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A talalmany targya eljaras fj, HIV fert6zés lekiizdésére
képes, a LAV 301-336 aminosavainak megfelelé HIV
gpl0vagy gag p25 teriileten beliili semlegesito epitoppal
fajlagosan reaktiv monoklonalis antitestek, valamint az
emlitett monoklonalis antitesteket termeld sejtvonalak
és a HIV semlegesité epitopot magaban foglalo HIV
antigén determinanst meghataroz6 immunreaktiv peptid
eldallitasara. Kiterjed a taladlmany a HIV fertézések ke-
zelésére alkalmas gyogyaszati készitmények illetSleg
vakcinak el6allitasara is.

A szerzett immunhianyos szindromaért (AIDS), en-
nek bevezetd fazisaiért, az AIDS-sel kapcsolatos komp-
lexért (ARC), valamint a limfoadenopatia szindromaért
(LAS) felel8s fert6z6 anyag egy 0j limfotrof retrovirus.
A virust sokféleképpen elnevezték mar, igy LAV-nak,
HTLV-III-nek, ARV-nek, és legujabban HIV-nek.

Ahogyan a HIV elterjedése jarvanyos méreteket ér el,
a fert6zott egyének kezelése és az atterjedés megel6zése
nem fert6zott, de a fertézés kockazatanak kitett egyének-
re kiemelkedd fontossagu. A kiilonboz4 terapias straté-
giak iranyulnak a virus életciklusainak kiilonb6z6 fazi-
saira, ezeket Mitsuya és Broder korvonalazzak [Nature
325, 773 (1987)]. Az egyik megkdzelités magaban fog-
lalja az olyan antitestek alkalmazasat, amelyek a virus-
hoz ktddnek és gatoljak a virus replikacidjat vagy meg-
zavarva a virus belépését a gazdasejtekbe, vagy mas
mechanizmus révén. Amikor az antitest beavatkozasara
fogékony virus komponenst azonositjak, remélhetd, hogy
a virus fert6zoképességének semlegesitésére alkalmas
antitest titereket 1étre lehet hozni vakcinalassal, vagy
egy masik modszer szerint a kivant fajlagossagi im-
munglobulinok vagy monoklonalis antitestek passziv
beadasaval.

A legtobb retrovirus burok-glikoproteinjeirdl 01gy gon-
doljék, hogy a fogékony sejtek feliiletén levd receptor-
molekulékkal reagélnak, ezzel hatarozva meg a virus
fert6zOképességét bizonyos gazdaszervezetekre. Azok
az antitestek, amelyek a glikoproteinekhez kotodnek,
meggatoljak a virus kdlcsonhatasat a sejtreceptorokkal,
a virus fertézoképességét semlegesitve. Ezzel kapcsolat-
ban lasd az alabbi irodalmi helyeket: The Molecular
Biology of Tumor Viruses (1973), (szerkesztd: Tooze
1.), 534. oldal; és RNA Tumor Viruses (1982) (szerkesz-
t6k: Weiss R. és munkatarsai), 226-236. oldal; mindkét
irodalmi helyet referenciaként teljes egészében beépit-
jiik ebbe a bejelentésbe. Tovabbi irodalmi helyek a fenti
témaval kapcsolatban: Gonzalez—Scarano €és munkatar-
sai: Virology, /20,42 (1982) (La Crosse virus); Matsuno
és Inouye: Infect. Immun. 39, 155 (1983) (Ujsziilstt
borji hasmenés virusa); és Mathews és munkatarsai: J.
Immunol. /29, 2763 (1982) (Enkefalomielitisz virusa).

A HIV altalanos szerkezete egy ribonukleoprotein
mag szerkezet lipid-tartalmi burokkal koriilvéve, ame-
lyeta virus a csirazas soran szerez meg a fert6zott gazda-
sejt membranjabol. A virus-kodolt glikoproteinek a bu-
rokba beagyazva és kifelé kiugorva vannak. A HIV bu-
rok-glikoproteinjei kezdetben a fertézott sejtben szinteti-
zalodnak 150 000-160 000 dalton molekulatomegii pre-
kurzorként (gp150 vagy gpl160), amely azutin a sejtben
feldolgozodik 110 000-120 000 dalton molekulatémegii
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N-terminalis fragmentumma (gp110 vagy gp120), hogy
a kiils6 glikoprotein kialakuljon, és egy 41 00046 000
daltonos C-termindlis fragmentumma (gp41), amely a
transzmembran burok-glikoproteintképviseli.

