben. Raada-
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sul a tolerizalt csoportbol két egyed csak enyhe tiinete-
ket mutatott, rovid ideig. Harom allatnal fejlédott ki si-
lyos arthritis, melyet 4-es talalati szdm jellemzett.

Erdekes modon a tolerizalt allatoknal az arthritis a
hatsé- és a mellsé végtagokon legaldbb 7, illetve
9 nap késéssel jelentkezett (1. 4bra). Habar a tolerizalt
csoportban kevesebb allat betegedett meg, a mellsé
végtagokon az egy éllatra esd ,,arthritistaldlat” a nem
tolerizalt allatok talalati szdmaval Osszevethet§ volt.
Az egy dllatra juté taldlati szdm viszont a hatso végtag-
okon a tolerizalt allatoknal kissé alacsonyabb volt
(1. dbra).
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Az arthritis inicidcidja és progressziéja HC ;é-?:—lgezlattolerizélt €s a nem tolerizalt Balb/c egereknél
Allatok Az arthritis kezdcte (nap) Az arthritis tiinetci
nincs enyhe stilyos
kontroll (n=10) 13-16 0 3 7
tolerizalt (n=10) 23-24 5 2 3

Az arthritis kezdete: az elsd tiinet megjelenése — a
nap, melyen a legtobb allat megbetegedett.

Az arthritis tiinetei: nincs: taldlat=0; enyhe: a tald-
lat 4llatonként kevesebb, mint 2; silyos: a taldlat lla-
tonként >4,

A fenti kisérletek a HC gp—39 arthritogenikus ter-
mészetét igazoljak Balb/c egereknél. A HC gp—39 4ltal
indukalt betegség lefolyasat a mellsd és/vagy a hatsé 14-
bakon periodikus visszaesés jellemezte, és az enyhe
arthritis fokozatosan sulyosabb format 6ltott. Az érin-
tett izilletek szimmetrikus eloszlasat is megfigyeltiik,
ami a periodikus visszaeséssel és a csomoképzGdéssel
egyiitt a theumatiod arthritis lefolyasara emlékeztetett.
A HC gp—39 heves arthritogén jellegét 10, illetve 50 pg
fehérje egyszeri, subcutan injektalasaval demonstral-
tuk; ez minden 4llatnal arthritis tiineteinek megjelenését
okozta. Azt, hogy a HC gp-39-szenzitizécié sordn valé-
ban aktivaltuk a HC gp—39-specifikus T-sejteket, HC
gp—39-specifikus DTH valaszreakci6 indukcidjaval mu-
tattuk ki. Ezeket az eredményeket a HC gp—39-cel a tal-
pukon immunizilt dllatok in vitro kivaltott proliferativ
valaszreakcidjanak demonstrciojaval is megerdsitettiik
(az adatokat nem ismertettiik). Meg kell jegyezniink,
hogy a nem tolerizalt 4llatokon az injektalds mellett a
bokan arthritis fejlédott ki, ami valéban a HC gp—39-
specifikus T-sejtek arthritisindukcidban valo szerepét
valészindsiti.

A peptid intranazilis adagolasit az an-
tigénspecifikus immuntolerancia induk4lasa céljabol al-
kalmaztuk. A kisérletek eredményei azt mutattak, hogy
a HC gp-39 intranazilis adagoldsa az immunolégiai
valaszreakci6 elmaradasit okozza. A HC gp—39-cel
tolerizalt egereknél szenzitizaciét kovetd DTH reakcio
teljesen elmaradt, mig a kontrollegereknél antigén-
specifikus duzzaddst tapasztaltunk. Ezek a megfigyelé-
sek azt valdszinisitik, hogy a HC gp—39-cel val6 keze-
Iés periferidlis immuntolerancishoz vezet.

