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Vynélez se tykd zpisobu vyroby monoklondlnich protildtek, které je moZno pouZit pri
diagndze, 16&b& a prevenci virovych infekci. Zejména je moZno monoklondlnf protildtky
a peptidy, z{skané zplsobem podle vyndlezu uifit pii diagnéze a vakcinaci proti lidskym
virovym infekcim, spojenym s deficienc{ imunologického systému (HIV).

Infeknim organismem, ktery je zodpov&dny pro ziskany syndrom imunodeficience (AIDS)
a poldtednich fdzi tohoto onemocn¥nf, jakoZ i za komplexni onemocnéni, p¥ibuzné AIDS (ARC)
a za lymfadenopathycky syndrom (LAS) je novy lymfotropni retrovirus. Tento virus byl aZ
dosud rdzné nazyvén, napiiklad LAV, HTLV-III, ARV, a v posledni dob& HIV.

ProtoZe v soudasné dob& dosshuje roziireni HIV pandemickych rozm&rd, je soust¥edéna
pozornost na moZnost 1lé&by infikovanych jednotlived a na zdbranu pienosu na neinfikované
jednotlivce. Byla navrZfena rizné opatieni, kterd byla cilena na ruznd stéddia Zivotnriho
cyklu viru a jJsou uvedena v publikaci Mytsuya a Broder, 1987, Nature 325, 773. Jednim
z moZnych p¥istuptt je pouZiti protildtek, kterd se vd%{ na virus a pisobl inhibici replika-
ce viru, bud tak, e brénfi vstupu viru do hostitelskych bunék nebo jinym mechanismem. Jak-
mile je nalezena slofka viru, pPistupnd pisobeni protilédtky, je moZino doufat, Ze by bylo
mo#no privAd¥t mnoZstvi protildtky, dostatedné k neutralizaci infekdni schoprosti viru veke
cinaci nebo alespon pasivaim podénim imunoglobulinu nebo monoklondlni protildtky s poZado-
vanou specifidnosti.

Obalové glykoproteiny v&t¥iny retrovird patrné reaguji s receptorovymi molekulami na
povrchu bundk moZného hostitele, ¢ImZ je stanovena infektivita viru pro urditého hostitele.
Protildtky, které se na tyto glykoproteiny véZi, mohou blokovat vzédjemné pisobeni viru
a bunédnych receptord a tak neutralizovat infektivitu viru, jek bylo obecné popsdno v publi-
kacich The Molecular Biology of Tumor Viruses, 534, (vydavatel J. Tooze, 1973) a RNA Tumor
Viruses, 226, (vydavatel R. Weiss a dal&f, 1982) a v citacfch, uvedenych v t&chto publika-
cich, jako% i v Gonzales-Sacrano a dal3f, 1982, Virology 120, 42 (La Crosse Virus); Matsuno
a Inouye, 1983, Infect. Immun. 39, 155 (Neonatal Claf Diarrhea Virus); a Mathews a daldi,
1982, J. Immunol., 129, 2763 (Bncephalomyelitis Virus).

V obecné struktude HIV je ribonukleoproteinové jédro obklopeno obalem s obsahem lipi-
at, ktery si virus uchovévd i v prib¥hu priniku do hostitelské buiky. V obalu jsou zavzaty
kodové virové glykoproteiny. Obalové glykoproteiny HIV jsou obvykle syntetizovény aZ v in-,
fikované bunce jako prekursorovd molekula o hmotnosti 150 000 aZ 160 000 jednotek, kterd
je pak zpracovévdna v bunce na N-termindln{ fragment o 110 000 a% 120 000 jednotek za vzni-
ku zevniho glykoproteinu a C-termindlniho fragmentu o 41 000 a% 46 000 jednotek, ktery
piedstavuje transmembrénovy obalovy glykoprotein.

Ze shora uvedenych dvvodd méd N-termindlni glykoprotein o hmotnosti 110 000 jednotek
(gp 110) HIV vlastnosti, pro které byl jiZ dlouhou dobu sledovédn jako moZiny cil, na némZ by
mohlo dojit k preru¥eni Zivotniho cyklu viru. Bylo prokézéno, %e krevnl sérum jednotlived,
infikovanyeh HIV neutralizuji tento virus in vitro a soufasn& bylo prokézdno, Ze v tomto
séru jsou pritomny protildtky, kterd se véZf na $igt¥ni gpl10. Tyto vy¥sledky byly uvedeny
nap#iklad v publikacich Robert-Guroff a dal3f, 1985, Nature 316, 72; Weiss a dallf, 1985,
Nature 316, 69; a Methews a dal3f, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 83, 9709. Ci¥tény
a rekombinantni gp110 stimuloval produkei neutralizujfcich protildtek v krevnim séru
v pripad¥, Ze byl uZit k imunizaci zvifat, jak bylo popséno v publikacich Robey a dall{,
1986, Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 83, 7023; Lasky a dal3f, 1986, Science 233, 209 a Human,
Zagury a dal3f, 1986, Nature 326, 249. Byla rovné? prokdzdna vazba molekuly gpl!0 na re-
ceptor CD4 (T4) =z byly rovné¥ prokdzdny monoklondlni protilédtky, které rozezndvajf urdité
epitory receptoru CD4 a blokuji vazbu HIV, tvorbu syncytii a infektivitu. Tyto skutelnosti
byly nap¥iklad uvedeny v publikacfch Mc. Dougal a daldi, 1986, Science 231, 382, Putney
a dal¥f{, 1986, Science 234, 1392, kde se rovn¥Z popisuje neutralizace protildtek v séru zvi-
¥at po imunizaci rekombinantnf sloZenou bilkovinou, obsahujici C-termindini polovinu molekul
gp 110" a ddle bylo v t&chto publikacich prokézéno, fe glykosylace obalové bilkoviny neni
nutnd k neutralizaci protildtky.
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Je tedy zPejmé, Ze by bylo mo¥no vytvoirit alespon tdstednou vakeinu proti AIDS pii
pouZiti molekuly gp!10 viru HIV nebo &dsti této molekuly. Tyto vakciny jsou dalsl moZ-
nosti vedle wvakcin, pripravenych z inaktivovaného nebo attenuovandho viru. Inaktivované
vakciny jsou &asto spojeny s obtiZemi, jejichZ pridinou je moZnost, Ze véechn& géstice vi-
ru nejson usmrceny, v piipadé attenuovanédho viru zlstéva moZnost mutace se znovunabitim
schopnosti vyvolat onemocnéni. U Cdstednich vakcin se uiZivéd k imunizaci moZného hostitele
pouze t¥ch fdsti viru, které obsahujl antigeny nebo epitopd, které jsou schopné vyvolat
imunologickou odpoved, tj. tvorbu neutralizadnich protildtek, ADCC a cybotoxickou odpovéd
T-bunék. Hlavni vyhodou t&chto vakcin je skutelnost, %e jsou vylouleny &4sti virového ma-
teridlu, kteréd jsou pro tvorbu protildtek bezvyznamné.

Virové podjednotky pro pouZiti ve vakciné je moZno ziskat rdznym zpisobem. NapPiklad
obalové glykoproteiny je moZno zfskat expres{ v bakteridlnim hostiteli s ndslednym Zi¥té-
nim, prestoZe v této molekule bude chybdt v&tiina modifikaci, k nim% dochdézi aZ po transla-
ci, nap¥iklad glykosylace. Tyto modifikace je moZno ziskat p#i pouZiti eukaryotického sys-
tému exprese, napriklad v kvasinkdch nebo v bun&dnych kulturdch ssavéich bunék. Geny viru
byly zavedeny do ssavéich bun&k pii pouZiti viru planych ne3dtovic jako vektoru, jak bylo
popsdno v publikaci Mackett M. a dal¥f, 1982, Proc. Nat. Acad. Seci., USA, 79, T415; Penicali
D. a Paoletti E., 1982, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 79, 4927. Rekombinantni virus planych
nedtovic je moZno zkonstruovat zphsobem podle publikace Hu a dalsf, Nature 320, 537 (1985)
nebo Chaekrabarti a dal3{, Nature 320, 535 (1986). V t&chto systémech je glykoprotein viru,
produkovany bunkami, infikovanymi' rekombinantnim virem planych neXtovic p¥fslufnd glykosy-
lovdn a miZe byt pPenesen z bun&iného povrchu do 3ivného prostiedi a pak izolovén,

DileZitym stupndm p¥i produkei Sdstedné vakeiny Je dostatednéd Zist¥ni poZadovaného gly-
koproteinu z komplexni smési, ziskané ze systému, v némZ dochdzi k expresi. K &ist&ni je
mozno uZit nékolika zplisobd. MiZe jit napfiklad o preparativni elektroforézu na polyakryl-
smidovém gelu, o chromatografii na gelu a rizné dalid typj chromatografického &iiténi, na-
pPiklad p#i pouZiti iontom¥nide, reversni féze, imunoafinity, hydrofobni interakce a podobné.
V&t3ina t&chto postupd se uZi{véd v riznych kombinacich k zi{skdéni v podstatd Zisté ldtky, jak
bylo popsdéno v publikacich Kleid D. G. a dalsf, 1981, Science 214, 1125; Cabradilla C. D.

a dalsi, 1986, Biotechnology 4, 128, Dowbenko D, J., 1985, Proc. Nat. Acad. Seci. USA, 82,
7748, .

Je z¥ejmé, Ze by bylo zapotiebl mit k dispozici postupy, které by dovolily ziskat tyto
vakeiny pPi sni%en{ podtu nutnfch &isticich stupnd ze smési, v ni% do3lo k expresi urditého
virového antigenu. Uinné odd&lenf antigenu od dal¥fch surovin by bylo moZno provést imu-
noafinitn{ chromatografii. Tento postup, ktery Jje rovn¥Z zndm jsko .imunocadsorpce spolivé
v zdsad® v selektivni adsorpci antigenu na pevnou podlofku, na niZ je kovalentn& vézdna
specifickd protilétka. Selektivn¥ adsorbovany antigen je pak moZno vymyt z adsorpdniho &i-
nidla nap¥fklad zm&nou pH a/nebo iontové sily pouZitého pufru.

Polyklondlnl protildtky, ziskané ze zvi¥at, imunizovanych urditym antigenem nebo z pii-
rozend infikovanych jednotlivcd, popsané napiiklad ve shora uvedené publikaci Laskyho a dal-
gich, byly &asto uiivdny kimunoadsorpci, tyto ldtky visk maji Casto podstatné nevyhody,
nap¥iklad v tom, Ze

i) ne viechny protildtky, vézané na nerozpustnoun podloZku jsou specifické pro uvaZova-
nou molekunlu, coZ vyfaduje dal3i 8i¥t&nit,

ii) vytéZky antigenu byvaji nizké a

iii) afinita protildtek se Zasto m&ni od prepardtu k prepardtu, cof vyZaduje modifika-~
ce v eludnich postupech.

PouZit{ monoklondlnich protildtek, specifickjych pro poZadovany virovy antigen by od-
stranilo vZechny shora uvedené nevyhody.

Byly ji% popsdny my3{ monoklondln{ protilétky, schopné védzat antigeny HIV. Byla popsé-
na rada monoklondlnich protildtek, specifickych pro bilkovinu jédra p-25, nap¥iklad v publi-
kaci di Marzo Veronese a dal¥i, 1985, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82, 5199 a Chassagne J.
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a dalsi, 1986, J. Immunol. 136, 1442. Monoklondlnf protildtky, specifické pro membrénovy
glykoprotein gp4! JjiZ byly také popsédny, napfiklad v publikaci di Marzo Veronese a dal¥i,
1985, Science 229, 1402. '

Je z¥ejmé, Ze by dbylo zapotifebi ziskat monoklondlnf protildtku, specifické pro epito-
py dob¥e definované oblasti hlavnfho obalového glykoproteinu gp!10. Monoklon&lni proti-
l4tky, které by se na tyto oblasti vdzaly a zplsobily by redukei replikace a moZnosti pre-
nosu HIV nebo by t&mto jevim zcela zsbrénily, by m&ly velké pouZiti v 1é&b& a v profylaxi.
Ddle by bylo mo¥no uZft monoklondlni protilétky také k &i¥t&ni po¥adované oblasti gpl10 od.
zlomkd viru nebo rekombinantnfho systému pro expresi k pouZiti nap¥fklad ve vakcindeh, Mi-
mo to by bylo moZno chemicky syntetizovat oblast s obsahem epitopim roieznévanych monoklo-
ndlnimi protildtkami a tak vyloudit obtiZ%e, souvisejici s ¢i%ténim a poddvénim v&tsich
fragmentd molekuly gpl10. '

Vyndlez si klade za kol navrhnout FeXent k odstrangni shora uvedenych nedostatkd znd-
mych postupd.

PredmEtem vyndlezu je zplsgob vyroby hybridomd pro produkei monoklondlni protildtky
proti viru HIV, vyzna¥ujic{ se tfm, %e se extrakt rozrulendho viru véie na nosié¢, napii-
klad na lektin z &olky a ziskany materidl se uZije k imunizaci my#i, jejich¥ B-lymfocyty ze
sleziny se pak podrobi fuzi s NS-1 myelomatickymi bunkami za vzniku hybridomu, Zivné pro-
stiedi, v n¥m# se bunky hybridomu udriujf se zkouméd na pi{tomnost protildtek a busiky, které
produkuji monoklondlni protilétky, schopné reskce s determinantnim antigenem obalového gly-
koproteinu gp!10 viru HIV, obsa¥enym v blokujicim peptidu T nebo v jeho derivdtu nebo ana-
logu se ddle pEstuji.

Vynédlez se tedy tykd zpisobu vyroby novych ldtek, které neutralizujfi virus HIV a bré-
ni nebo v podstaté brén{ priniku tohoto viru do bunék hostitele. Peptidy, které napodobuji
neutralizaéni oblasti HIV a monoklondlni protildtky, které s nimi reagujf, je moZno uift
k diagndze, 16¢b¥ a vakcinaci proti infekeim HIV. Pod pojmem "neutralizadn{ oblast" se ro-
zun{ ty d4sti HIV, zejména bilkoviny, které obsahuji useky Fet¥zce aminokyselin, definuji-
¢i jeden nebo vEt3i pofet epitopd, schopnych reagovat s protildtkami, které bud jednotlivé
nebo v kombinaci s dals3imi protildtkami, zi{skanymi zpisobem podle vyndlezu, mohou neutrali-
zovat infekce HIV. Vhodné zkou¥ky na neutralizaci jsou znémé, miZe jit napifklad o redukei
infekce HIV v linifeh T-bun&k, redukce jednotek pro tvorbu plakd v pseudotypech VSV(HIV),
nesoucich obalové glykoproteiny HIV, testy na syncytidlnf inhibici a na vazbu viru a re-
ceptoru. V pfipadé potreby je moZno neutralizalni dlinnost srovnat s reaktivitou proti-
létky v imunochemickych testech jako jsou imunofluorescence, imunoblot a radioimunologické
srdaZeni,

Nové pepiidy obvykle obsahuji mén& ne¥ 50 aminokyselin a vidy p&t nebo vice souvisejfi-
cich aminokyselin, které tvoi{ epitopy, v podstat® podobné epitopim v neutralizadnich
oblastech HIV gp!10 nebo p25, pro n&Z jsou kddem oblasti env a gag genomu HIV. Zvléstni vy-
znam maji oblasti od zbytku aminokyseliny 301 do zbytku 336 v gp!10 a od zbytku 278 do
zbytku 319 a od zbytku 315 do zbytku 363 v p25, viechny zbytky se tykaji kmene HIV, oznade-
ného LAVBRU' Oznageni zbytku sminokyselin se uZfvd podle ndvrhu Los Alamos Data Bank (AIDS
virus sequence datsbase, Los Alamos National Laboratory, Theoretical Division, Los Alamos,
NM 87545).

Odbornikdm bude z¥ejmé, Ze je moZno identifikovat analogické "homolognfi " oblasti
z jinych izoldtdu HIV v zdvislosti na jejich umist&nf. Tyto homology mohou byt identifiko-
védny s odvoldnim na ddaje o LAVBRU nédsledujicim zptisobem:

a) Sled aminokyselin izoldtu HIV a kmene LAVBRU je moZno srovnat a ziskat maximdiln{ ho-
nology mezi ob&ma sledy,

b) je moZno identifikovat peptidy, které obsahuji izoldty eminokyselin, odpovidajici
unistén{ peptidd v LAVBRU, ktersd i imunologicky napodobuji bilkoviny uvedeného kmene. Pep-
tidy, které obsahuji aminokyseliny takto identifikovaného isoldtu HIV imunologicky napodo-
buji vlastnosti bilkovin isolatu HIV.
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Tento postup je moZno pouZit u kmend HIV, které je3td nebyly objeveny. Napriklad pri
zjisténi novych kment HIV je mo¥no srovaat jejich obalové sledy aminokyselin a sledy jédra
se sledem LAVBRU k ziskdni maximéln{ homologie. Tyto postupy jsou v ocboru znémy. Zvldstd
nutné je udrfet co nejvEtEi homologii mezi cysteinovymi zbytky. Sled aminokyselin nového
kmenu HIV nebo skupin kment je moZno syntetizovat a wiZit v souladu se zpisobem podle vynd-
lezu.