A fentebb targyalt okokbol a HIV gpl10 glikopro-
teinje sok kutatas targya, mivel ez lehetséges célpont a
virus életciklusanak megszakitasahoz. A HIV-vel ferté-
zott egyénekbdl nyert szérumrol kimutattak, hogy sem-
legesiti a HIV-tin vitro, és olyan antitestek vannak jelen
a szérumban, amelyek kotddnek a tisztitott gpl10-hez
[Robert—Guroff és munkatarsai: Nature, 376, 72 (1985);
Weiss és munkatarsai: Nature, 376, 69 (1985); és
Mathews és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
83, 9709 (1986)]. A tisztitott és rekombinans gpl110
stimulalta a semlegesitd szérum antitestek képzddését,
amikor allatok immunizalasahoz alkalmaztak [Robey és
munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 7023 (1986);
Lasky és munkatarsai: Science, 233, 209 (1986); és egy
humén eredmény: Zagury és munkatarsai: Nature, 326,
249 (1986)]. Kimutattak a gpl10 molekula kotédését a
CD4(T4) receptorhoz is, és azokrol a monoklonalis an-
titestekrél, amelyek felismerik a CD4 receptor bizo-
nyos epitopjait, kimutattak, hogy meggatoljak a HIV
kotését, a szincitium kialakulasat és a fert6z6képességet
[McDougal és munkatarsai: Science 23/, 382 (1986)].
Putney és munkatarsai [Science 234, 1392 (1986)] kiala-
kitottak allatokban semlegesitd szérum antitesteket, mi-
utan a gpl10 molekula karboxil-terminalis felét tartal-
maz6 rekombinans fzios fehérjével immunizaltak eze-
ket, tovabba azt is bemutattak, hogy a burok-fehérje
glikozilezése nem sziikséges egy semlegesité antitest
vélaszhoz.

igy kivanatos lenne egy, a HIV gp110 molekulat vagy
részeit hasznositd, AIDS elleni alegység-vakcina. Az
alegység-vakcindk az inaktivalt vagy legyengitett viru-
sokbol készitett vakcindk alternativéai. Az inaktivalt vak-
cinak aggodalomra adhatnak okot a lehetséges hiba mi-
att, hogy nem az Osszes virus-részecske pusztul el, a
legyengitett virusok pedig rendelkezhetnek a mutacid
képességével és visszaszerezhetik betegségokozd ké-
pessegiiket. Az alegység-vakcinaknéal a virusnak csak
azokat a részeit alkalmazzak a gazdaszervezet immuni-
zalasara, amelyek azokat az antigéneket vagy epitopokat
tartalmazzak, amelyek képesek immunvalasz kivaltasa-
ra, pl. semlegesito antitesteket, ADCC-t, és citotoxikus
T-sejt valasz kivaltasara. Az alegység-vakcindk nagy
elénye, hogy oda nem ill6 virus-anyag ki van zarva.

A vakcinakban valo alkalmazashoz virus alegysége-
ket szamos modszerrel ki lehet alakitani. Igy pl. a burok-
glikoproteint egy bakterialis gazdaszervezetbdl ki lehet
fejezni és tisztitani, bar ebbdl a molekulabol hianyozhat
a legtdbb transzlacid utani modositas (pl. glikozilezés)
vagy mas feldolgozasi 1épés. Az ilyen modositasokat
ugy kaphatjak meg, hogy egy eukariota kifejezd rend-
szert alkalmaznak, pl. élesztd vagy emlos sejt tenyé-
szetet. Virus-géneket tigy vezettek be emlds sejtekbe,
hogy vektorként Vaccinia virust alkalmaztak. Lasd pl.:
Mackett M. és munkatarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
79, 7415 (1982); Panicali D. és Paoletti E.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 79, 4927 (1982). Rekombinans Vaccinia
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virust lehet megalkotni Hu és munkatarsai modszere
szerint [Nature, 320, 537 (1986)], vagy Chakrabarti és
munkatarsai modszere szerint [Nature, 320, 535 (1986)],
mindkét irodalmi hely referenciaként be van épitve ebbe
a bejelentésbe. Ezekben a rendszerekben a rekombinans
Vaccinidval fertdzott sejtek altal termelt virus gliko-
proteinek megfelelen glikozilezve vannak, és ezeket at
lehet vinni a sejt feliiletére a kivalasztashoz és végso
izolalashoz.

Egy alegység vakcina el6allitdsanal fontos 1épés a
kivant glikoprotein kell6 tisztitasa a kifejezé rendszer
komplex keverékébdl. Szamos modszert lehet alkalmaz-
ni a tisztitas kivitelezésére. Ezek kozt talaljuk (de nem-
csak ezekre korlatozodnak) a preparativ poliakrilamid
gélelektroforézist, a gélpermeacids kromatografiat, a kro-
matografia kiilonb6z6 modszereit (pl. ioncseréld-, fordi-
tott fazist-, immun-affinitis-, hidrofob kolcsonhatés-
kromatografiat), és masokat. Ezeknek a modszereknek
legtobbjét kiilonb6z6 kombinaciokban alkalmazzak, hogy
lényegében tiszta készitményeket nyerjenek. Az alabbi
irodalmi helyeken, amelyeket a jelen bejelentésbe refe-
renciaként épitiink be, talalhatunk ismertetést a fenti mod-
szerekre: Kleid D.G. és munkatarsai: Science, 274, 1125
(1981); Cabradilla C.D. és munkatarsai: Biotechnology,
4, 128 (1986); Dowbenko D.J.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82, 7748 (1985).

Olyan modszerek sziikségesek alegység vakcinak elo-
allitasahoz, amelyekben egy adott virus antigén egy komp-
lex kifejez keverékbdl vald maximalis tisztitdsanak
eléréséhez csokkentett szamu 1épés sziikséges. Az anti-
gének hatékony elkiilonitését az idegen komponensektdl
immunaffinitas-kromatografiat alkalmazva lehet végre-
hajtani. Ez a technika, amely immun-adszorpcioként is
ismeretes, elvileg egy antigén szelektiv adszorpcidjabol
all egy szilard hordozora, amelyre el6z6leg kovalensen
fajlagos antitestet kotottek. A szelektiven adszorbealt
antigént azutan elualjak az ilyen antitest affinit4s adszor-
bensrdl pl. a puffer pH-janak és/vagy ionerdsseégének
valtoztatasaval.