A tiz dllat koziil, melyeknél nem valtottunk ki tole-
ranciat, négynél a szenzitizalast kdvetd DTH-reakcid a
bokénal (a beoltott ldbon) arthritisszel egyiitt jelentke-
zett. Ezzel szemben a HC gp—39-cel tolerizalt allatok-
nél az iziiletek valoban teljes védelmet nyertek, azt va-
loszindsitve, hogy az autoreaktiv T-sejteket hatdsosan
elnémitottuk. Azt a véleményiinket, hogy a HC gp—39-
cel valo toleranciaindukalds (,tolerizdlds”) védelmet
nyujt a betegséggel szemben, tovibb erdsitette az a
megfigyelés, hogy a tolerizalt csoportban tiz 4llatbdl 6t
a kisérlet idtartama alatt teljes védelemben részesiilt.
Habar a csoport mésik 6t egyedén végiil kifejlGdtek a
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klinikai tiinetek, az arthritis joval késébb jelentkezett.
fgy levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a HC
gp—-39-specifikus T-sejtek szerepet jatszanak az
arthritogenikus folyamatban és, ami még fontosabb, e
T-sejtek tolerancidjanak talalmany szerinti gyogyaszati
készitménnyel valo elGidézése az arthritis kialakuldsa
késleltethets vagy megakadalyozhato.

2. példa

Modszerek

A marha 39 kDa savdfehérje arthritogén jellege

Balb/c egerekben

4x 10 néstény Balb/c egér (Charles River, Sulzfeld,
Németorszag) mellkasi régiojaba 0,2, 1,5 vagy 25 ug
marha 39 kDa savofehérje és inkomplett Freund
adjuvans (IFA) 1:1 aranyu elegyét 100 ul térfogatban
(0,5 M NaCl, 0,01 M nétrium-foszfat-puffer, pH 7,5)
subcutan injekcidban beadtuk, mig 10 kontrollallatot
PBS-sel (1:1 aranyban IFA-sal keverve) oltottunk be.
A klinikai arthritis tiineteinek jelentkezését naponta el-
lendriztiik. Az arthritis silyossiga mértékének elbirala-
sakor minden végtagot 0-3 kozotti értékben pontoz-
tunk (Glant és munkatérsai kozleménye alapjan). R6vi-
den: 0 pont: nincs valtozas, 1 pont: eritéma (bérpir) és
duzzanat, 2 pont: duzzanat és deformitds megjelenése,
3 pont: mozgasképtelenség a nyujtd- és hajlitoképes-
ség elvesztése miatt.

A marha 39 kDa savéfehérje cDNS klonozaisa

A marha emlémirigy Lambda Bluemid(-) cDNS-
konyvtarat (oligo-dT és a Clontech Laboratories Inc.
ceégnél késziilt random primerek felhasznéldsaval) amp-
lifikdltuk, gazdasejtként az XL1 Blue MRF sejtvonalat
alkalmaztuk; a konyvtirlemezeket és a replika-
filtereket a gyarté ajanlasainak megfelelden készitet-
tiik. A filtereket a HC gp—39 c¢DNS Pvull fragmen-
seivel hibridizaltuk; a cDNS-t el6zdleg oligojel6l8 kész-
lettel (Pharmacia) 32P-ral jelsltiik. A pozitiv plakkokat
amplifikaltuk, és Gjra vizsgaltuk és a megfelels fig
DNS-inszertjét Thermosequenase-készlettel (Amer-
sham) megszekvenaltuk. A szekvenciat a 3. azonositd
szamu szekvencia irja le. A 954. nukleotidpoziciéban
az egyik klon C-t, a masik T-t tartalmazott.
Eredmények
A marha 39 kDa savifehérje arthritogén jellege