Dalsi zphsob pro stanoveni sledu homologické oblasti v jinych kmenech BIV je zpiisob
podle publikace Scharf a dal3{, Science (1986), 233, 1076. P¥i tomto zplsobu se uiivs dvou
oligonukleotidovych primerd, které se véZi na zachované sledy vn& oblasti, kterd je stie-
dem zdjmd, pPidemZ v kaZdém primeru se nachézi odli¥né misto plisobeni restrikéniho enzymu.
DNA kmene HIV se pak amplifikuje in vitro, vysledné oligonukleotidy je moZno podrobit klo-
novdni v prisludnych vektorech k ziskdni analyzy sledu a pak je v&lenit do vakeiny ve formé
kazeby, kterd predstavuje urdity epitop kmene HIV.

Neni nutné, &by epitopy, obsaZené v t&chto sledech vykazovaly zkf{Zenou resktivitu
s protildtkami proti viem kmentm nebo typim HIV. Peptidy, obsahujici imunologické epitopy,
kterd odlifuji jeden typ nebo serologickou skupinu od jingyech, jsou ufitedné pro identifi-
kaci urditych typl nebo serologickych skupin a mohou byt ufity k identifikaci jednotlived,
infikovanych jednim nebo v&t3im poltem typl nebo serologickych skupin HIV. Je také moZno je
kombinovat s dalsimi peptidy, a to bud z homologni oblasti nebo z jiné neutralizadnf oblasti
pro 1lédebné \lely.

Tyto peptidy Jsou s vyhodou odvozeny z oblasti gpll10 viru. Zvldstn{ vyzaam této oblasti
jsou peptidy, které jsou zakdodovény v oblasti env od pard bazi 6667 do pdrt bazf 6774 izo-
ldtu TAVgpy. Rizné homologni oblasti jinych izoldtd HIV tedy zahrnujfi homologni sledy, kte-
ré je moZno ziskat z Los Alamos Data Bank (s vyjimkou LAV2), jak je uvedeno v ndsledujfci
tabulce 1.

Tabulka !

HXB2 TGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGA vevecrrsosesosessntrassnossvnssaases ATCCGTATC
CysThrArgProAsnAsnAsnThrArgLySATE tecesossessssscscnsssanesansssseses LIleArglle 309

BH102 Ser ; 309
BH8 Lys 309
HXB3 == Lys . 309
HoOM Ser ~e- 309
BRU - Ser 314
MAL Gly ArgGly - HisPhe 314
ELT == Ala ==== TyrGln Gin - ThrPro -- 310
ARV2 ' Ser ' ' Tyr --= 312
WMJ2 ww—wmwamees Ty? «--= Val - ArgSer - ‘ LeuSer -~ 306
RFENV Ser ThrLys 322
76 ammmmmm——— TYTLYS =mmmmmm GlOSET = ThrPro —- 311
23  emeeeecmeo- GlySerAspliysLysIle GlnSer - 306
NYS Lys - Gly Alg =~ 304
CDC42 His ~ ValTNILeU seesiiorscoavscornssorsasersasconsanse 320
LAV caccacaam—— Gly - Lys - Val - Gln - HetLeu 302

HXB2 CAGAGA soveeessnstsconecovasanses GGACCAGGGAGAGCATTTGTTACAATAGGAAAAATAGGAAATATG
GIRATE seeeseensncesvansnsonssene GlyProGlyArgAlaPheValThrIleGlyliysIleGiyAsniet 326

GH102 - - 326
BH8 ——— - 326
HXB3 » 326
HOM 326
BRU 331
MAL ceeene Gln - LeuTyr - Thr - IleVal - Asplle 329

ELI  GlyLeu «+ «GInSerLeuTyrThr - Arg - IleValSerArgSer 323
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Tabulka 1 ~ pokradovéni

ARV2 s.evus His - Thr - Arg - IleGlyAsp 327
WMI2 coeese Arg - ArgGlu... - IleGlyIle 320
RFENV ..eus ValIleTyrAlaThr - Gln - IleGlyAsp 337
Z6 ‘GlyLeu ees GlnAlaLeuTyrThr - Arg - ArgThrliysIlelIle 327
23 Arglle LysVal = TyrAlalys = GlY sesesesess. 319
- NY5 GlyPro s ThrLeuTyrAlaArgGlu ~----=- AspIle 320
CDCA2 seveservsoccass ValTrpTyr - Thr. - Glu - LeuGlyAsp 335

LAVZ MetSer HisVal - HisSerHisTyrGlnProIle - Lys 323

YHB2 +.. AGA ... CAAGCACATTGT
ses Arg ... GlnAlasHisCys 331

BH102 331
‘BH8 331
HXB3 331
HOM 331
BRU 336
Y R ——ee Arg - Tyr -- 334
ELI IlelleGly ——~=—==-- ————— 330
ARV2 Ile - Ly¥S vos wmmowmm—- - 333
WMJ2  Ile - 326
RFENV Ile ~ Lys ¢vs =mmmacemnes 343
Z6 Gly «.. 334
23 I1eThrGly me-eemmmem—me- 326
NY5 325
CDC42 Ile 341
LAV2 ArgProArg ~—w-- e Met -= 330

Dald{ peptidy, které jsou vhodné pro pouZiti nebo vyhleddvédn{ monoklondlnich protild-
tek jsou ty peptidy, pro nd% je kddem oblast env od paru bazl 7246 do 7317 LAVBRU‘ Tyto pro-
tildtky a reaktivnil peptidy jsou zv1d¥t¥ dobie pouZitelné p¥i imunologickych zkouskéch.

V oblasti gag izoldbtu LAVBRU Jjsou sledy sminokyselin p25 od 278 do 319 a od 315 do 363
dal¥imi neutralizadnimi oblastmi EIV. Odbornikdm bude z¥ejmé, Ze lze identifikovat daldi
neutralizadni oblasti na podkladé shora uvedenych skutefnosti, zejména miZe jit o kombinace
monoklondlnich protildtek s rdznymi epitopy HIV, které mohou mit neutralizadn{ $¥innost.

Peptid I, ktery je také oznalovén peptid 29 je zakddovén v oblasti env pribliZn¥ od
zbytku aminokyseliny 308 do zbytku 328 a md nédsledujic{ sled aminokyselin, pri¥emZ polypep-
tidy, zahrnuté do tohoto sledu budou tvorit linedrni epitopy v oblasti uvedeného sledu:

I (29)
Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-Ile-Gly-Lys-Ile-Y’,
kde
Y aY’, v p¥ipadé, %¥e jsou p¥{tomny, znamenajl sledy o a¥ dvaceti aminokyselindch.

V pripad¥, %e Y a Y jsou pi{tomny, mohou sestévat napiikiad z jedné nebo v&t¥fho podtu
aminokyselin, ze sledd, které ohraniduji aminokyseliny 308 aZ 328 ve sledu HIV nebo mbZe
jit o jakoukoliv Zdst t¥chto ohranidujicich sledd. Y miZe napifklad znamenat &4st nebo cely
sled obalovych aminckyselin LAVBRU od zbytku 301 do zbytku 307 a Y  mife obsahovat &4st
nebo cely okrajovy sled LAVBRU od zbytku 329 do zbytku 336 ndsledujicim zpisobem:

II (29a)

Cys~-Thr-Arg-Pro-Asn~Asn-Asn-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg.lle-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val-
-Thr-Ile-Gly-Lys-Ile-Gly-Asn-Met-Arg-Gln-Ala-His-Cys.

Je také moZno piipravit &4sti sledu peptidd, ziskanych zpisobem podle vyndlezu. Zvli4itd
cenny miZe byt z tohoto hlediska ndsledujici sled odvozeny od peptidu 29:

III (29b)
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Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-Ile-Gln~Arg-Gly-Pro-Gly-Y ’,
kde
Y aY’, v pi{padé, %e jsou p¥ftomny, znemenajf sledy a% o pfibliéné 20 aminokyselindch, a

IV (29¢)

Y—Ile-Glh-Arg—Gly—Pro-Gly;Arg-Ala-Phe-Val-Thr—Ile-Gly—Lys—Ile-Y',
kde , ’
Y aY’, v p¥ipadé, #e jsou pritomny, znamenaji sledy a% o p¥ibliZn& 20 aminokyselindch.

V dal¥im moZném provedeni budou mit homologni oblasti izolébtu ARV-2, které maji
zvl4%tni vyznam a pro n&% je kodem oblast env od zbytku aminokyseliny 306 aZ do zbytku 323
typicky nédsledujfci sled aminokyselin, p¥ilemZ oligopeptidy, zahrnuté do tohoto sledu za-
hrnuji i linedrni epitopy v tomto sledu:

v (177)
Y-Thr-Arg-Lys-Ser~Ile-Tyr-I1e~Gly-Pro-Gly-Arg-Ala~Phe~His-Thr-Thr-Gly-Arg-Ile-Y ",
kde ' )
YaY', v piipadé, Ze jsou piitomny,‘znamenaji sled o a% dvaceti nebo vice aminokyselinéch,

V piipadé, %e Y a Y  jsou piftomny, mohou obsahovat jeden nebo vétiZ{ po¥et aminokyse-
linovych zbytkl, které ohranidujl sled aminokyselin v rozmezi zbytkd 306 a% 323 obalové
* Cdsti ARV-2 nebo jakoukoliv &4st t¥chto sledd. Zejména mhZe Y obsahovat cely sled nebo &&st
sledu HIV obalového sledu aminokyselin od aminokyseliny 299 do 306 a Y’ miZe obsahovat cely
sled nebo &dst obalového sledu aminokyselin HIV v rozmezi zbytkd aminokyselin 324 a%¥ 333.

Je také moZno piipravit sled, které obsahuji 8dsti sledu V. V tomto smyslu jsou velmi
uZitedné nésledujici sledy:

VI (177a)

Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Tyr-Ile-Gly-Pro-Gly-Y  a
’ Vil
Y-Asp-Cys~-Lys-Thr-Ile-Leu-Lys-Ala-Leu~Gly-Pro-Ala-Ala-Thr-Leu-Glu-Glu-Norleu-Norleu-Thr-Ala-
~Cys-Y’,
kde
Y a¥’, v pripadé, ¥e jsou piitomny, znaménaji sledy o aZ dvaceti nebo vice aminokyselindch.
Dal3im pFikladem miZe byt nékterd z homolognich oblasti izoldtu LAV-2, tak jak jsou

zakodovény v oblasti env od zbytku aminokyseliny 311 do zbytku 330 s ndsledujicim typickym
sledem:

VIII (110-2-2)
Y-Lys-Thr-Val-Lya-Ile~Nor-Leu-Nor-Ser-Gly-His-Val-Phe-~His-Ser-His-Tyr-Gln-Pro-Y~,
kde

Y a/nebo Y', v piipadé, Ze jsou pHftomny, znamenaji sledy o a? dvaceti nebo vice aminokyse-
linéch.

Tyto sledy byly popsény v publikaci Nature, 326: 662 (1987).

Pri provad&ni zpisobu podle vyndlezu je moZno ziskat nové bun&&né linie, schopné pro-
dukce monoklondlnich protildtek, schopnych rozezndvat ve vysokém titru (od 102 do 104 az
107 nebo vice) neutralizadni oblasti, obsa¥ené v predem stanoveném sledu obalového glykopro-
teinu gp!10 nebo g25, jejich bilkovinnych prekursort, rekombinantnich bilkovin, zfskanych
expresi a synthetickych peptidd, kteréd obsahuji jeden nebo v¥t3%{ podet epitopl v piedem sta-
novené oblasti gpl10 nebo p25. Tyto hybridni buniky obsahuji identifikovatelny chiomosom,
v ném¥ byla pivodni DNA pfebudovéna tak, %e obsahuje k6d pro protildtku s vaznym mistem pro
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epitop v gpt10 nebo p25, spole¥ny i nékterym jinym nebo vZem klinickym izoldtim HIV. Tyto
monoklondlni protildtky je moZno uZit nejrizn&jiim zplsobem vietn® diagnostickych a 1é-
tebnych postupll, stejné jako k identifikaci dalZfch protildtek, schopnych zk¥{Zené reakce
a blokujicich protildtek. Peptidy nebo polypeptidy s obsahem epitopd, s nimi% tyto 1ldtky
reaguj{ mohou nalézt zvld¥tn{ pouiti jako imunogeny pro vyrobu vakcin nebo jako 1é¥ebné
prostiedky.
Blokujic{ peptidy

Primérn& pro pouZiti ve spdjeni se shora uvedenymi peptidy nebo neutralizujicimi mono-
klondlnimi protildtkami jsou urdeny dals{ peptidy nebo protildtky, kterd interferuji s vaz-
bou HIV na receptory nebo jinak zmirnujf infektivitu HIV. S v¥hodou je mofno uift tak zva-
né "blokujici peptidy", schopné pisobit inhibici proliferace viru, stejn® jako monoklondl-
ni protilédtky, specifické pro epitopy, obsaZené v t&chto blokujicich peptidech ke zvy&ent
y&innosti 1é&by proti infekei HIV. HIV-blokujici peptidy typicky odpovidajf sledu aminoky-
selin HIV, které jsou pravd&podobn& podstatné pro spojeni viru s hostitelskou bunkou, na-
piiklad aminokyselinovym zbytkdm v rozmezi 190-197 LAVBRU a 185 aZ 192 ARV2 a HTLV-III
(BH-10), pro n&% je kodem oblast env. Tyto peptidy zahrauji{ oktapeptid T, tj. Ala-Ser-Thr-
~Thr-Thr-As-Tyr-Thr a rﬁiné jeho derivéty, napfiklad ddle uvedeny peptid IX a analogy, na-
priklad ddle uvedeny peptid XI, tak jak byly popsény v publikaci Pert a dalsf{, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA B3: 9254-9258 (1983), peptidy jsou uloZeny v oblasti obalového glykopro-
teinu gp!10 nebo 120.

Zv143tE zajimavymi létkami jsou blokujici peptidy, které maji ndsledujfcf sledy, s vy-
hodou s Nﬁz-teminéln:( acetylaci a amidaci na zkonden{ COOH:

IX (173D)
_Y—dAla-Ser—Thr-Thr—Thr—Asn—Tyr-Thr—Y’,
X (186)
Y-Thr-Thr-Asn-Tyr-Thr-Y *,
XI (187)
Y-Thr-Thr-Ser-Tyr-Thr-Y’,
XII (188)
Y-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Y*,
XIII (189)
Y-Asn-Thr-Ser-Tyr-Gly-Y ~,
XIV (190)
Y~Asp-Thr-Asn-Tyr-Ser-Y’ a
Xv (191)
Y-Ala~Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Y
kde
YaY', v bfipadé, Ze jsou piitomny, znamenaji sled aminokyselin o a% 20 aminokyselindch.

Epitopy nebo antigenni determinanty v rdmci t&chto peptidd jsou typicky definovény
sledem alespon p&ti aminokyselin a je mono je pouZit nap¥fklad p#i napodobeni p¥irodn& se
vyskytujicich antigennich usekd HIV pro zfskdnf protildtek, reagujfcich s HIV a vakcin.

Ziskdvéni monoklondlnich protildtek

Monoklondlni protilédtky je moZno zfskat tak, %e se imortalizuje exprese sledd nukleo-
vych kyselin, které jsou kodem pro protilédtky, specifické proti HIV tak, Ze se tyto sledy,
typicky cDNA, kterd je kodem pro uvedené protildtky v&leni do hostitele, kterého je moZno
péstovat ve tkdnové kultu¥e. Imortalizovand buneind linie miZe byt linie sav&fch bundk,
transformovand onkogenezl, transfekci, mutaci a podobn&. MiZe jft napifklad o buiky myelomu,
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lymfonu, nebo o jiné bun&lné linie, schopné exprese a sekrece protildtky in vitro. Proti-
létkou miZe byt pfifodné se vyskytujici imunoglobulin savce, ziskany transformaci lymfo-
cytu, zejména splenocytu plisobenim viru nebo fuzi lymfoeytu s neoplastickou bunkou, napii-
klad myelomatickou bunkou za vzniku hybridn{ bun&éné linie. Typicky je mofno zfskat sile-
nocyty od zviiat, imunizovanych proti viru HIV nebo proti jeho fragmentu, ktery obsahuje
epitop.

Imunizadni postupy se mohou od sebe dosti 1i%it a pPesto zlstdvajl udinné. Tyto pos-
tupy byly souhrnnd popsdny v publikaci Goding, Monoclonal Antibodies: Principle and Prac-
tice, Academic Press, druhé vyddn{ (1986). Rozruseny virus, syntetické peptidy a bakte~
ridlnf sloZené bilkoviny s obsahem antigennich fragmentd gpl10 nebo p25 je moZno uZit jako
létek, vyvoldvajicich imunitu. S vyhodou je moZno imunogen z rozruseného viru, peptidu ne-
bo rekombinantn{ bilkoviny obohatit o tyto bilkoviny nebo fragmenty s obsahem epitopy,
pro n&% je %ddouci vyp&stovat B-bunky nebo splenocyty, produkujici protildtky. Zvidstd je
moZno roztoky s obsahem rozru¥enédho viru, lyzdty nebo exptrakty nebo supernatanty s obsa-
hem rekombinantnich bilkovin po expresi nebo rozrufené vektory pro expresi obohatit o gly-
koproteiny pouZitim rdznych &isticich postupd, nap¥iklad elektroforézou na éolyakrylamido-
vém gelu. Afinitn{ &i¥t&nf{ pPi pouziti lektinu je vyhodnym a pohodlnym postupem pro &i¥td-
ni glykoproteind gpl10 a dal8fch, uZivd se napfiklad lektinu z Zolky. Rozsah, &i¥téni gly-
koproteind z roztokd pro pouit{ jako imunogend se mi¥e pohybovat v Eirokém rozmezi, na-
piiklad od mén& ne% 50 %, obvykle visk alespon 75 a% 95 %, Zddouci je ¥istota 95 a% 99 %
a nejvyhodn&j3{ je absolutn{ homogenita t¥chto létek.