A kivant antigénnel immunizalt allatokbdl vagy ter-
mészetesen fertdzott allatokbol (lasd pl. Lasky és mun-
katarsai, fentebb idézett munka) kapott poliklonalis an-
titesteket gyakran alkalmazzak immunadszorbensként,
de altalaban ezek a reagensek jelentds hatranyokat val-
tanak ki, pl. (i) nem az Osszes, oldhatatlan hordozé
fajlagos a szoban forgd molekulara, igy sziikségessé téve
a tovabbi tisztitast; (ii) a kivant antigén hozama gyakran
alacsony; és (iii) az antitest affinitasok gyakran valtoz-
nak készitményrdl-készitményre, modositasokat kove-
telve meg az elucios eljarasokban. Az alegység vakcina
készitményekben alkalmazando kivant virus antigénre
fajlagos monoklondlis antitestek alkalmazésa, a poli-
klonalis antitestek helyett, megkeriili ezeket a nehézsé-
geket.

Azokat a ragcsalé monoklonalis antitesteket, ame-
lyek megkotik a HIV antigéneket, mar leirtak. Szamos
kutatocsoport beszamolt mar a p25 gag fehérjére fajla-
gos monoklonalis antitestekrdl. igy pl. diMarzo Veronese
¢és munkatarsai [Proc. Natl. Acad. Sci. USA &2, 5199
(1985)] monoklonalis antitesteket irnak le HIV p25 fe-
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hérje ellen, de nem emelik ki a fajlagossagot €s a semle-
gesitd jellemzdket. Chassagne és munkatarsai [J: Immunol.
136, 1442 (1986)] szintén p25 fehérje elleni monoklonalis
antitestekrél szamolnak be, de nem tesznek emlitést
semlegesitd aktivitasrol. Beszamoltak mar gp41 memb-
ran glikoproteinekre fajlagos monoklonélis antitestekrol
is. Igy pl. diMarzo Veronese és munkatarsai [Science
229, 1402 (1985)] gp41 elleni monoklonalis antitestek-
rél szamolnak be, de semlegesitd aktivitast nem emlite-
nek. Az EP 214, 709 lajstromszamu eurdpai szabadalmi
leiras szintetikus peptideket ismertet gp41-ben, de nem
emliti a gpl10-et, és nem emliti, hogy a peptidek HIV
semlegesitd teriiletet hataroznanak meg. AzEP 219, 106
lajstromszamu eurdpai szabadalmi leiras szintén a gp41-
bél valo polipeptidekrdl ir, nem esik viszont szoa gpl10
burokfehérjérdl és semlegesitd aktivitasrol.

Tovabbi irodalmi helyek is talalhatok, amelyek —ha
tavolrol is — érintik a jelen talalmany szerinti eljarast. A
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 925458 (1986) szakcikk
leir néhany bizonyitottan blokkolo peptidet, de a HIV
gp110-hez kotédé monoklonalis antitestekkel valo kom-
binalasrd! nem esik sz6. A WO 86/06099 szamii PCT
kozrebocsatasi irat, amely sajat korabbi szabadalmunk,
rekombinans gag fehérjéket ir le, de nem irja le olyan
monoklonalis antitestek lehetéségét, amelyek semlege-
sitik a HIV-et. Az EP 187, 041 lajstromszamu eurdpai
szabadalmi leiras rekombinans HIV polipeptidekrél sza-
mol be, de semlegesité teriileteket nem mutat be.

A fentebb idézett irodalmi helyek tehat a jelen talal-
many megoldasatol jelentdsen eltérd eljarasokat ismer-
tetnek.

Megmaradt az igény a szakteriileten olyan mono-
klonalis antitestekre, amelyek a f6 burok-glikoprotein, a
gp110 jol meghatirozott teriiletén beliil levd epitopokra
fajlagosak. Azok a monoklonalis antitestek, amelyek
ezekhez a teriiletekhez kotddnek és csokkentik vagy
megsziintetik a HIV replikaciojat és atvihetdségét, fon-
tos gyogyaszati és megel6z6 hasznositassal birhatnak.
Ezen kiviil a monoklonalis antitesteket lehet alkalmazni
a gp110 kivant teriiletének tisztitdsara szétziizott virus-
bol vagy rekombindns kifejez6 rendszerekbdl pl. vakci-
nakban valo felhasznalashoz. Ezen kiviil a monoklonalis
antitestek 4ltal felismert epitopot tartalmazé teriiletet
lehet vegyi ton szintetizalni, ezaltal el lehet keriilni a
gp110 molekula nagyobb fragmenseinek tisztitdsaban és
beadasaban rejlé nehézségeket. A jelen talalmany eleget
tesz ezeknek és mas hasonlo igényeknek.

Az alabbiakban a taldlmany rovid osszefoglalasat
adjuk meg.