25 pg marha 39 kDa-os savofehérje és IFA elegyé-
nek injektdlasa utan minden egéren fokozatosan kifejl3-
détt az arthritis (5. tédblazat). A szenzitizalis utdni
8—20. napon figyeltilk meg el6szér az arthritis tiineteit
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amellsd és a hatsé végtagokon. A marha 39 kDa-os sa-
vofehérje altal indukalt arthritis lefolydsat a mellsd
és/vagy a hatso ldbakon periodikus visszaesés jellemez-
te, €s az enyhe arthritis fokozatosan siilyosabb format
oltott (a betegség eldrehaladasat 70 napig kisértiik fi- 5
gyelemmel). Nagyon gyakran megfigyeltiik az érintett
iziiletek szimmetrikus eloszlasat is, vagyis a mellsd
vagy a hats6 végtagokon az arthritis tiinetei mindkét ol-
dalon egyszerre jelentkeztek.

san 27 taldlatot értiink el, ezutdn hatarozott visszaesés
mutatkozott. Mikor a marha 39 kDa-os savéfehérje ala-
csonyabb dézisaival immunizaltunk, az 4llatok valami-
vel alacsonyabb arthritis-,,pontszdmot” kaptak, mint a
25 pg-os dozissal indukalt egerek. Habér a talalati
szam alacsonyabb volt, az arthritis lefolydsénak ,,vissza-
es6” jellege minden csoportban észlelhetd volt.

A PBS-sel kezelt kontrollegereknél a mellsd labon
csekély mértékii és atmeneti duzzadasat figyeltiik meg.

Az arthritis indukciéjat 25 pg helyett 5, 1 vagy 10 Ezta jelenséget a kezeletlen, nem injektalt 4llatoknal is
0,2 pg marha 39 kDa-os fehérje és IFA keverékének al- megfhigyeltiik.
kalmazésaval a fentiekhez hasonloan végeztiik el. A naponkénti atlagos kumulativ duzzadasi érték
Azok az egerek, melyeket 1 vagy akér 0,2 pg marha ezeknél az egéresoportoknal 3,4-es atlagértéket ért el és
39 kDa-os fehérjével indukaltunk, az arthritis enyhébb ezt vettlik a bioldgiai hattémek.
formdjaban betegedtek meg: 7, illetve 6 egéren fejlé- 15 Osszefoglalva: a marha 39 kDa-os savofehérje (25,

dott ki enyhe, mig minddssze 3, illetve 4 egyeden silyo-

sabb arthritis.

A kisérlet végén minden vizsgélati csoportra kisza-
mitottuk a kumulativ talalatok szamat egy kisérleti nap-
ra vonatkoztatva. A 25 pug marha 39 kDa-os savofehér-
Jével tortént immunizalas utdn 30 nap utdn maximali-
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5, 1 és 0,2 pg-os dozisa is) képes progressziv arthritis
indukaldsdra néstény Balb/c egerekben. A marha
39 kDa-os savofehérje altal indukalt arthritis kronikus
Jellege, melyet a periodikus visszaesés és az érintett izii-
letek szimmetridja jellemez, a rheumatoid arthritis
(RA) betegség lefolyasara emlékeztet.

5. tablazat
Az arthritis inicidcioja és progresszidja marha 39 kDa-os savofehérjével Balb/c egerekben
Szenzitizacio Az arthritis megjelenése Az arthritis tiinetei
(n=10)
MV HV nincs enyhe stlyos
0.2 pg B39kDa Ty 8,14,14,14,18, 0 6 4
savofehérje -,-,—,14,18 18,18,18,30,54
1 pugB39kDa e 8,8,8,8,8, 0 7 3
savofehérje 8,12,12,16,18 8,14,16,18,18
5 pg B39kDa T 16,16,18,20,30 0 0 10
savofehérje 8,10,10,12,14 8,8,10,12,12
5pgB39kDa — 8,8,10,12,12 0 1 9
savofehérje —--,—,—,12 14,14,18,18,20

MV: mellsd végtag. Az arthritis tiinetei : nincs: talalat=0; enyhe: a talalat allatonként kevesebb, mint 2; silyos: a talalat allatonként >3.