Po vyligténi bilkovin do poZadovaného stupn& je moZno tyto bilkoviny uvést do suspen-~
ze nebo je Pedit pFisludnym fyziologickym nosidem pro imunizaci nebo je moZno je navédzat
na pomocny prostredek. Vyhodnym postupem je nap¥iklad adsorpce bilkovin a jejich fragmentd
na lektin z Zofky nebo na agarozu s obsahem lektinu z &odky nebo na jiny makromolekuldrni
nosi¢ pro injekéni poddni. K imunizaci se obvykle uZivé antigennich prostfedkl s obohace-
nymi bilkovinami HIV véetn¥ glykoproteinu gpl!10 a p25 nebo &4sti t¥chto létek v mnoistvi
1 /8 aZ 20 mg/kg hostitele. Materidl se podévd injek&n&, nap¥fklad nitrosvalov¥, intrape-
ritonedln&, podkoZn¥, nitrofiln& apod. Latku je moZno podat jednou nebo opakovan&, obvykle
v intervalu jednoho aZ &ty? tydnd. Imunizovand zvifata se sleduji na produkci protildtek
na poZadovany sntigen, pak se odstrani sleziny a izoluji se B-lymfocyty, nadeZ se dosdhne
jejich fize s bun¥nou linif bundk myelomu nebo se tyto bunky transformuji. Transformaci
nebo fiizi je moZno provdddt b&Znym zphsobem, postupy pfi fizi byly popsény v celé Fadé pa-
tentovych spisli, napffklad 4 172124, 4 350 683, 4 363 799, 4 381292 a 4 423 147. Zpisodb
byl rovn3% popsén v publikaci Kennett a dalZf{, Monoclonal Antibodies (1980) a ve shora uve-
dené publikaci Godingové.

Imortalizovanou bun&dnou linii je moZno klonovat a podrobit selekci b&Znym zpisobem,
protildtky, které se budou nachdzet v supernatantu se vaZi na virové bilkoviny gp!10 a p25
HIV, na rekombinantni sloZené bilkoviny nebo na syntetické peptidy, které obsahuji poZado-
vanou oblast prisluXného epitopu. PFislusné imortalizované bun&&né linie Jje pak moZno pés-
tovat in vitro nebo je moZno je vst¥iknout do peritonedlni dutiny piisluiného hostitele za
vzniku ascitu. Vzhledem k tomu, Ze JiZ Jjsou k dispozici urlitd mnoZstv{ protildtek, o nichi
Je znémo, %e jsou specifické pro urdité epitopy napiiklad v oblasti, pro niZ jsou kodem
oblasti genomu LAVBRU od péru bdzi (bp) 6688 do bp6750 vietnd peptidu 29 nebo od bp7246 do
bp7317 v&etn& peptidu 36, je moZno supernatanty sledovat v kompetici s pi{sluinou monoklo-
ndlni protildtkou v kompetitivni zkou¥ce. Péry bazi jsou oznadovény podle publikace Wain-
-Hobson a dalsf{, Cell 44: 9 (1985). Je tedy moZno snadno ziskat dal¥i imortalizované bu-
né¥né linie hybridomu s poZadovanymi vaznymi vlastnostmi na zdkladé protilatek, ziskanych
zpisobem podle vyndlezu, specifickych pro urfity antigen. Tyto bun¥iné linie je pak moZno
podrobit fuzi s jinymi neoplastickymi B-bunkami, prifem# tyto B-bunky mohou sloufit jako
recipient pro DNA genomu, kterd je kédem pro protvilétiku.

Vyhodnymi bubkami jsou bunky hlodaved, zvlditd mys{, je viak moZno uzit i jinych
savéich bundk, napiiklad bundk skotu, koni, ove{, vepre, ptdkd a podobn&., Imunizaci t&chto
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zvifat je moZno snadno provést a jejich lymfoeyty, zvl4¥té pak splenocyty je moZno podro-
bit fuzi.

Monoklondlni protildtka, kterou vyluduji transformované nebo hybridni bundéné linie
miZe byt z Jakékoliv skupiny nebo podskupiny imunoglobulint, napPi{klad IgM, IgD, Igh,
IgG,_, nebo Igk. Ze skupiny IgG je nejvyhodn¥jii b&Zny isotyp, ktery se uiivé pPi diagno-
stickych postupech. Monoklondln{ protildtky je moZno uZit jako takové nebo ve form& jejich
fragmentd, naptiklad Fv, Fab, F(éij, av8ak obvykle se uZivajl. jako takové.

Aby bylo moZno piekonat moZnou antigenicitu protildtek jiného ne? lidského pivodu pro
¢lovéka, je moZno zkonstruovat chimérni protildtky, v nichf vazny fragment imunoglobuli-
nové molekuly pro antigen (variabiln{ oblast) je spojena peptidovou vazbou k alespon &dsti
dalsi bilkoviny, ktersd nen{ lidskym organismem vniména jako cizorodd, napfiklad na \isek mo-
lekuly lidského imunoglobulinu. Tohoto cile je moZno dosdhnout spojenim variabilniho exonu
Jjiného Zivolicha se stdlymi exony lidské oblasti kappa nebo gamma. Tyto postupy jsou v o-
boru znémy a byly popsdny naﬁfiklad v PCT 86/01533, EP 171496 a EP 173494,

Farmaceutickéd prostbedky a Jejich poufiti

Monoklondlni protildtky, ziskané zpisobem podle vyndlezu, které maji neutralizadni -
¢inek, jako nap¥iklad ¢y, které reaguji s epitopy v gp!10 nebo p25 nebo které reaguji s blo-
kujicim peptidem je také moZno vélenit Jako sloZfky farmaceutickych prostFedkt ke zmirnéni
infekei HIV. Prostfedek tohoto typu by m&l obsahovat 1léZebné nebo profylaktické mnoZstvi
alespon jedné monoklondlni protildtky, ziskané zptsobem podle vyndlezu na farmaceutickém no-
sii. Farmaceutickym nosidem miZe byt v tomto pPipad® jakdkoliv netoxickd létka, s ni% je
moZno podévat monoklondlni protildtku nemocnému. MdZe jit o sterilnf vodu, alkoholy, tuky,
vosky a inertni ﬁevné létky. Soudasn¥ je moZno pouZit i b&Znych pomocnyech latek, naphiklad
pufrd, dispergalnich &inidel a podobn&. Prostiedek miZe obsahovat jedinou monocklondlni pro-
tildtku, nap¥iklad v piipadé, Ze méd byt specificky pro kmeny HIV s obalovymi glykoproteiny,
které obsahuji epitopy v oblasti pb 6688 aZ 6750. Prostiedek viak miZe také obsahovat jednu
nebo vEt¥l polet dal3ich monoklondlnich protildtek za vzniku “"koktejlu". Je nap¥{klad mo¥no
smisit do "koktejlu" monoklondlni protilédtky proti rizanym kmendm HIV a tak ziskat univer-
sdln{ prostiedek s obsahem monoklondlnich protildtek s lé&ebnym a preventivnim dinkem pro-
ti prevainé vEt3in& klinickych izoldtd HIV. Sm¥s miZe obsahovat monoklondlni protildtky,
které se véi{i na bilkoviny nebo glykoproteiny HIV, odli%né ne% gpl!10 nebo p25, napriklad
na glykoprotein gp4! nebo na p34 nukledzu. Moldrni pom¥ry rizaych monoklondlnich protildtek
se obvykle nebudou li%it faktorem vice ne¥ 10, obvykle ne vice ne% faktorem 5, s vyhodou
bude moldrni pomdr v rozmezi 1 : 1 a% 2.

Monoklondlni protildtky, ziskané zpisobem podle vyndlezu je moZno u¥it i ve spojeni
5 jinymi proétfedky proti retrovirim vEetn& blokujicich peptidd. B&¥né souasné znalosti,
tykajici se prostiedkd proti retrovirim a proti HIV jsou shrnuty v publikaeci Mitsuya a dal-
%1, Nature 325: 773-778, 1987.

Monoklondlni protildtky, peptidy a farmaceutické prosttedky, kteréd je obsahuji je moZ-
no uZit zejména pro perordlni a parenterdlni podéni. S vyhodou jde o poddni parenterdlni,
tj. podkoZini, nitrosvalové, nebo nitroZilni. V p¥{pad¥ parenterdlnfho poddni prostiedek
obsahuje roztok monoklondlini protildtky, peptidu nebo sm&si t&chto ldtek ve vhodném, s vy-
hodou vodném prostiedi{., Je moZno uZit riznd vodnd prost¥edi, napPiklad vodu, vodu s obsahem
pufru, 0,4% roztok chloridu sodného ve vod&, 0,3% glycin ve vod& a podobn¥. Tyto roztoky jsou
steriln{ a obvykle neobsahuji pevny podil. Je moZno je sterilizovat b&Znym zpisobem. Tyto
prostfedky mohou obsahovat dal3i pomocné ldétky, b&Zné ve farmaceutickém primyslu, tak jak
jsou poZadovdny ke spinéni fyziologickych poZadavkl, nap¥iklad k dpravé pH, k odstrandni to-
xicity a podobn¥, témito pomocnymi ldtkami mohou byt nap¥fklad octan sodny, chlorid sodny,
chlorid draselny, chlorid vépenaty, mlédnan sodny apod. Koncentrace protildtek v téchto
prostfedcich se mGZe pohybovat v Sirokém rozmezi, nap¥iklad od ménd ne¥ 0,5 %, obvykle od | %
aZ do 15 aZ 20 % hmotnostnich, prifemZ koncentrace se volf v zdvislosti na objemu kapaliny,
viskozit& apod. a podle zvolend cesty poddni. ‘
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‘ Typicky farmaceuticky prostiedek pro nitrosvalové poddni tedy mi¥e nap¥iklad obsaho-
vat 50 mg monoklondlni protildtky a sterilnf vodu s pufrem do ! ml., Typicky prostiedek,
urdeny pro nitroZiln{ infusi bude obsshovat nap¥fklad 150 mg monoklondlni protildtky a do
250 ml Ringerdv roztok. Bé%né postupy pro vyrobu parenterdlnich prosttedkd jsou znémy
a jsou podrobn&ji popsény nap¥iklad v publikaci Remington's Pharmaceutical Science, 15,

vyddni, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, (1980).

Monoklondlni protilétky a peptidy, ziskané zpdsobem podle vyndlezu je mo¥no pro delsi
skladovéni lyofilizovat a rekonstituovat ve vhodném prost¥edi pred pouzitim. Tato technika
Je d€innd u b&inych imunoglobulindt a je moZno uZfit b&Znych zpusobd lyofilizace a rekonsti-
tuce. Je zFejmé, Ze pri provédd¥ni t¥chto postupd miZe dojit v rizném stupni ke ztrétdm
ufinnesti, napi¥fklad v p¥{padé b&Znjch imunoglobulind jsou v p#fpad® IgM obvykle v&tdi
ztrdty d&innosti nef v pifpad¥ protildtek typu IgG, avdak tyto ztréty je moZno piedem kom-
penzovat,

Prostiedek, ktery obsahuje monoklondlni protildtky, ziskané zpisobem podle vynélezu,
peptidy nebo sm&si je moZno poddvat k profylaktickym nebo lé&ebnym 1ifeltm proti infekeim
HIV. PFi 1é&ebném pouZiti jsou tybto prostiedky poddvény nemocnym, kte¥i ji% byli infiko-
véni virem HIV v mnoZstvi, dostatedném k vylé&eni nebo alespoh k zastaveni infekce a jejich
komplikaci, MnoZstvi, jehoZ je zapotfebi k dosafeni uvedensho cfle se nazyvé "terapeuticky
dinnd dévka". Tato ddvka bude zéviset na zdvaZnosti infekce a na obecném stavu vlastnfho
obranného systému nemocného, obvykle se v¥ak pohybuje v rozmezi 1 a% 200 ng protildtky
na ' kg hmotnosti nemocného, b&Zn& se uffivaji ddviky 5 a¥ 25 mg/kg. Je tieba uvdiit, Ze ma-
teridly, ziskané zplisobem podle vyndlezu se obvykle budou podévat ve vdinych stavech, kte-
ré ohroZuji nebo potencidln& ohroZuji Zivot. V takovjch pri{padech je moZno podle uvéZeni
odetrujiciho lékatre i vysoko phekrodit shora uvedend ddvky.

Pri profylaktickém podani je moZno aplikovat prost¥edky, které obsahuji peptidy, pro-
tildtky nebo jejich sm&si nemocnym, kte¥f je¥t& nejsou infikovéni HIV, aviak Jsou v sou-
¢asné dob¥ vystaveni nebo pravd&podobnd ji% byli vystaveni pisobenf viru k podpoie odol-~
nosti nemocného proti potencidlnif infekei nebo je moZno jej podrobit vakeinaci proti viru.
Dévka, uZitd v tomto piipad¥ je "profylskticky ddinnd ddvka". P¥i tomto poﬁZiti zélezi
ddvka na stavu o¥etfovaného, podle gelkového zdravotniho stavu a obranyschopnosti se podévd
obvykle 0 aZ 25 mg/kg, zv14&t& pak 0,5 mg a% 2,5 mg/kg.

Jednordzové nebo opakované poddni prostredkl a pouZité ddvky volf olet¥ujici 1lékadb.
V ka%dém p¥ipad® by prost¥edky s obsahem t¥chto 1dtek m&ly obsahovat jejich dostatedné
mnoZstvi pro 1lé&bu nemocného.

Mimoto je moZno pouZit monoklondlni protildtky, ziskané zpisobem podle vyndlezu jako
nosné molekuly, které jsou specifickym cilem. Jakoukoliv protildtku je mo¥no navézat na to-
¥in za vzniku imunotoxinu nebo na radioaktivni materidl nebo 1ék. Zplisoby vyroby imunotoxi-
nd a radiofarmaceutickych ldtek jsou zndmy a jsou uvedeny nap¥iklad v publikaci Cancer
Treatment Reports 68: 317 (1984).

Je také moZné, Ze heteroagregdty monoklondlnich protilédtek, ziskanych zpisobem podle
vyndlezu s sktivétory lidskych T-bund&k, napiiklad s monoklondlnimi protildtkami proti C3-
-antigenu nebo proti F,-gamma receptoru na T-bunkdéch mohou umoZnit lidskym T-bufikém nebo
bunkém nesoucim F,~gamma (jako jsou K-bunky nebo neutrofily) likvidovat bufiky, infikované
HIV bunéén& gzprostiedkovanou cytolyzou, zdvislou na protildtce. (ADCC). Takové heteroagre-
. gty je moZno p¥ipravit napPiklad tak, %e se kovalentn¥ zk¥fZen& navdfe protildtka proti
HIV a protilétka proti CD3, p¥ilem? jako bifunkénl reakdni &inidlo se u¥ije N-sukcinimidyl~
~-3-(2-pyridyldithiol)propiondt, jak bylo popséno v publikaci Karpowski a dalsi, J. Exp.
Med. 160: 1686 (1984). ‘

Prostfedky s obsahem peptidd mohou také byt pouZity k 1éZebnym idelfm, protoZe jejich
podéni vede ke sni¥eni mnoZstv{ HIV v infikovaném hostiteli nebo k jeho odstrandni. Tyto
prost¥edky, napfiklad peptid 29, blokujfei peptidy a peptid 126 (popsany v US patentové
prihldsce &. 930 785) je moZno poddvat v piisluiném fyziologickém nosiéi nitro¥iln&, pod-
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ko¥né, nitrosvalovd, intraperitonedln& apod. Riznymi nosnymi prostiedimi mohou byt roztok
chloridu sodného s fosfdtovym pufrem, roztok chloridu sodného, voda, chlorid draselny,
mlédnan sodny apod. Koncentrace peptidd se bude ménit v ‘$irokém rozmezi v zdvislosti na
jeho pouZiti, na jeho idinnosti a na zptscbu poddni. S vihodou se u¥ije peptidd s amido-
vou skupinou na koncové skuping COOH, které jsou na zakonleni s aminoskupinou formylovény
nebo je mo¥no pou¥it jejich jiné derivéty, pPijatelné z farmaceutického hlediska. PHidé-
nim blokujfcich peptidd k napodobeni a neutralizaci oblasti HIV a/nebo specifickych re-
sktivnich protildtek siln& zvys{ lélebny ddinek. Je také moZno vélenit do téchto prostied-
kG jedtd dalsi latky proti HIV, napiiklad protildtky jiné neZ monocklondlni, jako 3 wazido-
-3 -deoxythymidin, 2,3 -dideoxycytidin, 2,3 -dideoxy-2",3 ~didehydrocytidin a podobnd.