A HIV fehérjék epitopjai semlegesitésének immuno-
16giai utanzasara képes peptideket, ilyen peptideket ko-
dolé nukleinsav vizsgalé mintakat, ilyen peptidekkel
reaktiv monoklonalis antitesteket, valamint HIV fert6-
z0képességet zavard mas peptideket szolgaltatunk. Ezek
az 1j anyagok alkalmazast talalnak pl. a HIV fertézések
kimutatasara szolgald diagnosztikai eljarasokban, és az
ilyen fert6zések elleni kezelésekhez vagy vakcinalashoz
szolgald gyogyaszati eljarasokban.

Az alabbiakban részletesebben ismertetjiik a specialis
kiviteli modokat.
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A jelen talalmany j kompoziciokat és modszereket
szolgaltat HIV fert6zések semlegesitésére, azaz a fert6-
z6 HIV képzbdésének vagy sejtkozotti atvitelének meg-
elozésére vagy lényeges gatlasara egy gazdaszervezet-
ben. Még pontosabban, HIV semlegesité teriiletét utdnzo
peptideket és egy ilyen teriilettel reaktiv monoklonalis
antitesteket alkalmazunk HIV fert6zések diagnozisahoz,
kezeléséhez és a fert6zések elleni vakcinalashoz. Ebben
a vonatkozasban a ,,semlegesito teriilet” kifejezés aHIV,
pontosabban a HIV fehérjék olyan részeit jelenti, ame-
lyek azokkal az antitestekkel reaktiv egy vagy tobb
epitopot meghataroz6 aminosav szegmenst tartalmaz-
nak, amely antitestek egyediil vagy més, jelen talalmany
szerinti antitesttel egyiitt képesek a HIV fert6zések sem-
legesitésére. A semlegesitéshez alkalmas vizsgalatok jol
ismertek, ezek magukban foglaljak a HIV fert6zések
csokkenését T-sejt vonalakban, HIV burok-glikoprotein-
jeit visel6 VSV(HIV) pszeudotipusok tarfoltképzd egy-
ségeinek csOkkenését, a szincicialis gatlasi vizsgalato-
kat, és a virion-receptor koto vizsgalatokat. Ha kivana-
tos, a semlegesit6 aktivitast dssze lehet vetni az antitest
reaktivitassal immunkémiai vizsgalatokban, pl. immun-
fluoreszcencias, immun-foltképzéses és radioimmunki-
csapasos vizsgalatokban.

Az egyik szempontbol vizsgalva, az j peptidek, ame-
lyek tipikusan 50 aminosavnal kevesebb aminosavbol
allnak, 6t vagy tobb dsszefliggh aminosavat tartalmaz-
nak, lényegében a HIV gpll10 vagy p25 semlegesitd
teriiletein elhelyezett epitopokhoz hasonld epitopokat
képezve, amelyeket a HIV genom env illetve gag teriile-
tei kodolnak. Kiilonosen érdekesek azok a teriiletek,
amelyek a gpl10 mintegy 301. aminosavatél mintegy
336. aminosavaig terjednek, és a p25 mintegy 278. ami-
nosavatdl a mintegy 319. aminosavaig és mintegy 315.
aminosavatol mintegy 363. aminosavaig terjednek, mind
a LAVpgry-nak nevezett HIV t6érzsbol. Az aminosav-
gyok jelolések mind a Los Alamos Data Bank-t6l szar-
maznak (AIDS virus szekvencia adatbank, Los Alamos
National Laboratory, Theoretical Division, Los Alamos,
NM 87545).

Azok, akik a szakteriileten jartasak, méltanyolni fog-
jék, hogy mas HIV izolatumokbol szarmazo tovabbi
analog teriileteket lehet azonositani a kiilonbozd izola-
tumokbdl szarmazo rokon fehérjéken beliili elhelyezke-
désiik alapjan. Gyakorlatilag az ilyen homologokat a
LAVggy szekvencia adatokra vonatkozo referencia alap-
jan a kovetkez6képpen lehet azonositani.

(a) A HIV izolatumokat és a LAVggry aminosav-
szekvenciait sorba lehet allitani, hogy megkapjuk a két
szekvencia kozti maximalis homologiat.

(b) HIV izolatumok aminosavszekvencidit tartalma-
z6 peptideket lehet azonositani, amely aminosavszek-
vencidk megfelelnek az olyan LAVypyy peptidek elhe-
lyezkedésének, amelyek immunologiailag utanozzak a
LAVpry fehérjéket. Az igy azonositott HIV izolatum
aminosavszekvencidkat tartalmaz6 peptidek immunolo-
giailag tipikusan utdnozzdk a megfelelé HIV izolatum
fehérjéket.

Ezt a médszert olyan HIV torzsekhez is lehet alkal-
mazni, amelyek még felfedezésre varnak. igy pl. amikor
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a HIV 14j térzsét azonositjak, burok és mag aminosav
szekvenciajat egy sorba lehet allitani a LAVggy hasonlo
szekvenciaival, hogy megkapjuk a maximalis homo-
logiat. Azok a modszerek, amelyekkel a szekvencidkat
sorba lehet allitani, ismertek azok szamara, akik a szak-
teriileten jartasak. A szekvencidk egy sorba allitasanal
kivanatos fenntartani olyan sok homologiat a cisztein
gyokok kozott, amennyi csak lehetséges. Az 4j HIV
torzs vagy faj aminosavszekvenciajat, amely megfelel az
itt specialisan ismertetett peptidek elhelyezkedésének,
lehet szintetizalni, és fel lehet hasznalni a jelen talal-
mannyal dsszhangban.