SZEKVENCIALISTA

AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:

HOSSZA : 42 aminosav

TiPUSA: aminosav
HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris
MOLEKULATIPUS: peptid ) )
AZ 1. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

Tyr Lys Leu Val Cys Tyr Tyr Thr Ser Trp Ser Gln Tyr Arg Glu Gly
10 15
Asp Gly Ser Cys Phe Pro Asp Ala Leu Asp Arg Phe Leu Cys Thr His
25
Ile Tle Tyr Ser Phe Ala Asn Ile Ser Asn Asp

1

35

5

40

A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATALI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI :
HOSSZA : 383 aminosav

30

TIPUSA: aminosav
HANY SZALU: kett6s

10
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TOPOLOGIAJA: lineéris
MOLEKULATIPUS: cDNS
A 2. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LEfRASA :
Met Gly Leu Arg Ala Ala Gln Thr Gly Phe Val Val Leu Val Leu Leu
1 5 10 15
GIn Ser Cys Ala Ala Tyr Lys Leu Ile Cys Tyr Tyr Thr Ser Trp Ser
20 25 30
Gln Tyr Arg Glu Gly Asp Gly Ser Cys Phe Pro Asp Ala Ile Asp Pro
35 40 45
Phe Leu Cys Thr His Val Ile Tyr Ser Phe Ala Asn Ile Ser Asn Asn
50 55 60
Glu Ile Asp Thr Trp Glu Trp Asn Asp Val Thr Leu Tyr Asp Thr Leu
65 70 75 80
Asn Thr Leu Lys Asn Arg Asn Pro Asn Leu Lys Thr Leu Leu Ser Val
85 90 95
Gly Gly Trp Asn Phe Gly Ser Gln Arg Phe Ser Lys Ile Ala Ser Lys
100 105 110
Thr Arg Ser Arg Arg Thr Phe Ile Lys Ser Val Pro Pro Phe Leu Arg
115 120 125
Thr His Gly Phe Asp Gly Leu Asp Leu Ala Trp Leu Tyr Pro Gly Trp
130 135 140
Arg Asp Lys Arg His Leu Thr Thr Leu Val Lys Glu Met Lys Ala Glu
145 150 155 160
Phe Val Arg Glu Ala Gln Ala Gly Thr Glu Gln Leu Leu Leu Ser Ala
165 170 175
Ala Val Pro Ala Gly Lys I1le Ala Ile Asp Arg Gly Tyr Asp Ile Ala
180 185 190
Gln Ile Ser Arg His Leu Asp Phe Ile Ser Leu Leu Thr Tyr Asp Phe
195 200 205
His Gly Ala Trp Arg Gln Thr Val Gly His His Ser Pro Leu Phe Arg
210 215 220
Gly Gln Glu Asp Ala Ser Ser Asp Arg Phe Ser Asn Ala Asp Tyr Ala
225 230 235 240
Val Ser Tyr Met Leu Arg Leu Gly Ala Pro Ala Asn Lys Leu Val Met
245 250 255
Gly Ile Pro Thr Phe Gly Arg Ser Tyr Thr Leu Ala Ser Ser Lys Thr
260 265 270
Asp Val Gly Ala Pro Ile Ser Gly Pro Gly Ile Pro Gly Gln Phe Thr
275 280 285
Lys Glu Lys Gly Ile Leu Ala Tyr Tyr Glu Ile Cys Asp Phe Leu His
290 295 300
Gly Ala Thr Thr His Arg Phe Arg Asp Gln Gln Val Pro Tyr Ala Thr
305 310 315 320
Lys Gly Asn Gln Trp Val Ala Tyr Asp Asp Gln Glu Ser Val Lys Asn
325 330 335
Lys Ala Arg Tyr Leu Lys Asn Arg Gln Leu Ala Gly Ala Met Val Trp
340 345 350
Ala Leu Asp Leu Asp Asp Phe Arg Gly Thr Phe Cys Gly Gln Asn Leu
355 360 365
Ala Phe Pro Leu Thr Ser Ala Ile Lys Asp Val Leu Ala Glu Val
370 375 380