PouZiti monoklondlnich protildtek p¥i imunoafinitnim &ijté&ni

Monoklondlni protildtky, specifické pro polypeptidy s obsshem gp!10 nebo jinych anti-
gennich determinantd, zejména t¥ch, které byly ziskdny biologickou expresi rekombinantnich
slozenych bilkovin nebo lyzdtd nebo extraktd HIV, pé&stovaného v kultule jsou zvlidité vhod-
né pro poufiti k &isticim poétupﬁm. Tyto protildtky budou obvykle mit afinitni konstantu
#adu 108 az 1012M. Tyto protildtky je moZno uZit k 8i¥téni rekombinantnich sloZenych bil-
kovin z ¥ivného prost¥edi rekombinantniho systému pro expresi v p¥ipadé, Ze bilkovina,
vznikld timto zplisobem je vyludovéna nebo ze sloZek rozruleného biologického systému pro
expresi v piipad®, %e se materidl, vznikly expresi z bunky nevyluduje. Obvykle se monoklo-
nilni protildtky, schopné reakce s gpl!0 nebo jinym antigennim determinantem véZi na nosid
nebo podioZku, na nichZ se imobilizuji. Roztok, ktery obsahuje antigenni determinanty HIV
se pak uvede do styku s imobilizovanou protildtkou za podminek, vhodnych pro tvorbu imuno-
logického komplexu mezi protildtkou a polypeptidy, které obsahuji antigenn{ determinanty
gpl10. Nenavdzany materidl se 0dd&€l{ od vézaného imunologického komplexu a komplex nebo
antigenni fragmenty gpil0 se pak od noside oddsli. ‘

Monoklondlni protilétky se obvykle alespon . 8dstednd &ist{ p¥i svém ziskéni z ascitu
nebo ze supernatantu bunédné kultury pied navdzdnim na nosié., Tyto postupy jsou v oboru
dob¥e zndmy a mohou zahrnovat frakcionaci neutrdlnimi solemi ve vysoké koncentraci. Je moZ-
no u#it i jinych postuph, nap¥fklad chromatografie na DEAE-celuloze, filtraci na gelu, pre-
parativni elektroforézu na gelu nebo afinitni chromatografii p¥i pouZit{ bilkoviny A a tim-
to zpisobem dosdhnout alespon &dstedného &iztén{ monoklondlni protildtky p¥ed jejim navé-
zdénim na imunoadsorpdni materidl.

Nosi&, na n&¢jZ je navédzdna a imobilizovéna monoklondlni protildtka by m&l mit ndsle-
dujici obecné vlastnosti:

a) slabou interakci s bilkovinami k minimalizaci nespecifickych vazeb,

b) dobry pritok, aby mohly protékat i vysokomolekuldrni latky,

¢) obsah chemickyeh skupin, které mohou byt sktivovédny nebo modifikovény tak, aby umoZnovae
1y chemickou vazbu monoklondlnich protilsdtek,

d) maji byt fyzikdlné a chemicky stdlé za podminek, jichZ se uZivéd k vazb& monoklondlnich
protildtek a

e) maji byt stdlé vzhledem k podminkém a ke sloZkdm pufrd, jichZ je zapot¥ebi pro absorpci
a eluci antigenu.

N&kters nosife, které se b&¥n¥ u¥ivaji jsou agaroza, derivéty polystyrenu, polysacha-
ridy, polyakrylamidy, aktivovand celuldza, sklo a podobnd. Existuji rtzné chemické zplso-
by pro vazbu protildtky na substrdt, tak jak byly popsény napiiklad v publikaci Cuatreca~
sas P., Advances in Enzymology 36: 29 (1972). Protildtky, ziskané zpisobem podle vyndlezu
je moZfno vdzat p¥imo na pouZity nosil nebo pres vazny Tetézec apod. Obecné podminky, které
jsou nutné pro imobilizace monoklondinich protildtek na chromatografické materidly jsou
v oboru dobte zndmy. Byly popsdny nap¥iklad v publikaci Tijssen P., 1985, Practice and
Theory of Enzyme immunoassay. Konkrétni vazné postupy budou pon&kud zdviset od typu proti-
iétky, kterou je zapot¥ebi védzat. Monoklondlni protilatky maji tu vlastnost, Ze se obvykle
nemdni od vsizky ke vsdzce, takZe je moZno optimalizovat podminky jejich vazby. Vazba ob-
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vykle spodiv4 v kovalentnfim navdzéni na nosi&.

Suspenze extraktu nebo lyzdtu viru HIV nebo supernatant pro péstovdni biologického
systému pro expresi neboc suspenze rozrulenych bundk se pak pfidd k d&lici matrici. Smes
se inkubuje za podminek a po dobu, dostateinou ke vzniku imunologického komplexu, ob-
vykle alespon 30 minut, zpravidla v rozmezi 2 a¥ 24 hodin. Imunologické komplexy s obsa-
hem polypeptidd s antigennimi &dstmi gp!10 se pak ze sm&si odd¥lf. Pak se sm&és odstrani,
napfiklad eluci a navdzany imunologicky komplex se dikladné promyje adsorp&nim pufrem.
Pk je moZno komplexy vymyvat z d&lic{ matrice pii pouZiti rozpoultédla, které je kompa-
tibilni s nosidem, vyb¥r miZe provést kafdy odbornik. Je také moino selektivn® odstranit
polypeptidy s obsahem gpli0 nebo jinych antigennich é&dsti. Napiiklad peﬁtidy, které obsa-
huji epitopy, rozezndvané protildtkami je moZno uZit pro kompetici na vazné misto v proti-
latce, coZ piedstavuje moZnou eludni techniku, kterou je moZno provést za Setrnych elul-
nich podminek, selektivn& adsorbovany polypeptid s obsshem antigenu gpi10 je moZno vymy-
vat s afinitnfho adsorp®nfho materidlu tak, Ze se zméni{ pH a/nebo iontovéd sila pufru.

X odstran&én{ navézaného antigenu je také moZno pouZit chaotropni &inidla. Vybér chaotrop-
niho &inidla, jeho koncentraci a jiné podminky eluce jsou zdvislé na interakci mezi anti-

genem a protildtkou, aviak jakmile jsou stanoveny, neni obvykle zapotiebi je m&nit, jak -
~ tomu obvykle je v systémech pro déleni polyklondlnich materidld.

Takto ziskany materidl je obvykle nutno upravit na fyziologické pH v pidipadé, Ze bylo
uZito pufrd s velkou iontovou silou nebo p#{li¥ nizkého nebo vysokého pH, &by bylo moZno
0dd&€lit navédzany antigen gpl!10 od matrice. N&kdy je také zapotfebi uZiit dialyzy nebo filt-
race na gelu k odstran¥nf pFebytku soli v eludnim materidlu;-aby bylo moZno rekonstituovat
gp!110 nebo polypeptidy s obsahem fragmentl gpli10 s antigennimi vlastnostmi.

Zpisobtem podle vyndlezu. je tedy moZno ziskat v podstaté &iZt¥ny gp!10 nebo polypeptidy,
které obsahuji jeho fragmenty s antigennfm {&inkem, a to bud z piirodniho zdroje z infi-
kovanych bun&¥nych kultur nebo po expresi v bakterifch, kvasinkdch nebo p&stovanych bun-
kdch hmyzu nebo savci. Poiypeptid gp110 nebo jeho fragmenty nebo jiné &isténé bilkoviny
Jsou obvykle &isté na vice neZ 50 %, Cast&ji v8ak na vice neZ 75 % a zpravidla na vice neZ
95 a% 99 %. Tyto molekuly je pak moZno pouZit k nejrizn&jiim dcelim.

Bilkoviny gp!10 HIV, polypeptidy, které obsahujf{ fragmenty t&chto materidid s anti-
gennimi vlastnostmi nebo jiné, v podstaté &i¥té&né bilkoviny je moZno pouZit k rdznym dle-
1ldm v&etné vyroby vakciny proti AIDS. Vakcina obsshuje iu&innou ddévku urdujicich antigenty,
napiiklad gp!10 nebo jejich neutralizadni oblast. Jako dalsi sloZku je moZno uifit antigen-
n& d&inné ¥4sti bilkovin HIV nebo glykoproteind, které stimulujf produkci protildtek,

(s vyhodou neutralizujici protildtky) v imunizovaném hostiteli, tyto protildtky jsou pak
schopny chrdnit proti budouci infekci virem HIV,

Diagnostické pouZit{ monoklondlnich protiiétek

Monoklondlni protilétky, ziskané zpisobem podle vyndlezu je moZno pouZit také
k diagnostickym &eltm, K tomuto cili je moZno je oznalit. Diagnosticky postup typicky spo-
&ivéd v detekci tvorby komplexu vazbou monoklondlni protildtky na antigen HIV. V p¥ipadé,
%e nebylo provedeno znaden{, je moZno protilétky uZit napiiklad pro aglutinaci. Mimoto je
moZno uZit neznalené protildtky napi¥iklad v kombinaci s jinymi znalenymi protilétkami (dru-
hd protildtka), které reaguji s monoklondini protildtkou, jako jsou nap#fklad protilétky,
specifické pro imunoglobulin. Mimoto je moZno monoklondélni protilédtky piimo znalit. Je moZ-
no uzit Siroké 3Zkdly znadicich prostiedkl, napriklad radionuklidli, fluorescenénich ldtek,
enzymi, enzymatickych substrétd, kofaktord enzyml, inhibitord enzymid, vaznych Feté&zcl
(zejména hapteni) apod. Jsou k disposici rizné imunologické postupy, jako pPiklad je moZno
uvést alespon ty, které byly uvedeny v US patentovych spisech &. 3 817 827, 3 850 752,
3 901 654, 3 935 074, 3 984 533, 3 996 345, 4 034 C74 a 4 098 876. Obvykle je moZno uZit
. monoklondlni protildtky a peptidy, ziskané zpisobem podle vyndlezu pii enzymatickych imu-
nologickych zkouskdch, p#i nich¥, napiiklad, se protildtka nebo jiné protildtky z rlznych
druht vé%i na enzym. V pifpad¥, Ze se biologicky vzorek s obsahem antigend HIV, napifklad



13 CS 275 838 B6

lidské krevni sérum, sliny, sperma, vagindlni sekret nebo suspenze bunék, infikovanych
virem uvede do styku s protildtkami, dochdzi k vazbé mezi antlgenem a témi molekulami,
které obsahuji pFisludny epitop. Tyto bllkov1ny nebo ¥dstice viru Jje pak moZno odd&lit .
od nenavézanych sloZek a piidat druhou protildtku, znadenou enzymem. Pak se stanovi pri-
tomnost konjugdtu protildtky a enzymu, specificky vézaného na antigen. Je moZno vyu¥it

i jinych bé&Znych postupd, které jsou v oboru znémy.

Je také moZno uspoiddat sestavy pro poufiti uvedenych protildtek pii detekei in-
fekei HIV nebo piitomnosti antigenu EIV, Tyto materidly obsahuj{ monoklondlni protildtku,
ziskanou zpusobem podle vyndlezu obvykle v lyofilizované form&, a to bud jednotlivé nebo
ve spojeni s dal¥imi protildtkami, specifickymi pro jiné epitopy HIV. Protildtky, kterd
mohou byt spojeny se znalici skupinou se uZivaji spolu s pufry, napiiklad tris-pufrem,
fosfdtovym pufrem, uhliditanovym apod. spolu se stabilizdtory, biocidnimi létkami, inert-
nimi bilkovinami, nap#iklad sérovym albuminem skotu apod. Tyto materidly jsou obvykle pii-
tomny v mnoZstvi nejvi¥ 5 % hmotnostnich, vzta¥eno na mnofstvi Wdinnd protildtky, jsou
viak pritomny v mnoZstvi alespon 0,001 %, vztaZeno na protildtku. Casto mife byt Zddouci
vélenit inertn{ materidl ke z¥ed¥ni \&inné sloZky v mno¥stvi 1 a¥ 99 % hmotnostnich celko-
vého mnoZstvi prostiediku. V p¥ipadd, Ze se ufije druhé protildtky, schopné védzat monoklo-
nélni protildtku, bude obvykle p¥itomna v oddélend ampuli. Druhd protildtka je v typickyeh
piipadech védzdna na znadici materlél a zZpracovéna ra pomocny prostiedek b&%inym zpisobem.

Detekce antigend gpil0 a g25 miZe naldzt své pouZit{ v diagndze infekce virem HIV ne-
bo celého viru v riznych biologickych vzoreich. Témito bioclogickymi vzorky mohou byt na-.
pfiklad krevni sérum, sliny, sperma, bioptické vzorky tkéni (mozek, ki¥e, lymfatickd uzli-
m,ﬂ%mawm),wmmﬁmﬁbu&mmkmmmrmm@ﬁeuumhwéaunumml
systémy pro expresi a podobnd. Pritomnost viru se zjistuje inkubaci monoklondlnich proti-
latek s biologickym vzorkem zs podminek, p#i nich¥ miZe dojit ke tvorbé imunologického
komplexu s néslednou detekcf této tvorby. Pri Jjednom z moZny¥ch provedenf se tvorba kom
plexu zjisfuje pouZitim druhé protildtky, kterd je schopna vdzat monoklondlni protildtku,
tato druhd protildtka je v typickych p¥ipadech vézdna na znadfei materidl. V jiném moZném
provedeni je monoklondln{i protildtka védzdna na pevany nosi&, ktery se pak uvede do styku
s biologickym vzorkem.

Priprava a pouZiti synthetickych peptidd

Zplisobem podle vyndlezu je moZno ziskat nové peptidy, které mimo jiné imunologicky
napodobuj{ bilkovinné epitopy, pro n&% je kddem retrovirus HIV, zejména epitopy, zakddo-
vané v oblasti env nebo gag genomu viru, které jsou kddem pro gp110 nebo p25. Aby bylo
moZné zachytit mezikmenové variace mezi rdznymi izoldty, je moZno provést rtzné ipravy,
vyrovndvajic{ konservativni substituce a selekci mezi alternativami, v nich# dochdzi k ne-
konservativnim substitucim. Tyto peptidy Je moZno pouZit jeko imunogenni 1dtky k inhibici
nebo eliminaci produkce antigenu HIV in vivo nebo in vitro PFi detekei viru nebo protilg-
tek proti viru ve fyziologickém vzorku. V zdvislosti na zvolendm postupu je moZno vézat
uvedené peptidy na nosid nebo na jiné sloufeniny, znaené nebo neznalené, na pevny nosid
a podobné&.

V jednom z moZnych provedeni je moZno poZadované peptidy odvodit od oblasti gpl10 vi-
ru. Zv1l4itni vyznam mé dsek v oblasti env od bp 6688 do bp6750 a od BpT246 do bp7317.

Uvedené peptidy, v&etn& blokujicich peptidd obsahujf alespon p&t, n&kdy 6, 8, 12, 21,
obvykle méné neZ 50, jeXtd &ast&ji mén& ne 25 aminokyselin ve sledu, pro n&j% je kodem
retrovirus HIV. Je Zddoucf, aby peptid byl co nejmen3i a soudasn® si uchoval v podstat#
veskerou imunologickou reaktivitu nebo protivirovou wSinnost velkého peptidu. V n¥kterych
p¥ipadech miZe byt Zddouc! spojit dva nebo vEti{ polet oligopeptidl, kterd se nepiekryva-
Ji za vzniku jediného peptidu nebo je uzit Jjako jednotlivé peptidy soulasnd, takZe je moZ-
no ziskat soulasné nebo odd&lend stegnou citlivost.

Peptld je moZno modifikovat zavedenim konservativnfch nebo nekonservativnich substi-
tuci do struktury peptldu, obvykle mén& ne¥ 20 % ast¥ji mén& nes 10 aminokyselin mdZe
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byt zmé&néno. V t&ch situacich, v nich? jsou oblasti polymorfni mi%e byt Zddouci zaménit
jednu nebo v&t31 polet urditych aminokyselin tak, aby bylo moZno 1W¥inn&ji napodobit 1i¥i-
ci se epitopy riznych kmend retroviru. V mnoha p¥ipadech je moZno ke zvysenf chemické
stdlosti nahradit methionin norleucinem (Nor).

Je zPejmé, Ze peptid, u¥ity v prib&hu zpisobu podle vyndlezu nemusi byt totoZny
s %Z4dnym ze specifickyech sledd HIV, pokud pouZitd sloudenina je v kompetici s bilkovina-
mi alespon jednoho kmene retroviru HIV. Je tedy mo¥no peptidy riznym zplisobem pozménit,
- napifklad vlEenénim, vypu¥tdnim a substituci n¥kterych aminokyselin, konservativni nebo
nekonserfativni, piidemZ tyto zmé&ny mohou s sebou nést urdité vyhody p¥i pouZiti. P#i kon-
servativni substituci jde o substituci uvnit# skupin gly, ala; val, ile, leu; asp, glu;
asn, gln; ser, thr; lys, arg; phe, tyr; a nor, met; sled se obvykle nebude li¥it o vice
ne% 20 % od sledu alespon jednoho kmene HIV retroviru s vyjimkou, e dojde k pridévéni a-
minokyselin na koncich pro ziskén{ spojovaciho Yet¥zce ("rsmene"), ktery je moZno ui{t
k imobilizaci peptidu. Tyto spojovaci Yet&zce jsou tvoreny alespon jednou aminokyselinou,
aviak mohou obsahovat i 50 a vice aminokyselin, obvykle v3ak jde o 1 aZ 10 aminokyselin.