Mas HIV torzsben levé homolog teriilet szekvencidi-
nak meghatarozasara masik modszert irnak le Scharf és
munkatarsai [Science, 233, 1076 (1986)]. Ez a modszer
két oligonukleotid primert alkalmaz, amelyek a szoban
forgod szekvencia helyeken kiviil levé meg6rzott szek-
vencidkhoz kotddnek, és kiilonbozo restrikcids helyeket
tartalmaznak az egyes primerekben. A HIV torzsekbdl
szarmaz6 DNS-t ezutén in vitro szaporithatjuk, majd az
igy létrejévo oligonukleotidokat vektorokba kionozhat-
juk szekvencia-elemzéshez, és vakcinakba épithetjiik
be, mint olyan ,kazetta”-t, amely egy adott epitopot
képvisel a HIV torzsbdl.

A jelen talalmanyhoz nem sziikséges, hogy az ilyen
szekvenciadkon beliil elhelyezkedd epitdpok kereszt-re-
aktivak legyenek a HIV Osszes torzsei vagy fajai elleni
antitestekkel. Azok az immunoldgiai epitdpokat tartal-
maz0 peptidek, amely epitopok megkiilonboztetik egyik
fajt vagy szerocsoportot a masiktol, hasznositast nyer-
nek adott fajok vagy szerocsoportok azonositasaban, és
valoban segitik a HIV egy vagy tbb fajaval vagy szero-
tipusaval fert6zott egyének azonositasat. Ezek haszno-
sak lehetnek mas peptidekkel alkotott kombinacioban is,
vagy homolog teriiletb6l, vagy mas semlegesitd teriilet-
bdl, gyogyaszati kompoziciokban.

A szbdban forgd peptidek legelényosebben a virus
gp110 teriiletérdl szarmaznak. Ebben a teriiletben kiil6-
nosen érdekesek azok a peptidek, amelyek a LAVggry
izolatum mintegy 6667. bazisparjatol (bp) a mintegy
6774. bazisparjaig terjedd env nyitott leolvasd kereten
beliil kodolodnak. fgy tovabbi HIV izolatumok kiilon-
bdz6 homolog teriiletei magukban foglaljak a Los
Alamos Data Bank-tol kapott (a LAV2 kivételével)
homolog szekvenciakat, ezek az 1. tablazatban vannak
felsorolva.

A monoklonalis antitestek kialakitasahoz vagy at-
vizsgalasahoz alkalmas mas peptidek magukban foglal-
jak azokat, amelyek a LAVggry mintegy 7246. bp-jétdl
mintegy 7317. bp-jéig terjedd env nyitott leolvaso kere-
ten beliil kodolédnak. Az ilyen antitestek és reaktiv
peptidek kiilondsen hasznosak az immunoassaykban.

A LAVggry izolatum gag teriiletében a p25 aminosav
szekvenciak a 278.-t01 319.-ig és 315.-t61 363.-ig a HIV
tovabbi semlegesitd teriiletei. Azok, akik a szakteriileten
jartasak, méltanyolni tudjak, hogy a HIV tovabbi semle-
gesitd tertileteit is lehet azonositani az itt megadott kita-
nitasra alapozva — kiilondsen a kiilonbozé HIV epito-
pokkal reaktiv monoklonalis antitestek kombinaci6i mu-
tatnak semlegesitd aktivitast.
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1. tablazat (folytatas)
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Az L. peptid, amelyet 29. peptidnek is neveziink, az
env nyitott leolvaso keretben kodolodik a 308. - mintegy
328. szamu aminosav-gyokok kozott, ennek aminosav-
szekvenciaja az alabb ismertetett. Az alabbi szekvenci-
aban foglalt oligopeptidek linearis epitdpokat foglalnak
magukban.

1(29.)
Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile—-Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-
Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-Ile-Gly-Eys~
Ile-Y?,

ahol a képletben Y és Y’, ha van jelen, mindegyike
legfeljebb 20 aminosavbol 4116 szekvenciat jelent. Ami-
kor Y és/vagy Y’ van jelen, ezek pl. egy vagy tobb
aminosavbol allhatnak azokbol a szekvenciakbol, ame-
lyek a HIV burok 308.—328. aminosavgyokeit szegélye-
zik, vagy ezeknek a szegélyezé szekvencidknak barme-
lyik részébdl. Példa kedvéért, és nem korlatozasként
emlitve, Y allhat a LAVggy burkolati aminosavszek-
vencia 301.-307. szam® aminosavainak egészébdl vagy
részébdl, és Y’ allhat a LAVpgy burok aminosavszek-
vencia 329.-336. szam aminosavainak egészébdl vagy
részébol a kovetkezOk szerint:

11 (29a.)
Cys-Thr-Arg-Pro—-Asn—-Asn-Asn-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-
Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro~Gly-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-
Ile-Gly-Lys-Ile-Gly-Asn-Met-Arg-Gln-Ala-His-Cys.