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

HOSSZA: 1152 bazispér

TIPUSA : nukleinsav

HANY SZALU: egy

TOPOLOGIAJA: lineéris

MOLEKULATIPUS : ¢DNS

A 3. AZONOSITO SZAMU SZEKVENCIA LE{RASA :

11
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ATGGGGCTGA GGGCGGCTCA GACAGGTTTT GTGGTCCTGG TGCTGCTCCA GAGCTGTGCT 60
GCATACAAGC TGATCTGCTA CTACACCAGC TGGTCCCAGT ACCGGGAGGG TGATGGGAGC 120
TGCTTCCCAG ACGCCATCGA CCCCTTCCTG TGCACCCATG TCATCTACAG CTTTGCCAAC 180
ATAAGCAACA ATGAGATCGA CACCTGGGAG TGGAATGACG TGACGCTCTA TGACACACTG 240
AACACACTCA AGAACAGGAA CCCCAACCTG AAGACCCTCC TATCTGTTGG AGGATGGAAC 300
TTCGGTTCTC AAAGATTTTC CAAGATAGCT TCCAAGACCC GGAGTCGCAG GACTTTCATC 360
AAGTCGGTGC CACCATTTCT GCGGACCCAT GGCTTTGATG GACTGGACCT AGCATGGCTC 420
TACCCCGGGT GGAGAGACAA GCGGCATCTC ACCACTCTGG TCAAGGAAAT GAAGGCTGAG 480
TTTGTAAGGG AAGCCCAAGC AGGCACAGAG CAGCTTCTGC TCAGTGCAGC AGTACCTGCA 540
GGGAAGATTG CTATTGACAG AGGCTATGAC ATCGCCCAGA TATCCCGACA CCTGGACTTC 600
ATCAGCCTTT TGACCTATGA CTTTCACGGA GCCTGGCGCC AGACAGTCGG ACACCACAGC 660
CCCCTGTTTC GAGGCCAGGA AGATGCAAGT TCTGACAGAT TCAGTAACGC TGACTACGCT 720
GTGAGCTACA TGCTGAGGCT GGGGGCTCCA GCCAATAAGC TGGTGATGGG TATCCCCACT 780
TTTGGGAGGA GCTACACTCT GGCCTCTTCC AAGACAGATG TGGGAGCCCC CATCTCAGGG 840
CCAGGAATTC CAGGCCAGTT CACCAAGGAG AAAGGGATCC TTGCCTATTA TGAGATCTGT 900
GACTTCCTCC ACGGAGCCAC CACCCACAGA TTCCGTGACC AGCAGGTCCC CTATGCCACC 960
AAGGGCAACC AGTGGGTGGC GTATGACGAC CAGGAGAGTG TCAAAAACAA GGCACGGTAC 1020
CTGAAGAACA GGCAGCTGGC TGGCGCCATG GTGTGGGCCC TGGACTTGGA TGACTTCCGG 1080
GGCACCTTCT GTGGGCAGAA CCTGGCCTTT CCTCTCACAA GTGCCATCAA AGATGTGCTT 1140
GCTGAGGTGT AG 1152

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. T-sejt-toleranciat indukélé fehérje, amely a
YKLVCYYT SWSQYREGDGSCFPDALDRFLC-
THITYSFANISND (1. azonosité szdmon megadott
szekvencia) aminosavszekvencidval legalabb 70%-os
homolégiat mutaté aminosavszekvenciat tartalmaz, te-
rapias anyagként val6 alkalmazisra.