Peptid, v némZ je Fetdzec aminokyselin modifikovén substituci, adici nebo deleci
zbytkd aminokyselin si mé zachovat v podstat¥ veXkerou imundlogickou reaktivitu nebo pro-
tivirovou ddinnost nemodifikovaného peptidu, cof je moZno m&¥it nejrizndjiim zplisobem. Je
moZno pouZit d-isomer jedné nebo v&tiiho podtu sminokyselin v pFipadé pot¥eby k modifika-
ci biologickych vlastnosti, napfiklad d€innosti, rychlosti rozpadu a podobné.

Mimoto je mo¥no na ka¥dy konec peptidu pFidat jednu, dvé nebo, vét¥i podet aminokyse-
lin k usnadn&ni vzédjemné vazby peptidd, k vazb& na nosi&, sestévajici z v&t¥iho peptidu,
k modifikaci fysikdlnich, chemickych nebo Jjinych vlastnosti peptidu nebo oligopeptidu apod.

‘Ke zlep3eni pii¥t{ vazby je moZno na zskonleni peptidu navézat napiiklad aminokyseli-
ny tyrosin, cystein, lysin, kyselinu glutamovou nebo asparagovou apod., a to na N-zakon&e-
ni nebo na C-zakonteni. Cystein je zvldit¥ vhodnou aminokyselinou pro usnadndni kovalentni
vazby nebo pro tvorbu polymerd oxidaci.

Mimoto se sledy peptidd nebo oligopeptidd mohou li%it od pi#irodnich sledd tak, Ze
termindln{ skupina —NH2 Jje acylovédna, napfiklad acetylovéna nebo je amidovdna kyselinou
thioglykolovou nebo je prevedena na amid nap¥iklad plisobenim amoniaku nebo methylaminu za
‘ziskdéni zvySené stdlosti, zvyienéd hydrofobnosti pro vazbu nebo spojeni s daldi molekulou
nebo s nosidem nebo pro polymeraci.

Napriklad v piipad®, Ze v peptidech I a VIII a IX aZ XV jsou piitomny substituenty

Y aY’, existuje vyhodné provedeni, v n¥m¥ Y nebo Y  znamenaji jeden nebo v&tii podet
cysteinovych zbytkl nebo kombinaci cysteinovych zbytkt s daliimi aminokyselinami, které od-
daluji cysteinovy zbytek od zakonfeni a prodluéuji retézec. Vyhodnou aminokyselinou v tomto
smyslu je zejména glycin. Vyhodnym peptidem pro pouZiti pi#i oxidativni polymeraci je takovy
peptid, ktery v symbolech Y a Y’ obsahuje alespon dva cysteinové zbytky. V piipadé, Ze jsou
dva cysteinové zbytky pr{tomny na tomté%Z zakondeni peptidu, Je vyhodné oddélit tyto zbytky
od sebe jednim aZ t¥emi zbytky aminokyselin, s vyhodou b&%i o glycinové zbytky. Piitomnost
cysteinovych zbytkd miZe umoZanit tvorbu dimerd peptidu a/nebo zvy%it hydrofobnost vysledné-
ho peptidu, co¥ usnadiuje imobilizaci peptidu na pevné fdzi nebo na imobilizalnim systému.

Zv1éstni vyznam mé pouZit{ merkaptanové skupiny cysteinu nebo thioglykolovych kyselin,
uZitych k acylaci termindinich aminoskupin a podobné pro vazbu dvou peptidd nebo oligo-
peptidd nebo pro jejich spojeni disulfidovou skupinou nebo delifm Petézcem za vzniku poly-
meru, ktery obsahuje fadu epitopi. Tyto polymery maj{ vyhodu zvy¥ené imunologické reakti-
vity. V piipad&, Ze se uZijf{ k tvorb& polymeru ruzné peptidy, vznikd dalif{ moZnost vyvolat
tvorbu protildtek, které reagujfl imunologicky s n&kolika antigennimi determinanty nebo
s riznymi izoldty HIV.

Aby bylo moZno dosdhnout tvorby antigenn® \innych polymerd (syntetickych multimerd), .
je moZno ufit sloudeniny, které obsahuji bis-halogenacetylové skupiny, nitroarylhalogenidy
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a podobn&, prifemZ reakdn{ &inidlo mé byt specifické pro thioskupiny. Spojenim mezi dvima
merkaptoskupinami tedy miZe byt v piipad€ pouZiti rdznjch peptidd nebo oligopeptidd jedno-
duchd vazba nebo Fretézec, ktery obsahuje alespon 2, obvykle alespon 4, nejvys viak 16

a obvykle ne vice neZ 14 atom® uhliku.

Uvedené peptidy je moZno uiit navédzané na makromolekuldrnim nosi¥i (tj. na nosiéi
s molekulovou hmotnosti alespon 5 kjednotek}. Timto nosidem miZe byt nap¥iklad polyamino-
skupina (polyaminokyselina), bud p¥irodn® se vyskytujici nebo syntetické. Pi{kladem tako-
vého nosife miZe byt napfiklad poly-L-lysin, hemocyanin, thyreoglobulin, albuminy, nap¥i-
klad sérovy albumin skotu, toxid tetemu a podobn&. Vybdr noside je zgvisly predev¥im na
cili, k né¢muZ md byt antigen pouZit a na jeho dostupnosti.

V pripad® téchto konjugdtd tedy pripadd alespon jedna molekuls alespoh jednoho pepti-
du na makromolekulu a ne. vice neZ 1 a% 0,5 kjednotek, obvykle ne vice neZ 1 aZ 2 kjednotky
makromolekuly. Na tutéZ makromolekulu je moZno navézat jeden nebo vétii podet rdznyeh
peptidd.

UZivd se béZného zplisobu vazby, reaklnich &inidel jako kyseliny p-maleimidobenzoové,
p-methyldithiobenzoové, anhydridu kyseliny maleinové, anhydridu kyseliny jantarové, glu-
taraldehydu a podobné. K vazb& miZe dojit na N-zakonleni, C-zakonfeni nebo na misté, které
se nachdzi ve st¥edni Edsti molekuly. Ziskany peptid je moZno derivatizovat vazbou na no-
sié a podobné&.

K detekci pritomnosti protildtek k bilkovindm retroviru nebo pritomnosti vlastnich
bilkovin retroviru je mo¥no pouZit rdznych zplsobd, které jsou v oboru zndmy. Zvlddtnl vy-
znam m& pouZiti znalenych reak&nich 2inidel, kde oznadeni zpiisobi zjistitelny signdl nebo
vazba peptidu pifimo nebo nepiimo na povrch, na n&mZ md¥e dojit k vazb& bilkovin na proti-
latky. Pfitomnost lidské protildtky, vdzané na peptid je pak moZno prokdzat pou¥itim exo-,
genni protildtiky, specifické pro lidsky imunoglobulin, obvykle pro IgM a IgG nebo pouZitim
znacené bilkoviny, specifické pro imunologicky komplex, nep#iklad Rh faktor bilkoviny A S.
aureus.

Typickym provedenim t&chto zkoudek je zpisob, p¥i ném¥ se uZivéd nap¥iklad mikro-
titradnich ploten s uréitym poltem vyhloubeni, v nichZ jsou polypeptidy nebo konjugdty
adsorbovény na dno a/nebo stény vyhloubenf, a to kovalentni nebo jinou vazbou. Vzorek, ob-
vykle lidska krev nebo sérum v pifislu¥ném z¥red&n{ v pufru se p¥idd do vyhloubeni v plotné
a tam se ponechd dostatein& dlouhou dobu pro tvorbu komplexu mezi polypeptidem a jakoukb—
liv protildtkou ve vzorku. Pak se supernatant odstranf a vyhlouben{ se promyji k odstranini
nespecificky vdzanych bilkovin. K detekci se uZije znadend specifickd bilkovina, kterd se
specificky vdZe na komplex, nap¥iklad antiserum proti lidskému imunoglobulinu.

Peptid je moZno pripravit celou Padou zpisobd. ProtoZe jde o l4tku s pom&rn& krétkym
Fet&zcem, je moZno jej syntetizovat v roztoku nebo na pevné podlodce béZnym zplsobem. Dnes
Jsou k dispozici i riznd automatickéd zabizeni k syntéze té&chto létek, kterd je rovndZ mo%-
no pouZit. Tato za¥izenl a zpisob jejich pouZiti byly popsdny nap#fklad v publikaci Stewart
a Young. Solid Phase Peptide Synthesis, 2. vyddni, Pierce Chemical Co., 1984 a Tam a dal3i,
J. Am. Chem. Soc. 105: 6442 (1984).

Jde také moZno uZit technologie s uZitim hybridn{ DNA a p¥ipravit synteticky} gen pouZi-
tim jednoduchych Fetézcl, které jsou kddem pro uvedené polypeptidy nebo FYetdzce, které jsou
v podstaté komplementdrni, pFifemZ jednoduché fetézce se prekryvajl a je moZno je spojit
a uzit hybridizace. Hybridizované fetdzce je pak moZno navdzat za vzniku dplného genu a p¥i
volbé vhodnych zakondeni je moZno takto ziskany gen v&lenit do vhodného vektoru, tak jak
Jjsou v soulasné dobé k dispozici. Tyto postupy jsou popsény napifklad v publikaci Mania-
tis a dal¥i, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, CSH, Cold Spring Harbor Laboratory,
1982, Je také moZno oblast virového genomu, kterd je kddem pro peptid klonovat b&Znym zpli-
sobem pri pouit{ rekombinantnf DNA a pak dosshnout exprese, jak je rovn&% popsdno ve shora
uvedené publikaci Maniatise a daliich.
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Kodové sledy DNA z LAVBRU a ARV, dvou izoldtd retroviru HIV, kterych je moZno uZit
k expresi peptidd je moZno zndzornit takto:

LAVBRU TGT ACA AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGA AAA AGT ATC CGT ATC CAG AGG GGA CCA GGG AGA GCA
TIT GTT ACA ATA GGA AAA ATA GGA AAT ATG AGA CAA GCA CAT TGT

ARV-2 TGT ACA AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGA AAA AGT ATC TAT ATA GGA CCA GGG AGA GCA TIT
CAT ACA ACA GGA AGA ATA ATA GGA GAT ATA AGA AAA GCA CAT TGT.

Fragmenty sledu je moZno uZit k expresi fragmentd peptidu, je moZno provést konser-
vativni sledy bdzi, v nichZ modifikované kodony jsou kodem pro tuté? aminokyselinu nebo
nekonservativnl zmény v kddovém sledu, prilem? vysledndé aminokyselina miZe zplsobit kon-
servativni nebo nekonservativni zm&nu ve sledu aminokyselin, jak ji% bylo uvedeno shora.

Kédovy sled je moZno prodloufit na 3 -zakondenf, 5 -zakondeni nebo na obou zakonde-
nich p#i zachovdni jeho epitopu. ProdlouZeni je moZno uskutelnit vaznym Petézcem napfi-
klad pro znaéici reskdni &inidlo, jako je enzym, pro spojeni dvou nebo vét&iho podtu pep-
tidd, pro ziskéni{ v&t3{ antigenni ¥innosti, pro zavedeni mist pro plsobeni restrikinich
enzymd pro klonovdni a podobni.

Sled DNA sém o sob&, jeho fragmenty nebo del¥{ iseky, obvykle s obsahem alespon 15
bézi, s vyhodou s obsahem alespor 18 béz{ je mo¥no ufit jako nukleotidovou sondu pro de-
tekci RNA retroviru nebo DNA proviru nebo k identifikaci homolognich oblast{ nebo pro
zjistovdni sledu. K tomuto ulelu je moZno uZit celou Padu postupd, naprfklad Grunstei-Hog-
nessiv postup, Southernovu techniku, dot-blot a ri&znéd zlepieni té&chto postupld, tak jak by-
1y popsdny napiiklad v US patentovém spisu &. 4 358 535.

Uvedené peptidy vietnd blokujicich peptidd a jejich asnalogy je moZno uZit jako takové
nebo v kombinacich ve vakcindch., Ve vakcindch je moZno uZit i anti-idiotypové protilatky,
tj. protildtky, reaktivni s idiotypy protildtek, ziskanych zpisobem podle vyndlezu a obsa-
hujic{mi epitopy, napodobujici neutralizadni oblasti HIV. Peptidy nebo anti-idiotypové
protildtky je moZno zpracovévat obvyklym zplisobem, uiivaji se obvykle v koncentraci ! /8
aZ 20 mg/kg. Jako noside se uZivaji prost¥edi, pPfijatelnd z fyziologického hlediska, na-
pfiklad sterilni voda, fyziologicky roztok chloridu sodného, tenty% roztok s obsahem fos-
fétového pufru a podobn&. Vakcina rovndZ miZe obsahovat pomocné &inidla, napfiklad gel
hydroxidu hlinitého, smé&edla, napiiklad isoleéithin, polyoly, polyanionty, peptidy, bil-
koviny, nap¥iklad toxiny zdskrtu nebo cholery a olejové emulze. Peptidy je rovn&Z moino
zapouzdfit do liposomd nebo konjugovat s polysacharidy, polypeptidy nebo polymery za vzni-
ku vakciny. Vakecina se poddvd ‘injekdn¥, napiiklad nitrosvalové, peritonedlné, podkoiné&,
nitroZiln¥ apod. Ddvka, vyvoldvajici imunitu se podévé jednordzové nebo opakované, obvykle
v intervalu jednoho a% ¥tyf tydnl. "Dévka, vyvoldvajic{ imunitu" je to mnoZstvi vakeciny,
které je schopno vyvolat v hostiteli imunologickou odpoved.

Dal&i podrobnoéti, tykajic{ se zpusobu podle vyndlezu budou osvEtleny v ndsledujicich
pir{kladech.

Priklad 1
Tvorba a charskterizace monoklondlnich protildtek

V piikladu se popisuje tvorba hybridnich bun¥dnych lirii, které produkuji monoklondl-
ni protildtky, specifické pro obalové glykoproteiny HIV. Tento postup zahrnuje pouZiti
gist&nych lektinovych extraktd LAVBRU, vdzanych na lektin z dolky na agaroze jako imunoge-
nu. Monoklondlni protildtky, které jsou postupnd vytvoFeny hybridnimi bunédénymi liniemi
jsou charakterizovény svou schopnosti imunoblotu a radioimunologické precipitace gp!10
z &i&t&ného LAV a Jjako rekombinantni sloZend bilkovina, jejiZ exprese bylo dosaZeno. Mono-
klondlni protildtky, které se vdZ{ na epitopy gpl10 jsou také reaktivni pPi pouZiti systé-
wu BLISA s .rozru¥enym uplnym virem, se sloZenymi bilkovinami a syntetlckyml peptldy a rea-
‘guji s Uplnym virem p¥*i nepfimé fluorescenci.

Hybridni bun&dné linie, schopné produkce monoklondlnich protildtek byly ziskany nésle-
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Virus LAV, ¢idtény z infikovanych bundk CEM (ATCC &. CRI8BY04) byl rozrulen v 50 mM
Tris o pH 7,4, 0,'5 M chloridu sodného, 1,0 % Aprotininu, 2,0 % Nonidet P-40R (NP-40)
(oktylfenoxypolyethoxyethanol). Extrakty byly dvakrét vySefeny odstiedénim a byly uprave-
ny na 0,5 % N¥P-40 pfidénfm pufru pro rozrugeni viru (3 objemy) bez NP-40. Sepharoza
s lektinem z Zofky (Pharmscia, Pis cataway, N. J.) byla pfedem promyta pufrem pro rozru-
geni viru (50 mM Tris, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 1,0 % Apritininu, 0,5 % NP.4P). Vyledené
extrakty viru byly adsorbovdny na lektin z &odky 42 hodin pfi 4 °. Neadsorbovany mate~
ridl byl odstran&n promytim prebytkem pufru. Pak byl adsorbovany materidl vymyvén 0,2 M
alfa-methylmannosidem v adsorpénim pufru. Eluent byl dialyzovdn proti PBS k odstrandni
cukru a materidl pak byl znovu adsorbovédn na Sepharozu s lektinem z Colky.