Egy masik modszer szerint a jelen talalmany szerinti
peptidek megcsonkitott szekvencidit lehet elGallitani.

Ebben a tekintetben a 29. peptid kovetkezd szekvenciai
lehetnek kiilondsen hasznosak:

III (29b.)
Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-I1le~-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly-Y’

ahol Y és/vagy Y’, ha van jelen, mindegyike legfeljebb
20 aminosavbol allo szekvenciat jelent.
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331

336
334
330
333
326
343
334
326
325
341
330

IV (29¢.)
Y-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro—-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-

Ile-Gly-Lys-Ile-Y’,

ahol Y és/vagy Y’, ha van jelen, mindegyike legfeljebb
20 aminosavbol allé szekvenciat jelent.

Egy masik kiviteli modban a kiilonosen jelent8s ARV-2
izolatum homolog teriiletei kodolodnak az env nyitott
leolvaso keretben a mintegy 306. — mintegy 323. szami
aminosavgyOkok kozott, ennek tipikusan az aminosav-
szekvenciaja az alabb ismertetett. Az alabbi szekvenci-
aban foglalt oligopeptidek linearis epitopokat foglalnak
magukban.

vV (177)

Y-Thr-Arg~Lys-Ser—Ile-Tyr-Ile-Gly-Pro-Gly-Arg-
Ala-Phe-His-Thr-Thr-Gly-Arg-Ile-Y’,

ahol aképletben Y és Y’, ha van jelen, mindegyike legfel-
jebb 20 aminosavbol allo szekvenciat jelent. Amikor Y
és/vagy Y’ jelen van, ezek egy vagy tobb aminosavbol
allhatnak azokbdl a szekvenciakbol, amelyek az ARV-2
burok 306.—323. aminosavgyokeit szegélyezik, vagy ezek-
nek a szegélyez6 szekvencidknak barmelyik részébél. Az
Y f6leg a HIV burkolati aminosav szekvencia 299.-306.
szamu gyokei kozti rész egészEébdl vagy részébdl allhat; az
Y’ a HIV burok-aminosavszekvencia 324.-333. szami
gyokei kozti rész egészébdl vagy részébdl allhat.

Egy masik kiviteli médban az V. peptid megcsonki-
tott szekvenciait lehet elGallitani. Ebben a tekintetben az
alabbi szekvencidk lehetnek kiiléndsen hasznosak:

VI(177a)
Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Tyr-Ile-Gly-Pro-Gly-Y'; és

VII
Y-Asp-Cys-Lys-Thr-Ile-Leu-Lys-Ala-Leu-Gly—-Pro-
Ala-Ala-Thr-Leu-Glu-Glu-Norleu-Norleu-Thr-Ala-

Cys-Y',
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ahol Y és/vagy Y’, ha jelen van, mindegyike legfeljebb
20 aminosavbol allo szekvenciat jelent.

Egy tovabbi példa a LAV-2 izolatum homolog terii-
leteit tartalmazza, olyanokat, amelyeket az env nyitott
leolvaso keret kodol a mintegy 311.-330. szamu amino-
savgyokok kozott, és amelyek tipikusan a kovetkezd
szekvenciaval birnak:

VIII (110-2-2)
Y-Lys-Thr-Val-Lys~Ile-Nor-Leu-Nor-Ser-Gly—-His-Val—-

Phe-His-Ser-His-Tyr~-GIn-Pro-Y’,

ahol Y és/vagy Y’, ha jelen van, mindegyike legfeljebb
20 aminosavbol allo szekvenciat jelent [lasd Nature,
326,662 (1987)], ez az irodalmi hely a jelen bejelentésbe
referenciaként van beépitve.

A jelen talalmany egy masik szempontjabol 6sszhang-
ban monoklonalis antitestek el6allitasara képes 0j sejtvo-
nalakat és ilyen antitesteket tartalmazé kompozicidkat
szolgaltatunk, ezek az antitestek képesek szelektiven fel-
ismerni rendkiviil magas titereknél is (10%-t61 10%ig,
107-ig, vagy akar tovabb is) azokat a semlegesité teriile-
teket,amelyeka gp110vagy p25burkolati glikoproteinek
elére meghatarozott szekvenciain beliil talalhatok; ezek
fehérje-prekurzorait, biologiailagkifejezettrekombinéns
fuzios fehérjéket és olyan szintetikus peptideket, amelyek
agpl10vagy p25 el6re meghatarozott szekvencia teriile-
tein beliil talalhat6 egy vagy tobb epitopot tartalmaznak.
A szoban forg06 hibridsejtek egy azonosithatd kromoszo-
maval rendelkeznek, amelyekben a DNS csiravonal at-
rendez8dott, hogy egy olyan epitdphoz vald kotdhellyel
bir6 antitestet kodoljon, amely epitop a gpl10-en vagy
p25-6n kozos néhany vagy minden HIV klinikai izo-
latumban. Ezeket a monoklonalis antitesteket a legkiilon-
bdz6bb modokon lehet felhasznalni, beleértve a diagno-
zist és a gyogyitast, valamintmas, kereszt-reaktiv antites-
tek, pl. blokkol6 antitestek felismerését. Azok a peptidek
vagy polipeptidek, amelyek azokat az epitopokat tartal-
mazzak, amelyekkel ezek reagalnak, tobbféle kiilonboz6
felhasznalast nyerhetnek immunogénként vakcinakhoz,
vagy gyogyaszati szerként.