2. Az alabbi fehérjék barmelyike terapis anyagként
valo alkalmazasra: sertés eredet(i heparinkotd 38 kDa-os
fehérje, marha eredetd 39 kDa-os savéfehérje, emberi
YKL -39 fehérje, egér ,breast regressing” 39 kDa-os fe-
hérjéje (brp39), humanpetevezeték-specifikus glikopro-
tein, egérpetevezeték-specifikus glikoprotein, horcsdgpe-
tevezeték-specifikus glikoprotein, marhapetevezeték-
specifikus glikoprotein, human kitotriozidaz-prekurzor-
fehérje, valamint egér YM—1 szekrécios fehérje prekur-
zora ¢s ezek fragmensei.

3. Gyogyaszati készitmény, amely az
YKLVCYYTSWSQ YREGDGSCFPDALDRFLCTH-
ITYSFANISND (1. azonosité szamu1) aminosavszekven-
cidval legalabb 70%-ban homolég aminosavszekven-
ciat tartalmazo fehérjék koziil egyet vagy tobbet, vala-
mint gyogyaszatilag elfogadhaté hordozot tartalmaz.

4. Gyogyaszati készitmény, amely gyodgydszatilag el-
fogadhat6 hordozét, valamint az alabbi fehérjék koziil
egyet vagy tobbet tartalmaz: sertés eredet( heparinktd
38 kDa-os fehérje, marha eredet(i 39 kDa-os savofehérje,

emberi YKL-39 fehérje, egér ,breast regressing”

39 kDa-os fehérjéje (brp39), huménpetevezeték-speci-
fikus glikoprotein, egérpetevezeték-specifikus glikopro-
tein, hércsogpetevezeték-specifikus glikoprotein, marha-
petevezeték-specifikus glikoprotein, human kitotrio-
zidaz-prekurzor-fehérje, valamint egér YM—1 szekrécids
fehérje prekurzora és ezek fragmensei.
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5. YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFL-
CTHIIYSFANISND (1. azonosité szamu) ami-
nosavszekvencival legalabb 70%-o0s homoldgiat muta-
t6 aminosavszekvenciat tartalmazo fehérje alkalmazésa
T-sejt-kozvetitett porckdrosodasban szenved§ allatok-
ban homolog autoantigénnel szembeni, specifikus T-
sejt-tolerancia kivaltasara szolgalé gydgyaszati készit-
mény eldallitasara.

6. Az alabbi fehérjék kozil egy vagy tobb alkalma-
zéasa T-sejt-kozvetitett porckarosodésban szenvedd alla-
tokban homolég autoantigénnel szembeni, specifikus
T-sejt-tolerancia kivéltasara szolgalo gyogyészati készit-
mény eldallitasara: sertés eredetli heparink6té 38 kDa
fehérje, marha eredetd 39 kDa savofehérje, emberi
YKL -39-fehérje, egér ,breast regressing” 39 kDa fe-
hérjéje (brp39), humanpetevezeték-specifikus glikopro-
tein, egérpetevezeték-specifikus glikoprotein, horcsdg-
petevezeték-specifikus glikoprotein, marhapetevezeték-
specifikus glikoprotein, human kitotriozidaz-prekurzor-
fehérje, valamint egér YM—1 szekrécios fehérje prekur-
zora és ezek fragmensei.

7. YKLVCYYTSWSQYREGDGSCFPDALDRFL-
CTHIIYSFANISND (1. azonosité szamu) ami-
nosavszekvencidval legalabb 70%-os homologiat muta-
t6 aminosavszekvenciat tartalmazo fehérje alkalmazasa
arthritis indukéldsara gyogyaszati kutatasra szolgalo ki-
sérleti allatban, elényosen egérben.

8. A marha eredet(i 39 kDa-os savofehérje vagy em-
beri YKL—39-fehérje alkalmazésa arthritis indukalasa-
ra gyogyaszati kutatasra szolgalo kisérleti 4llatban, el6-
nyosen egérben.

9. A 7. vagy 8. igénypont szerinti alkalmazassal in-
dukalt arthritisben szenvedd allatok alkalmazésa, arthri-
tis kezelésére, el6nyosen rheumatoid arthritis kezelésé-
re szolgalo Gj drogok szkrinelésére.
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