Komplex glykoproteinu se Sepharozou s lektinem z &olky byl uZit k imunizaci my3i
Balb/c trojndsobnym poddnim intraperitonedlné bez pomocného prost¥edku v intervalu 2 aZ 3
tydnti. Psk byly vyjmuty sleziny a byla prokdzdna p#itomnost protildtek v ob&hu pomoci
imunoblotové analyzy. Slo o protildtky proti glykoproteinu HIV. Stejny vysledek poskytla
i BELISA a RIP. ’

Pri ziskdévani bundinych linif dylo ufito postuph podle publikaci Kohler a Milstein,
Nature, 256:495 (1985) s modifikaci podle publikace Goldstein L. C. a dal¥i, Infect. Im-
mun. 38: 273 (1982). B-lymfocyty ze sleziny byly podrobeny fuzi s NS-1 myelomatickymi
bunkami pii pouZiti 40 % polyethylenglykolu. Po fuzi byla sm&s bundk znovu uvedena do sus-.
penze v prost¥edi HAT (RPMI-1640, doplnZni 15 % fetalnfho telecfho séra, 1 x 10"4 M hy-
poxanthinu, 4 x 1077 aminopterinu a 1,6 x 1077 M thymidinu) k selekci na rdst hybridnich
bunék, nale? byly bunky rozd&leny do mikrotitradnich ploten s 96 vyhloubenimi v koncentra-
ci 1l aZ 3 x 106 bunék ml a pak byly inkubovdny p¥i teplotd 37 % ve vlhkém ovzduii s obsa-
hem 6 % oxidu uhliditého. Kultury byly Ziveny ndhradou jedné poloviny supernatantu novym
prostiedim HAT. Pak byla vyhloubeni sledovéna s pouZitim inversniho mikroskopu na znémky
bunééné proliferace a jakmile bylo dosaZeno dostatedné hustoty bunék, byly supernatanty
zkoundny na p¥itomnost protildtek proti izoldtu LAV.

Vyhloubeni, kterd obsahovala hybridni bunky, produkujfci protildtky proti LAY byla
identifikovdna zkou¥kou ELISA m&ienim vazby na $iZt¥ny dplny rozruseny virus nebo na slofe-
né bilkoviny po biologické expresi. Zkoudky pPi pouZiti systému ELISA s rozrufendho viru
byly provdddny s LAV EIA plotnami (Genetic Systems, Seattle, Washington). Plotny byly inku-
bovény se supernatantem z bunélnych kultur pii teploté 37 % po dobu 45 minut a pak byly
trikrdt promyty 0,05 % Tween 20 v roztoku chloridu sodného s obsahem fosfatového pufru
(PBS~Tween).

Pak bylé priddna kozi protildtka proti my3imu IgG, vézand na peroxiddtu (Fed&ni
1 : 2 000 v PBS-Tween (2ymed Laboratories, Inc., South San Francisco, California) v mnoZ-
stvi 100 /ul na vyhloubeni a plotny byly inkubovény 45 minut p#i teplot® 37 °C a pak byly
promyty stejné€ jako shora. Pak byl piidén substrdt (0,025 M kyselina citronovd, 0,05 M
hydrogenfosforednan sodny o pH 5,0 s obsahem 14 mg o-fenylendiaminu a 10 /ul 30% peroxidu
vodiku na 50 ml) a plotny byly inkubovény 30 minut p¥i teplot& mistnosti ve tm¥. Reakce
byla zastavena priddnim 3 N kyseliny sirové a kolorimetrické reakce byly md¥feny kvantita-
tivné automatickym odeditacim zaP¥{zenim. Vyhloubeni, u nichZ byla prokdzdna positivni
reakce byla pak ddle klonovéna Fed&nim, znovu zkoulena na specififnost a péstovéna.

Monoklondlni protildtky, které byly produkovény a vyludovdny vyslednymi hybridnimi
bunédnymi liniemi byly dédle charakterizovdny na svou specifilnost a reaktivitu imunobloto-
vou reakci, imunoprecipitaci a systémem ELISA p#i pouZiti rozruieného viru LAV, rekombix
nantnich sloZenych bilkovin LAV a syntetickych peptidd LAV. Viechny protiléatky byly izoty-
pu IgG,. Bun&&né linie HIV-gpl110-1, HIV-gp!10-2 a HIV-gp110-3 byly uloZeny v American Type
Culture Collection a oznaleny ATCC &. HB 9175, HB 9176 a HB 9177. o

Rekombinantni sloZené bilkpviny, testované na reaktiviru byly ozﬁaéeny ENV2, ENV3,
ENV4 a ENVS5: Bf{lkovina ENV2 byla z{skdna expresi pfi pouZit{ plasmidu pENV2 {ATCC 53071),
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jde o oblast LAV v rozsahu bp6598 aZ do bp7178 (&{slovén{ podle publikace Wain-Hobson
a dalsf, Cell 44: 9 (1985), ENV3 byl ziskén expresi pfi pouZiti plasmidu pENV3 (ATCC
53072), ktery obsahuje oblast LAV od bp7178 do bp7698, ENV4 byl ziskén expresi pFi poudi-
t{ plasmidu pENV4 (ATCC 53073) a obsahuje bp7698 a% bp8572 a ENVS byl ziskdn expresi pri
pouziti plasmidu pENV5 (ATCC 53074) a obsahuje oblast LAV od bp5889 do bp 7698. Produkce
rekombinantnich sloZenych bilkovin byla popséna v US patentovém spisu &. 721237.

]

Syntetické peptidy

Peptidy I (29) a VIII (100-2-2) Byly sestaveny na benzhydrylaminové pryskyrici (Ap-
plied Biosystems Inc., Foster City, California). Benzhydrylamin je na polystyren/divinyl-
benzenovém nosifi. Peptid V (177) byl sestaven na terc. butoxykarbonyl (Boc)-ethylbenzyl-
cystein-fenylacetamidomethyl (PAM)-polystyrendivinylkenzenové pryskyifici. Symetrické vaz-
by anhydridu byly provéd&ny v Applied Biosystems 430 A zaiizeni. Cystein byl piidédn
v pripadé obou peptidd jako prvni zbytek. :

Dicyklohexylkarbodiimidové vazby za pPitomnosti hydroxybenzyltriazolu bylo uZito pro
asparagin a glutamin. Bylo uZito ochrany postranniho Fet&zce benzylovymi skupinami a p#i
pouZiti Boc-alfaaminu. Dal¥i ochrana postranniho Petézce, b&Zn& ufitd byla s poufitim
Boc(formyl)tryptofan, Bocmethioninsulfoxid, Boc(tosyl)arginin, Boc(methylbenzyl)cystein,
Boc(tosyl)histidin, Boc(chlorbenzyloxykarbonyl)lysin a Boc(brombenzyloxykarbonyl)tyrodin.

V pripadé, Ze peptidy byly radioaktivnd oznadeny, bylo toto znafeni provedeno acety-
laci zakonleni, na némZ se nachdz{ aminoskupiny pdsobenim “H-octové kyseliny a piebytku
dicyklohexylkarbodiimidu.

Odstranéni ochrannych skupin a od¥t¥peni peptidu z pryskyPice bylo provedeno podle
.shora uvedené publikace Tama a dal3fch. Extrakce z pryskytice byla provdddna 5% kyselinou
octovou a extrakt byl podroben filtraci na gelu v 5% kyselin& octové.

Syntetickymi peptidy, které byly testovdny na reakbtivitu proti monoklondlnim proti-
14tkdm byly peptidy 29, 36 a 39. Pro peptid 20 jJe kodem genomovéd oblast LAVBRU od bp6688
do bp6750, pro peptid 36 je kdédem oblast od bp7246 do bp7317 a pro peptid 39 je kddem ob-
last od bp7516 do bp7593. Peptidy 36 a 39 jsou podrobnd popsény v US patentovém spisu &.
4629783,

Blokujici peptidy IX aZ XV byly sestaveny v podétaté také shora uvedenym zpiisobem
na methylbenzhydrylamin-polystyren-divinylbenzenové pryskyrici (Applied Biosystems Inc.,
Foster City, California). Symetrické vazby anhydridu byly provedeny na zaf{zeni Applied
Biosystems -430A syntetizer. Pro asparagin bylo u¥ito dicyklohexylkarbodiimidové vazby za
pritomnosti hydroxybenzotriazolu. V pHipad® nutnosti ochrannych skupin byly ufity skupiny,
jejichZ zdkladem je benzylové skupina a Boc-alfa~aminoskupina, kdeZto v pPipadé postran-
nich retézcl s obsahem tyrosinu byl uZit Boc(brombenzyloxykarbonyl). Acetylace byla v pii-
pad¥ potleby provddéna pii pouZiti anhydridu kyseliny octové nebo ledové kyseliny octové
a dicyklohexylkarbodiimidu. Odstrangni ochrannych skupin z peptidu a peptidu z pryskydice
bylo provédéno podle shora uvedend publikace Stewarta a daldich. Bxtrakce z pryskytice
byla provddéna 50% kyselinou octovou a extrakt byl pak podroben filtraci na gelu ve 20%
kyselin& octové. Podle potieby byla provddina vyseckotlakd kapalinovd chromatografie na
sloupci Vydac C18 (Rainin Instrument Co., Emeryville, California) pPi pouZiti 0,1% kyseli~
ny trifluoroctové a gradientu acetonitrilu.

Immunoblotové reakce

Tyto zkoulky byly provédiny pPi pouZiti supernatantu klond nebo ascitického vypotku
a &istEného viru LAV a rekombinantnich sloZenych bilkovin jako antigenu. Antigeny byly
nejprve oddéleny elektroforézou na gelu s akrylamidovym gradientem (7,0 a% 15,0 %) a pak
byly pfeneseny na nitroceluldzovou membrinu (NCM) elektroforézou, trvajici 4 hodiny pii
25 V ve 25 mM fosforefnsnu sodném o pH 7,0. Po pPenosu byla CNM dlokovdna k zébrané nespe-
cifickych reakci inkubaci ve PBS~Tween nebo Blotto (5% netuiné sufend mléko v PBS) hodinu
pFi teploté mistnosti. Pak byla NCM inkubovéna se supernatantem bun&&né kulbury nebo
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s ascitickou kapalinou, zPed&nou v PBS-Tween hodinu p¥i teplot& mistnosti a pak byla tii-
krédt promyta vidy Cerstvym PBS-Tween. Ve druhém stupni byla NCM inkubovédna s koz{ proti-
létkou proti my3imu IgG, vdzanou na peroxiddzu z kfenu, ¥ed&nou v PBS-Tween hodinu p¥i
teploté mistnosti. Po této inkubaci ndsledovalo promyt{ PBS-Tween a pak ponodeni do vyvi-
Jectho roztoku pro peroxiddzu (Bio-Rad Laboratories, Richmond, California) 20 minut. Re-
akce pak byla zastavena ponofenim do deionizované vody. Reaktivita monoklondlni proti-
14tky byla srovndvéna $ positivnim kontrolnim sérem, kterd bylo resktivai vidi &f%ténému
rozrudenému viru nebo proti sloZené bilkoving, ziskané expresi. Vysledky ukazuji, Ze
ve¥keré protildtky se vézaly na gp!10 a na jeho piekursor, gp!50 pFi pouZit{ rozruieného
viru. Protiidtky 110-1 a 110-2 rovnéZ rozeznévaly sloZenou bilkovinu ENV3, kde¥to proti-
1létky 110-3, 110-4, 110=5 a 110-6 vytvétely komplex s bilkovinou ENV2.

Imunoprecipitace

Virové extrakty pro radioimunologickou precipitaci byly pripraveny z bunék CEM, infi-
kovanych LAVBRU izoldtem HIV, adaptovanym kontinudlnim pasdZovédnim na lyticky rdst. Jokmi-
le byly zjevné prvni znémky cytopathického udinku, byly bunky pieneseny do znadiciho
prost¥ed! s obsahem S’S-methioninu (0,05 mCi/ml) nebo SH-glukosaminu (0,025 mCi/ml) a pak
byly inkubovény 24 hodin. Do této doby se v&t¥ina bun&€k rozpustila a virus byl uvolndn do
supernatantu kultury. Pak byl virus peletovén odsted¥nim 1 hodinu p¥i 100000 g z bezbu-
nééného supernatantu a byly pFipraveny extrakty v pufru P-RIPA (roztok chloridu sodného
s fosfétovym pufrem s obsahem 1,0 % Tritonu X-L0OO, 1,0 % deoxycholdtu, 0,7 % SDS a | %
Aprotininu). Podobné extrakty byly piipraveny i ze supernatantu neinfikovanych bunék CEM.

Imunoprecipitaéni zkoudky byly provddény se 100 /ul extraktu viru, inkubovandho se 100
/ul supernatantu hybridnich bunéénych linif hodinu v ledu. Pak bylo ke kaZdému vzorku pii-
déno 4 /ul krdliéiho séra proti my¥imu IgG (Zymed Leboratories, San Francisco, California)
a sm&s byla inkubovédna je3té 30 minut. Pak byl ke kaZdému vzorku priddn imunoprecipitin
(100 /ul, Bethesda Research Laboratory, Bethesda, Maryland) v suspenzi v P-RIPi-pufru
a obsahem 1,0 % vajeiného albuminu a sm&s dyla inkubovéna dal¥fch 30 minut. Pak byl vézany
komplex promyt a oddélen elektroforézou na SDS-polyakrylamidovém gelu (15,0 % akrylamidu,
gel DATD). Po elektroforéze byly gely fixovény, méleny v Enhance (New England Nuclear,
Boston, MA), usuleny a vystdveny filmu Kodak XR-5. Referendnf positivni sérum, které se
imunologicky sré%elo se v3emi bilkovinami viru HIV bylo uvedeno do reakce s bunkami CEM,
infikovanymi virem a jinym virem Jjako positivn{ a negativni kontroly.

Vy¥sledky prokdzaly, Ze viech ¥est monoklondlnich protildtek bylo specifickyech pro
gp!10 a gp!50 a srdZely oba tybo materidly.

Imunoadsorpini zkoufky s vizanym enzymem

Aby bylo moZno z2jistit epitopy gp!10, rozezndvané monoklondlnfmi protildtkami, ziska-
nymi zpdsobem podle vyndlezu z hybridnich bun&k nebo z ascitické tekubtiny, byly tyto 1ldtky
déle charakterizovdny svou reaktivitou p¥i pouZiti systému ELISA a sloZenych bilkovin,
ziskanych biologickou expresi a p¥i poufiti syntetickych peptidd. Bylo uZito stejnych
postupl jako shora s tim rozdilem, Ze sloZené bilkoviny nebo syntetické peptidy byly uZity
misto &i¥t&ného viru jako antigeny, adsorbované na mikrotitradni plotny.

V pripad8, Ze byly ufity jako antigeny peptidy, byl lyofilizovany peptid rozpustén
v 6M roztoku guanidinu v kyselin& chlorovodikové. Pred nanesenim na mikrotitradni plotny
byl roztok guanidinu zied&n na konednou koncentraci peptidu 100 /ug/ml 0,05 M uhligitano-
vym a hydrogenuhliditanovym pufrem o pH 9,6. Pak bylo 50 /ul roztoku peptidu uloZeno vidy
do jednoho vyhloubeni mikrotitraéni plotny a plotny pak byly inkubovdny pies noc p#i
teploteé 4 . Prebytedny roztok peptidu byl odstranén, plotny byly blokovdny prostiedkem
Blotto a ddle byl ukonlen cely postup tak, jak je to obvyklé p¥i pouZiti systému ELISA.
Obdobné byla rekombinantni bilkovina zfed¥na na kone¥nou koncentraci 2 /ug/ml v 0,05 pufru
s uhliéitanem a hydrogenuhliditanem o pH 9,6 pfed provedenim vlastniho postupu.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce II. Monoklondlni protildtky, produkované bunednymi
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liniemi HIV gp!10-! a HIV gp!110-2 byly uvedeny do reskce s ENV3, ENVS, peptidem 36 a roz-
ruienym virem. Protildtky z bun&Znych 1ini{ HIV-gp!10-3, HIV-gpl10-4, HIV-gp-110-5 a HIV-
-gp' 10«6 byly uvedeny do reakce s BENV? a s peptidem 29 a také s rozrufenym virem.

k Tabulka II

- Pou¥iti systému ELISA ke stanoveni resktivity monokiondlnich protilédtek s rekombinantnimi
bilkovinami a syntetickymi peptidy

Rekombinantni sloZend bilkovina Synteticky peptid LAV CEM

ENV2 ENV3 ENV4 ENVS 29 36 39 kontrola kontrola
110-1 0,077 3,000 0,113 3,000 ¥D 2,421 0,054 0,908 0,125
110-2 0,003 3,0C0 0,000 3,000 D 2,305 -0,005 1,214 0,009
110-3 3,000 0,011 ND ND 3,000 XD 0,017 0,363 0,046
110-4 3,000 0,020 N» - .ND 3,000 - ND . 0,016 0,383 0,067
110-5 3,000 0,014 ND XD 3,000 ND 0,016 0,368 0,025
110-6 3,000 0,033 ¥D ND 1,937 ND - 0,017 0,468 0,032

V¥sledky z tabulky II ukazujf, %e monoklondlni protildtky 110-2 a 1i0-1 rozezndvaji
anigenni determinantu, pro niZ je kodem sled DNA v oblasti PENV3, zejména oblasti genomu
viru HIV, kterd je definovédna sledem aminokyselin, ktery odpovidé peptidu 36. To znamend,
%e se monoklondlni protildtky gpl10-1 a gptl10-2 v4%{ na oblast peptidu gpi10, pro niZ je
kédem oblast v. rozmezi bp7246 a¥ bpT317, jak je moZno prokdzat tvorbou imunologického
komplexu s peptidem 36 a s ENV3. Tato oblast genomu viru HIV byla drive povaZovdna za po-
mérné konservativni, tj. bylo pfedpoklédéno jen malé mnoZstvi zmEn ve sledu DNA, kterd je
koédem pro peptid 36 v riznych jzoldtech viru z rdznych zemdpisnych oblasti, jak bylo
popséno v publikaci Starcich a dal3f, Cell 46: 637 (1986). Na rozdil od této skutelnosti
se va#{ monoklondlni protildtka gpil0-3, -4, =5 a -6 na peptidy viru HIV, identifikované
oblastmi, které jsou kédem pro peptid 29, tj. od bpb688 do bp6750. Oblast gp!10, defino-
vand peptidem 29 ziejm& obsahuje nékolik nukleotidovych substituci v riznych jzoldtech vi-
ru. Monoklondlni protildtky, které se specificky vé%{ na gp-polypeptidy, které obsahuji
konservované epitopy nap¥iklad protilétky 110-1 a 110-2 mohou mit zvygenouw pouZitelnost
v rhznyeh okolnostech, napriklad pfi afinitni chromatografii a podobng. Také pfi stanove-
" nfch pomoci systému ELISA reagoval peptid 110-2-2 se sérem jednotlivce, z n¥ho% byl izolo-
vén izoldt viru TAV-Z.