Blokkolo peptidek

Az el6z6ekben ismertetett peptidekkel vagy semlegesitd
monoklonalis antitestekkel egyiitt torténd elsédleges fel-
hasznalason kiviil a jelen taldlmany egy mésik kiviteli
modja magaban foglalja olyan tovabbi peptidek vagy
antitestek hasznositasat, amelyek zavarjak a HIV kotését
a receptorokhoz, hogy tovabb csokkentsék a HIV fertd-
zOképességét. Az gynevezett ,blokkold peptidek”-et,
amelyek képesek gatolni a virus burjanzasat, valamint az
ilyen blokkolo peptideken beliil talalhato epitopokra faj-
lagos monoklonalis antitesteket, fel lehet hasznilni a
HIV fert6zések elleni kezelések hatékonysaganak a nd-
velésére. A HIV blokkolo peptidek tipikusan megfelel-
nek a HIV azoknak az aminosavszekvenciainak, ame-
lyekr6l gy véljiik, hogy esszencialisak a virus gazda-
sejthez valo kotddéséhez, ilyenek pl. a LAVgry env
kodolt aminosav-gyokei a mintegy 190. — mintegy 197.
aminosavgyokok kozott, és az ARV-2 és HTLV-III
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(BH-10) mintegy 185. — mintegy 192. aminosavgyokei
kozott. Ezek kozott talalhatjuk a T oktapeptidet (Ala—
Ser—Thr-Thr—Asn—Tyr-Thr) és kiilonb6z6 szarmazéka-
it (pl. az alabbi IX.—1) és analogjait (pl. az alabbi X1.-1),
amelyeket Pert és munkatarsai irtak le [Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 83, 9254-9258 (1986), ez az irodalmi hely a
jelen bejelentésbe referenciaként van beépitve], amelyek
aburok—glikoproteinen (gp110vagy 120) helyezkednek el.
fgy pl. az alabbi szekvenciikkal rendelkezd blokkold
peptidek kiilonos fontossaguak, elénydsen acetilezve az
—NH,-terminalisnal és amidalva a -COOH terminalisnal:

IX(173D) Y-D-Ala-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’;
XIT (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';

XV (191 Y-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Y’;

ahol a képletben Y és Y’, ha van jelen, mindegyike
legfeljebb 20 aminosavbdl allé szekvenciat jelent. Az
epitopokat és antigén determinansokat tipikusan leg-
alabb &t Osszefliggd aminosav hatdrozza meg, és ezek,
pl. természetben eléfordulo HIV antigénhelyeket uta-
nozva HIV reaktiv antitestek és vakcinak eldallitasanal
nyernek alkalmazast.

Monoklondlis antitestek kialakitdsa

A LAV 301-336 amiosavainak megfelelé HIV gp110
tartoméanyon beliili semlegesit6 epitoppal fajlagosan re-
aktiv monoklonalis antitest fogalma — amint azt a jelen
leirasban hasznaljuk — azokat a monoklonilis antiteste-
ket is magabafoglalja, amelyek mas (példaul a fenti I.
tablazatban szereplé) HIV torzsek analég aminosav-
szekvencia tartomanyahoz képesek kotddni. Ugyanez
vonatkozik az e tartomanyba tartozo peptidekre is.

A monoklonalis antitestek elfallitasat gy lehet vég-
rehajtani, hogy azoknak a nukleinsav szekvencidknak a
kifejezddését, amelyek HIV-re fajlagos antitesteket ko-
dolnak, nem pusztulova (6rokossé) tessziik olyan mo-
don, hogy az ilyen szekvenciakat, tipikusan az antitestet
kodold cDNS-t, bevezetjiik egy olyan gazdasejtbe, amely
sejtkultiraban tenyészthetd. A nem pusztulova tett sejt-
vonal lehet valamely emlds sejtvonal, amelyet onko-
genezissel, atfertGzéssel, mutacidval vagy hasonloval
transzformaltunk. Az ilyen sejtvonalak kozott talaljuk a
mieloma sejtvonalakat, limfoma sejtvonalakat vagy mas
olyan sejtvonalakat, amelyek képesek az antitest kifeje-
z6désének és kivalasztasanak a timogatasara in vitro. Az
antitest lehet egy emlds természetben eléforduld immun-
globulinja, amelyet egy virussal transzformalt limfocita,
foleg egy splenocita vagy egy neoplazmas sejttel, példa-
ul mielomaval fuzionalt limfocita termel, hogy hibrid
sejtvonal alakuljon ki. Tipikusan a splenocitat a HIV
virus vagy egy epitop helyet tartalmazé fragmentuma
ellen immunizalt allatbol kapjuk.