Zkouska nepiimou imunofluorescenci

Nepfimd imunofluorescence pii pouZiti monoklondlnfch protildtek proti antigenu gptlo
viru HIV byla provéd&na na acetonem fixovanych a na Zivych bunkdch. Acetonem fixované
bunky na podlo¥nim skifé&ku, p¥ipravené z bunsk CEM, infikovanych izoldtem LAV byly inkubo-
vdny se zfeddnym supernatantem kultury nebo s ascitickou tekutinou hodinu pri teploté
37 °C, kdeZto %ivé buiky byly inkubovény se supernatantem kultury nebo s ascitickou teku-
tinou hodinu p¥i teploté 4 9¢ pred uloZenim bun&k na podioZni sklilko a pred jejich fixaci‘
acetonem. Oba postupy spodivaly v pouZiti fluoresceinisothiokyandtem znatené protilétky
proti my#{mu IgG pro detekci bun&k, nesoucich reaktivnf antigen gpl10. Monoklondlni proti-
14tka HIV-gp!10-1 poskytuje positivni visledky p¥i pouZit{ bundk, infikovanych izoldtem
LAV, a to jak Zivych, tak fixovanych acetonem.

Priklad 2
Neutralizace infektivity viru HIV monoklondlnimi protildtkami anti-gp!!0

V tomto piikladu se popisuje a charskterizuje neutralizace infektivity HIV pouZitim
monoklonélnich protilétek, které se vaiZi na gp!10 a na peptidy v oblasti gpl10. Vysledky
ukazuji, %e monoklondlni protildtky gp-110-3; =4, =5 a -6 maji neutrélizaéni'ﬁéinek a ze
zv145t8 protildtky gp-110-3 a gp-110-4 maji vysokou droven tohoto udinku.

Neutralizaini zkousky

Byla vyvinuta citlivé neutralizaln{ zkou§ka's moZnosti kvantitativhé stanovit udinek
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monoklondlnich protildtek na infektiviru viru HIV. Jako cilové bufiky byly zvoleny bunky
CEM, na nich pak bylo provédéno srovnéni. Ascitickd tekutina byla p¥ipravena zpilisobem,
uvedenym v pifkladu 1, nebo bylo ufito frakce IgG, gi¥téné sréZenim sirsnem amonnym,
nésledovala inaktivace 30 minut p¥i teploté& 56 O¢ a pak Feddnf podle pot¥eby prost¥edim
REMI s obsahem 10% fetdlniho telecfho séra. Suspenze kmene HIV, izoldtu LAVppy byla
z{skdna ze &tyfi dny staré kultury CEM v ristové log-fézi po filtraci filtrem s primé&rem
otvord 0,2 aZ 0,45 /um, Do rozdélenf na podily a zmrazeni na teplotu =70 9., Jeden podil
byl zahi4t za roztéti a titrovén ke st anoveni TCIDSO’ nédsledujici zkousky byly provedeny

s Gerstvd roztdtym materidlem, zieddnym na 1 : 500 #ivnym prost¥edim za dosaZeni kon-
centrace, pribliZn& rovné desaterondsobku mno¥stvi, jehoi je zapotiebi k infekei 50 % bu-
n&k CEM v kultufe (10 x ICID 0) Suspenze viru byla smisena se stejnym objemem (250 ul)
roztoku monoklonélni protllétky pii pétindsobném postupném Yeddni 1 : 5, 129, 1 765,

1 : 625. Sm&s viru a protildtky byla inkubovdna 45 minut pri teplot& 37 % a pak bylo fe-
d&ni opét zvitieno a smés byla znovu inkubovéna 45 minut p¥i teplot¥ 37 C nadeZ byly
vzorky, znovu zred&né na polovinu ufity k naolkovdni vyhloubeni nikrotitraénich ploten,
obsahujicfch piibliZn& 2 x 105 bundk CEM na vyhloubeni v objemu 1,0 ml. Pak byly kultury
inkubovany p¥i teploté 37 Oc ye vlhkém ovzdu¥i s obsahem 5 0 oxidu uhlilitého celkem 14
dni, nadeZ byly oddéleny, peletovény a rozruseny pusobenim 1% Tritonu-X~100 v PBS za dobu.
10 minut. MnoZstvi viru nebo virového antigenu, piftomného v rozrugenych bunkdch bylo kvan-
titativnd stanoveno pPi pou¥it{i citlivého antigenu HIV, vézaného na enzym. Titr neutrali-
zadni Wdinnosti byl v pifipadé, %e bylo moZno jej prokdzat, stanoven jako pievrécend hodno~
ta Peddn{ monoklondlni protilétky, kterd vede k inhibici produkce antigenu na vice neZ 50
% v kulturdch inkubovanych bez protilétky nebo s monoklondlni protildtkou téhoZ isotypu,
kterd pred timto opat¥enim nem&la neutralizadni dinek. :

Shora uvedend zkou¥ky s sntigenem HIV byly provedeny s dvéma monoklondlnimi proti-
14dtkami, které byly specifické pro p25. PrisluZné bun&éné linie hybridomu byly ziskdény sho-
ra uvedenym zptisobem s malymi modifikacemi vietn& gisténi sloZené bilkoviny gag jako imue
nogenu a s charakterizaci vysledné monoklondlni protildtky s ohledem na jeji specifilnost
a reaktiviru poufitim rekombinantnf sloZené bilkoviny, piedem oznafené GAG-1, GAG-2
a GAG-3 a syntetického peptidu 141. Bilkovina GAG-! se zisksd expresi plasmidu pGAG-1 (ATCC
53379), bilkovina GAG-2 se ziskd expresi plasmidu pGAG-2 (ATCC 53111) a GAG-3 se z1iskd
expresi 2z pGAG-3 (ATCC 53112). Produkce rekombinantni sloZené bilkoviny je popséna v US
patentovém spisu &. 764 460 a 828 828. Kédem pro synteticky peptid 141 je genomové oblast
LAVBRU, kxterd odpovidé zbytkim aminokyselin 198-242. Monoklondln{ protildtky, produkované
bunéZnou linif hybridomu p25-2 a p25-3 jsou reaktivni vzhledenm k rekombinantnim sloZenym
bilkovindm GAG-1, GAG-2 a GAG-3 a monoklondlni protildtky p25-3 jsou reaktivni rovn&Z vzhle-
dem k syntefickému peptidu 141,

Aby bylo moZno provést zkou¥ku na vazbu antigenu, byly jednotlivé reakdni sloZky nej-
prve navdzdny na pevnou podloZku. Ascitickd kapalina, ziskand pouZitim bun&€k hybridomu,
1inif p25-2 a p25-3 byla zPed¥na v pom&ru 1 : 5000 ve 25 mM Tris pufru a pH 8,5 a 200 /ul
takto ziskaného materidlu bylo uloZeno do jednotlivych vyhloubenfi mikrotitraénich ploten.
Pak byla vyhloubeni uzaviena a inkubovéna 16 hodin p¥i teplotd 4 %C. Roztok pak byl
z vyhloubeni odstrann a byl p¥iddn blokujici roztok Blotto (0,3 %) v PBS. Blokovéni trvalo
15 minut pii teplot® mistnosti. Blokujfci roztok pak byl odstranén odsdtim a byl piidédn
vzorek. Do ka%dého vyhloubeni bylo pi¥iddno 200 /ul rozrudend bunX&né suspenze a 5,0 /ul
. kongugétu, pripraveného shora uvedenym zpisobem. Plotny byly inkubovény pfi teploté 37 %
.dvé hodiny a pak byla suspenze odsdta a vyhloubeni byla 4x promyta pufrem (0,05% Tween 20
v PBS). Konjugit byl pifipraven nésledujicim zpisoben: Monoklondlni protilétky p25-6
a p?5-7 byly konjugovény s peroxiddzou z kienu (HRP) v molérnim pom¥ru 3 : 1 (&b : HRP)
celkem t#i hodiny p¥i pouZiti oxidace jodistanem zpisobem podle publikace Nakane a dal3{,
J. Histochem. Cytochem. 22: 1084 (1974). Konjugéty byly ziedény v poméru 1 : 1500 odtufné-
nym suienym mlékem o koncentraci 2,5 %, 0, 01% thimerosalem a 0,005% prostfedkem Antifoam A
ve 20 mM citronanu sodneho. Zbytek postupu s pouiltlm systému ELISA byl proveden stejné
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jako v pPikladu !. :

V¢siedky pokusi s neutralizaci pomoci protildtek gp-110-3, -4, ~5 a -6 jsou nédsledu-
jici. Nejvyssl tittry se zachovénim neutralizadni dfinnosti byly tyto: gp-~110-3 = 15,625,
gp-110-4 = 9,765,652, gp=110-5 = 125 a gp-110=-6 = 625.

Vzhledem k pPedpoklédané genetické varigbilité oblasti, definované peptidem 29 byla
zkoumdna schopnost monoklondlni protildtky gp-110-4 rozezndvat jiné izoléty viru HIV. By-
1y provedeny imunofluorescendni zkousky shora uvedenym zpusobem. Protildtka gp-110-4 byla
schopna rozeznat antigen v kulturdch alespon ti#i ze 16 izoldtd viru HIV, které byly podro-
beny zkougkdm. '

Protildtka gp-110~4 byla schopna neutralizovat viry, izolované v prab&hu 15 tydnld ze
$impanzi, naoékovanych izoldtem LAVpoy jeko kontrolnich zvifat pfi pokusu s vakcinou pro-
ti AIDS. Monoklondlni protildtka byla schopna neutralizovat izoldty presto, Ze zvire mé&lo
sérové protildtky, které neutralizovaly HIV in vitro a piesto, Ze zviTe vyvinulo m&fitel-
nou bunddng zprostiedkovanou imunologickou odpoved proti infekei HIV. Tato skuteénost pro-
kazuje nepPitomnost posunu antigenu in vivo pro epitop, rozeznévany protilétkou gp-110-4.

Priklad 3
Neutralizace infektivity HIV smési monoklondlnich protilétek proti gp-110 a p-25

Vv tomto piikladu se popisuje peutralizace infektivity HIV pfi pouZiti monoklondlnich
protildtek, které se vé3{ na gp!10 a na peptidy v oblasti gp!10 v kombinaci s monoklonédl~
nimi protilédtkemi, které se vé%{ na p25 a na pepbidy v této oblasti, které jako takové ma-
ji malou nebo Zddnou neutralizadéni éinnost. Vysledky ukazuji, Ze monoklondlni protilétky
gp-110-2 v kombinaci s p25-6 nebo p25-7 maji zZvl4sts vysokou hladinu neutralizadni déin-
nosti.

Buns&né linie hybridomu p25-6 a p25-7 byly ziskdny shora uvedenynm zpisobem s modifi-
kacemi, které zahrnuj{ pouZiti inaktivovaného rozru¥eného viru nebo $igténé Gag rekombi-
nantni slofené bilkoviny, ziskané expresi v E. coli jako imunogenu s naslednou charakteri-
zaci vyslednych monoklondinfch protildtek na specifidnost a reaktiviru pri pouZiti rekom-
binantnich sloZenych bilkovin, oznadenych GAG-1, GAG-2 a GAG-3 2 syntetickych peptidl 15,
88, 150, 147 a 148. Syntetické peptidy jsou zakodovdny v oblasti genomu LAVBRU, odpovida~-
jici ndsledujicim zbytkim aminokyselin:

peptid 15 - zbytky aminokyselin 329 a% 350,
peptid 88 - zbytky aminokyselin 315 aZ 350,
peptid 150 - zbytky sminokyselin 318 aZ 363,
peptid 147 - zbytky aminokyselin 278 aZ 319 =2
peptid 148 ~ zbytky aminokyselin 290 a% 319.

~

Monoklondlni protilétky, produkované butikemi bundéné linie hybridomu p25-6 a p25-7
jsou reaktivni vzhledem ¥ bilkovin& GAG-3, protildtky bundéné linie p25-6 reaguji k synte-
tickym peptidim 147 a 148 a p25-T7 je reaktivni k syntetickym peptidim 15, 88 a 150.

Neutralizadni pokusy byly provédiny shora uvedenym zptsobem aZ na to, Ye v pripadé, Ze
bylo u¥ito sm&si, byly jednotlivé monoklondlni protildtky nejprve ztedény v pomdru 1 : 5
fivnym prostfedim a pak smiseny ve stejnych pomdrech do xonetndho Feddéni 1 : 10. Zbytek
zkousky byl provddén shora uvedenym zpisobem.

Monoklondlni protildtky gpl10-2, peb-6 a p25=7 neutralizuji antigen na ménd neZ 50 %
v pripadé, ¥e jsou uiity jako takové. V piipadd, Ze se uZije sm¥s monoklondlni protilatky
gp!10-2 s p25-6 nebo s p25-7 v Peddni 1 : 10, dojde k dplné neutralizaci. V piipadé, Ze se
u%ije smds, obsahujici monoklondlnf protilétky p25-6 a p25-T, je neutralizadni udlinek 60
a%z 90 %.

Priklad 4

Imunologické Udinnost peptidu 29 a jeho homologd
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Schopnost peptidu 29 a homolognich peptidd vietn¥ peptidd 177 stimulovat imunolo-
gickou odpovéd proti HIV byla zkoumdna na dvou kmenech my%i. Postup vyroby imunogennich
peptidd, imunizace & hodnoceni imunologické odpovEdi bude déle uvedeno.

Peptid 29 byl pPipraven pro imunizaci konjugaci s &i¥ténym thyreoglobulinem. Thy-
reoglobulin mdZe byt pro konjugaci ufit ve formé derivétu s Nesukeinimidyle4-(N-maleimi-
domethyl)cyklohexan-1-karboxylétem zpisoben, popsanym v US patentovém spisu &. 4 629 783,
sloupec 10, ¥. 28 aZ 51, Jako druhy imunogen byl thyreoglobulin uZit jako derivat s glu-
taraldehyden ndsledujicim zplisobem. 27 mg thyreoglobulinu vep¥e bylo rozpu¥téno v 1 ml,
0,1M hydrogenuhlilitanu sodného, k némuZ bylo po kapkéch priddno 8,3 /ul, 25% roztoku
glutaralaldehydu a smés byla mfchéna p¥es noc piFi teploté mistnosti. Pak byl pridén 1 ml
pufru s uhliditanem a hydrogenuhliditanen sodnym o pH 9,3 a roztok byl 8 hodin dialyzovén
proti dvima litrim +ého¥ pufru pPi teploté 4 O¢ g vplnou vym&nou dialyzdtu po 4 hodindch.
Psk byl k derivétu thyreoglobulinu piidén peptid 29 v pPebytku pHibliZng 100M a sm&s byla
michédna pPes noc pii teplotd mistnosti. Nezreagovany glutaraldehyd byl blokovén 200 /ul
roztoku lysinu s koncentraci 0,2M michénim sm&si n&kolik hodin nebo pYfes noc pFi teploté
nistnosti. Konjugdt peptidu a thyreoglobulinu byl pak dikladn® dialyzovén proti PBS pri
teploté 4 ¢, :

Dva kmeny my3{, C57 (Zerné) a BALB/c byly olkovény peptidem, piipravenym konjugaci.
Na poddtku odkovéni byla ufita zvivata ve stdrfi 2 aZ 4 tydny. Zvirata byla olkovdna intra~
nasalné, intraperitonedlné, do odstrangné poko¥ky ocasu, podkoZng nebo do tlapky. Otkova~
ci materidl sestévéd z 25 ug konjugovaného peptidu v suspenzi v 0,5 ml plného Freundova
pomocného &inidla, dalé{ olkovan{ bylo provedeno za 2, 3 a 5 tydnd p¥i pouZitl téhoZ ma-
teridlu af na to, Ze bylo uZito neyplného Freundova pomocného prostiedku. Vzorky séra od
jednotlivych my3i byly odebrény pPed imunisaci, 4 dny po imunisaci po 3 tydnech a 4 dny
po konedné imunisaci po 5 tydnech. Vzorky séra byly analyzovdny na protilédtky proti homo-
lognim peptidtm nebo proti celému viru systémem ELISA. Séra, kterd obsahovala udinné pro-
tildtky proti LAV byla déle sledovdna na neutralizagni dginnost a imunoblotovou reakci
s antigenem rozruseného LAV a radioimunoprecipitaci s radioaktivnd znadenym gplio.

Vysledky imunizace ukazuji, Ze mysi, imunisované peptidem 29 produkovaly protildtky,
které reagovaly s peptidem 29 a s rozrudenym virem LAV-1 p¥i pouZitil systému ELISA. Konju-
gaci peptidu 29 s glutaraldehydem bylo moZno dosdhnout vysdiho titru protildtek proti pep-
gidu 29 u my3i Balb/c, pFestoZe u néxterych t¥chto my3i bylo mo¥no vyvolat tvorbu téchto
protildtek i konjugaci s imidem kyseliny maleinové. My3i, imunisované peptidem 177 produ-
kovaly protildtky proti tomuto peptidu, konjugace peptidu 177 s glutaraldehydem viak vy-
voldva dokonalejii imunologickou odpoved. My3i C57 byly citlivéjs{ na imunologicky popud
po vstiiknuti peptidu 177 ne¥ my3i Balb/c. Mysi, imunisované peptidem 110-2-2 isoldtu
LAV-2 produkovaly protildtky proti peptidu 110-2-2 a viru LAV-2, jak bylo moZno prokdzat
zkoudkou ELISA. Peptid 110-2-2, konjugovany s glubaraldehydem byl imunogenni u mysf C57
a Balb/c, pPestoie titry protildtek proti peptidu 110-2-2 byly obvykle vy%¥i u mysi Balb/c
ne¥ u ny%i C57, kdeZto titry pro virus LAV-2 byly obvykle vy33i u mysi C57 ne¥ u mysi
Balb/c. .

Vzorky séra z imunisovanych my$i, které

i)  obsahuji protildtky proti celému viru,
ii) Jsou schopné neutralizovat virus HIV, nap¥iklad p¥i zkoudksch, uvedenych v prikladu 2 a
iii) reaguji s peptidem 29 p¥i zkoudce ELISA, :

prokazuj{ déinnost pou#iti peptidu 29 ve formé vakciny.
Priklad 5
Tmunoafinitni déleni gptl0 p¥i pouziti monoklondlnich protilétek

Monoklondlni protildtky proti antigenu gp!10 HIV je moZno ufit p¥i imunocafinitnim dé&-
leni za ziskdnl v podstaté Eistych rekombinantnich sloZenych bilkovin, vzniklych bakte-
ridlni expresi. V piipad&, Ze bilkovina jeko produkt exprese Je bakterii vylulovdna, je moi~
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no ji izolovat ze supernabantu lultury. Vv pripads, Ze vyludovéna neni, na¥e byt zapotiebl
rozruiit bakteridlni bunky.

Konstrukece plasmidu pENV-5 (ATCC &. 53074) Je popsédna v US patentové piihldice .
721 237. Tento plasmid obsalmje %kdéd pro v&tsl fést karboxylového zakonleni gpli0 a pro
34st zakonZeni gp4l, s obsahen sminoskupiny izoldtu LAV, tyto kody jsou vilen&ny do vekto-
ru trp pro expresi. E. coli G600 je timto vektorem transformovédna, btakie dochézi k expresi,
aviak nikoliv k vyludovéni slofené bilkoviny gpl10.

E. coli C600 s obsahem pasmidu pENV-5 se péstuje v prostiedf, které obsahuje 20 /ug/
/ml trypbofanu a 100 /ug/ml ampicilinu p¥es noc pii teploté 37 O za provzdu¥novéni. Zis-
kand kultura se pak olkuje v pomgru 1 : 100 do Zerstvého minimélniho #ivného prostiedi,
které obsahuje 100 /ug/ml ampicilinu, aviak nikoliv tryptofan. Tyto kultury se pak p&stu-
ji za provzduéﬁovéni 2 a¥ 3 hodiny, tj. a% do %asné log féze pii teploté 37 Oc. Pak se p¥i-
d4 induktor, tj. kyselina 3-B-indolakrylové (Signa Chemical Co., St. Lous, MO) do koneéné
koncentrace 20 /ug/ml 5 terstvé piipravovaného zésobniho roztoku této latky s obsahem 20
mg/ml v 95% ethanolu. Kultury po indukei se pek p¥stuji pii teploté 37 % za provzduﬁﬁové—
ni 4 a% 5 hodin, nalei se peletuji odstyedénim a popiipadd zmrazi. Vytéiek bilkoviny '
z pENV-5 je obvykle nizst ne¥ 1 mg/l.

Peletované bakteridlni bunky se rozrudi pii pouziti pufru p-RIPA (PBS s obsahem ! %
Triton X-100, ' % deoxycholdtu, 0,1 % dodecylsiranu sodného a 1 % Aprotininu), po jehoiz
pHidéni dojde k rozrudeni bundk B. coli. Suspenzi je moZno zpracovat jedté pasobenim ultra-
zyuku k od¥tépeni DNA a RNA s ndslednym odstredénim k oddsleni pevného podilu. Pak jedte
mize byt zapotiebi materidl ziedit nebo zahustit k ziskéni standardni koncentrace bilkoviny.

Monoklondlni protildtka HiV-gp!10-1 se na poddtlu vysrdéi 2 ascibické kapaliny nebo
ze supernatantu bundénd kultury pii teploté mistnosti nebo ve chladu pouZitim siranu amon-
ného nebo siranu sodného, roztoky jsou upraveny pufrem na pH 7,3 a uZivaji se do konedného
nasyceni 33 % Vv p¥ipad® siranu amonného a 18 % v pripadé siranu sodného. VysrdZend bilkovi
na se odd8li odst¥edénim, znovu se rozpust{ v PBS a znovu srd¥i pridénim 33 % siranu amon-

ného nebo 12 aZ 15 % sipanu sodného. Tento postup je moZno v piipadé potiedby opakovat. Pak
se bilkovina znovu rozpusti v PES a prebytek soli se odstrani filtraci na gelu nebo dialy~-
zou proti PB3.

4 5t¥nou monoklondlni protildtku 110-1 je pak moZno navézat na Sepharosu, sktivovanou
bromkyanem. Pot¥ebné mnoZstvi gelu se neché nebobtnat v 10'3 M kyseliné chlorovodikové na
sklendném filtru (1 g lyofilyzovaného materidlu poskytuje piibli¥ng 3,5 ml vysledného obje-
mu gelu), 15 minut se promyvé tym# roztokem a pak se ihned pridd protildtka. K vazb& ob-
vykle lépe dochdzi p¥i pH v rozmezi 8 az 10, je vSak moZno wiit nizsino pH v pripadé, Ze Je
to nutné pro stdlost protildtky. protilétka miZe byt rozpufténa v PBS nebo v uhliditanovém
a hydrogenuhliéitanovém nebo boritanovém pufru se 150 mM chloridem sodnym s vysokou ionto-
vou silou. Aktivovand sepharosa a protildtka v suspenzi se opatrné miché 2 a¥ 4 hodiny p¥i
teplotd mistnosti nebo pies noc pFi teploté 4 %¢ a pak se pfomyje na sklendné frité pufrem.
Jakékoliv zbyvajici aktivni skupiny se blokuji pasobenim 1,0 M ethanolaminu pii pH 8 celkem
2 hodiny. Vyslednd sepharosa S navézanou protildtkou se pak st¥{davd promyvé roztokem
pufru s vysokym a nizkym pH (boritanovy pufr 0,1 M o pH 8,5, 1 M Na¢l a acetdtovy pufr, 0,1
M opH 4,0 a 1 M Nacl) &tyPikrét nebo pstkrét. Timto promyvénim se odstrani stopy nekova-
lentn& vézaného materidlu. Pak se hotovd matrice pro imunoafinitni d&leni skladuje pri
teploté vyss{ neZ 8 Og za piitomnosti vhodné bakteriostatické 14tky, napiikiad 0,01% azidu.

 Pr{dénim pilkoviny, ziskané expresi ve form& suspenze ke shora uvedend matrici mé za
nésledek selektivni odstransni antigenu gpl!0. Sm¥s se ponechd 2 s% 24 nodin, s vyhodou 12
a¥ 18 hodin ve styku s matrici za pomalého michdni nebo trepdni. Je také moZno uwiit sloup-
ce, do n&hoZ se matrice ulo%i a pak se suspenze pilkoviny nechd pemalu sloupcem protékat.
Jekmile dojde k tplnému pridéni kapaliny do sloupce, je zapotiebi pritok kapaliny sloupcen
zastavit, aby bylo mo¥no dosshnout co nejvyssi tvordy imunologického komplexu.

Nenavézany materidl se vymyje ddkladnym promytim sloupce adsorpénim pufrem. MiZe byt
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u¥ito i odsdvanf. Pak se navizany materidl vymyvé pri pouZiti pufru s nizkym nebo vysokym
pH, napiiklad octanovym pufrem o pH 4,0 nebo boritanovym pufrem o PH 8,56 nebo chaotrop-
nim &inidlem. :

PHiklad 6
Imunoafinitni ¥idténi rekombinantniho gpl10 ze ssavéiho systému pro expresi

Monoklondlni protilétky; 2{skané zpisobem podle vynélezu je moino ugit pii Zigt¥nt
rekombinantni sloZené bilkoviny gp110, k jejiZ expresi doslo v bunkdch saved. Bunky saved
se infikuji rekombinantnim virem planych ne¥tovic podle publikace Mackett a dal¥{, J. Vi-
rol. 49: 857 (1984), ktery obsahuje sledy, které jsou kédem pro alespon &dst bilkoviny
gpl 10, kterd je antigennd G¥innd a vyvolévéd tvorbu neutralizadnich protildtek.

Rekombinantnf virus planych nedtovic se ziské zpliscbem podle US patentové prihldsky
%. 842 984, Postupuje se tak, %e se sled, ktery je kbédem pro obalovy glykoprotein viru HIV
vélenf do vektoru, kterym je plasmid pGS20 smérem dold od ¥{dictfho iseku pro stranskripci
viru planyeh negtovic. Tento chimérni gel md na svych okrajich sledy, které jsou koédem pro
virovou thymidinkindzu (TK) kindsu. '

Chimérni vektory s obsahem promotoru viru planych nedtovic navdzané na gen pro oba-
lové &4sti LAV byly uZity k transformaci E. coli kmen MC1000. vélengni chimérniho sledu
LAV-env do genomu viru planych nestovic bylo dosaZeno rekombinaci in vive a dbylo umoZn&no
skutednosti, %e chimérni geny v plasmidech pv-env5 jsou ohranileny sledem viru planych
nestovic, ktery je kddem pro TK. Tento plasmid se pak véleni do bun&k, pledem infikovanych
divokym typem viru planych ne¥tovie a k rekombinaci dochdzi mezi sledem TK plasmidu a ho=-
molognim sledem v genomu viru planych nedtovic, gim¥ dojde k vdlenéni chimérniho genu.
Jako hostitelskych bunék prd dosaseni exprese bylo uZito ledvinnych bundk africkych opic
(kmen BSC-40) bundind linie, odvozend od jmortalisovenych bun&k BSC-1, uloZenych ve sbirce
ATCC pod Zislem CCL26.

Souvisld vrstva bundk BSC-40 se infikuje deseti rekombinantnimi viry planych negtovic.
Infekce trvéd 12 hodin, pak se punky izoluji, promyji se PBS a 0dd&€1{ odstied&nim. Takto
z{iskané pelety bun&k se znovu uvedou do suspenze v pufru pro rozrueni bundk, (1,0 % NP 40,
2,5 % deoxycholdtu sodného, 0,1 M chloridu sodného, 0,01 M tris-HC1l o pH 7,4, 1 mM EDTA)

a materidl s rozrufenymi punkami se pak vylePfi odstpedéninm. Imunoafinitni d¥leni rekombi-
nantnf sloZené bilkoviny po expresi se provédi shora uvedenym zpisobem p¥i pouiiti‘mono-
klondlni protilétky gp-110-1. Bilkoviny, produkované timto systémen pro expresi jsou bliZ-
§{ prirodné produkovanému HIV gp!10, protoZe k produkeci a glykosilaci do¥lo v bunkdch
savcl. ‘

Priklad 7
Inhibice infekce HIV blokujfcimi peptidy

G&innost blokujicich peptidd pPi inhibici infekce bunék v tkddovych kulturdch kmene
LAVBRU viru HIV byla studovéna pii pou¥iti modifikace postupu, uvedeného pro vyhodnoceni
peptidu T podle shora uvedené publikace Pert a dal¥fch. Vghodnd inhibice HIV spoéivéd v tom,
%e se smisi stejné objemy blokujiciho peptidu a pungk CEM v mnoistvi 2,5 % 105 v prostie-
df RPMI s obsahem 10 % FCS a 2 mg/ml polybrenu a smés se inkubuje 45 minut p¥i teploté
37 %. Pak se p¥idd virus v rdznych ddvkdeh, a to 10, 50, nebo 500 TCID5O’ sm&s se inkubu-
je 14 dnd pii teploté 37 %: a pak se supernatant zkoumé na produkei virového antigenu na~-
piiklad p25. : '

Predb&¥ns inkubace bungk CEM s peptidy pied priddnim viru do kultury napomdhé inhi-
biénimu d&inku. Inhibice je névislé na dévee viru, je dostabefnd silnd p#i nfzkych a stred-
* nich dévkéch, ziejmé viak nedostatuje pii nejvy3iich dévkéch viru.

Pribliznd 60% a¥ 90% inhibice produkce virového antigenu bylo moZno dosdhnout pii
nizkych ddvkéeh viru pfi pouziti peptidu T, Dalsi pokusy’s peptidy X - XV s amidovanym
karboxylovym zakondenim a acetylovanou koncovou aminoskupinou poskytovaly podobné vysledky,
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prifemZ peptid XI byl zvldit¥ ydinny v Zirokém rozmezi ddvek. Neutralizadni protildtky je
moZno piidat bud v prib&hu predb¥#né inkubace nebo v dobd, kdy je priddvén virus za vzni-
ku aditivni nebo synergické inhibice produkce virového antigenu.

Z toho, co bylo uvedeno, je ziejmé, Ze monoklondlni protildtky a peptidy vdetné& blo-
kujicich peptidd mohou zajistit zlepZené postupy pro neutralizaci a/nebo inhibici infekei
virem HIV. To umo¥nuje snadné ziskdén{ profilaktyckych a 1éebnych farmaceutickych pro-
st¥edkl, dfinnych proti v&t¥in¥ nebo proti viem kmentm HIV. Mimoto je moZno nové materidly
uzit k diagnostickym a jinym zndmym postuplm. '

PrestoZe vyndlez byl popsén v souvislosti s vyhodnymi provedenimi pro jasnost a sro-
zumitelnost, je ziejmé, Ze je moZno provést jedté rizné zmdny s modifikace, spadajici do
oboru vynédlezu.

V nésledujici tabulce budou uvedeny ddaje o mikroorganismech, které byly uZity a jsou
uvedeny v prib&hu pFihldsky.

Udaje o uloZeni mikroorganismu

Nédsledujfici mikroorganismy byly uloZeny ve sbirce ATCC, 1230! Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, USA.

popis laboratorn{ oznadeni &islo ATCC datum uloZeni

my$1 hybridom

(balb/c/NS-1) HIV-gp 1101 HB 9175 15, 8. 1986
" HIV-gp 110-2 HB 9176 15. 8. 1986
L HIV~-gp 110-3 HB 9177 15, 8. 1986
" HIV-gp 110-6 HB 9404 30. 4. 1987
" , HIV-gp 110-4 HB 9405 30. 4 1987
" HIV-gp 110-5 HB 9406 30. 4. 1987
LA HIV-p 25-2 HB 9407 30. 4. 1987
" HIV-p 25-3 HB 9408 30. 4. 1987
" HIV-p 25-6 HB 9409 30. 4. 1987
" HIV-p 25-7 HB 9410 30. 4. 1987

Hybridomy HB 9175, HB 9176 a HB 9177 byly zkou¥eny a byly Zivotné 26. 8. 1986. Zbyva-.
jici hybridomy byly zkoudeny a byly Zivotné 4. 5. 1987.

PATENTOVE NAROKY

Zplsob vyroby hybridomd pro produkci monoklondlni protildtky proti viru HIV, vyznalu-
Jici se tim, Ze se extrakt rozrufeného viru vdZe na nosil, nap¥iklad na lektin z Col&ky
a ziskany materidl se uZije k imunizaci my¥i, jejichZ B-lymfocyty ze sleziny se pak podrobi
fizi s NS-1 myelomatickymi bunkami za vzniku hybridomu, #ivné prostiedf, v ném% se bunky
hybridomu udrZuji se zkoumd na pi{tomnost protildtek a bunky, které produkuji monoklondlni
protildtky, schopné raakce s determinantnim antigenem obalového glykoproteinu gpii0 viru
HIV, obsaZenym v blokujicim peptidu T nebo v jeho derivédtu nebo analogu se ddle péstuji.
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