Az immunizalds munkamenete jol ismert, és jelentd-
sen valtoztathat6 is Uigy, hogy még hatasos marad. Ezzel
kapcsolatban 1asd: Goding: Monoclonal Antibodies:
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Principles and Practice, 2. kiadas (1986), Academic
Press; ez az irodalmi hely a jelen bejelentésbe refe-
renciaként van beépitve. Szétzlizott virusokat, szinteti-
kus peptideket és bakterialis flizios fehérjéket, amelyek
a gp110 vagy p25 molekula antigén fragmentumait tar-
talmazzak, alkalmazhatunk immunogénként. A szétzu-
zott virusok, peptidek vagy rekombinans fehérjék
immunogénje elénydsen a megfelel6 epitopokat tartal-
mazo fehérjékben vagy ezek fragmentumaiban dis. Pon-
tosabban szétzhzott virus lizitumokat vagy extraktumo-
kat, vagy biologiailag kifejezett rekombinans fehérjék
vagy szétzuzott kifejezé vektorok feliiliiszoit tartalmazo
oldatokat glikoproteinekre lehet diisitani, ha sziikséges,
olyan tisztitasi modszereket alkalmazva, mint pl. poli-
akrilamid gél elektroforézis. A lektin affinitasos tisztitas
elényos és kényelmes modszer a gpl10 €s mas gliko-
proteinek tisztitdsahoz, pl. lencse lektint alkalmaz6 affi-
nitas tisztitds. A tisztitds mértéke, amelyre a glikopro-
teineket az oldatokbdl immunogénként valo felhaszna-
lashoz tisztitjuk, széles hatarok kozt valtozhat, pl. keve-
sebb, mint 50%-ra, altalaban 75%-95%-ra, kivanatosan
95%—99%-ra, de legkivanatosabban teljes homogenitésig.

Amikor a fehérjéket a kivant mértékig megtisztitot-
tuk, ezeket az immunizalashoz szuszpendalhatjuk vagy
higithatjuk megfelelé fiziolégiai hordozoban, vagy
adjuvanssal kapcsolhatjuk dssze. Az egyik elény0s tech-
nika pl. magaban foglalja a fehérjék és fragmentumaik
adszorbealasat lencse lektin agar6zhoz vagy mas makro-
molekularis hordozohoz az injekci6 készitésénél. A HIV
fehérjékben (beleértve a gpl110 glikoproteineket és p25
mag fehérjéket, vagy antigén részeiket) dusitott antigén
készitmények immunogén mennyiségeit a gazdaszerve-
zetbe injektaljuk, altaldban 1 pg—20 mg/kg gazdaszer-
vezet koncentracio-tartomanyban. A beadas lehet injek-
ci6 formajaban, pl. intramuszkularisan, peritonealisan,
szubkutén, intravéndsan stb. A beadas torténhet egyszer,
vagy tobb idGben, altalaban egy-négy hét idétartamon
at. Az immunizalt allatokat megfigyeljiik a kivant anti-
génekre valo antitestek termelésére, majd a 1épeket ki-
vessziik és a lép-eredetii B-limfocitakat izolaljuk és egy
mieloma sejtvonallal fuzionaljuk vagy transzformaljuk.
A transzformalast vagy fiziot hagyomanyos modon hajt-
hatjuk végre, a fizios technikat nagy mennyiségii szaba-
dalmi leirds mutatja be, pl. a 4,172,124; 4,350,683;
4,363,799; 4,381,292; ¢és 4,423,147 lajtstromszamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasok. Eze-
ken kiviil lasd még: Kennet és munkatarsai: Monoclonal
Antibodies (1980) c. kiadvanyt, és az ebben szerepld
irodalmi hivatkozasokat (ezek mind a jelen bejelentésbe
referenciaként vannak beépitve) és Goding fentebb idé-
zett munkajat.

A nem pusztulova tett sejtvonalakat lehet klénozni és
atvizsgalni hagyomanyos technikakkal 6sszhangban, és
a sejt feliilluszokban levd antitestekrdl kimutatni, hogy
képesek kotddni a kivant gpl10 vagy p25 HIV virusfe-
hérjékhez, rekombinéns fuzios fehérjékhez vagy szinte-
tikus peptidekhez, amelyek tartalmazzak a kivant epitop
teriiletet. A megfeleld, nem pusztulova tett sejtvonalakat
azutan in vitro lehet ndveszteni, vagy egy megfeleld
gazdaszervezet peritonealis liregébe injektalni ascites
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folyadék eléallitasara. Annak alapjan, hogy néhany jelen
talalmény szerinti olyan antitest rendelkezésre 4ll, ame-
lyekr6l ismeretes, hogy fajlagosak pl. a LAVgry genom
teriilet 6688. bazisparjatdl mintegy 6750. bazisparjaig
terjedd teriilet (amely a 29. peptidet kodolja) vagy a
mintegy 7246. bazisparjatol mintegy 7317. bazisparjaig
terjedéd teriilet (amely a 36. peptidet kodolja) altal kodolt
teriileten beliil talalhat6 epitopokra, a feliiluszokat agy
lehet atvizsgalni, hogy a szoban forgd monoklonalis
antitestekkel gatoljuk egy kompetitiv mérésben [a fenti
szamozasok Wain—Habson és munkatarsai modszere alap-
jan értenddk, az alabbi irodalmi hely szerint: Cell, 44, 9
(1985); ez az irodalmi hely a jelen bejelentésbe refe-
renciaként van beépitve]. igy konnyen lehet eldallitani
tovabbi, nem pusztulova tett hibridoma sejtvonalakat a
kivant kotési jellemzdkkel sokféle forrasbol annak alap-
jan, hogy az adott antigénre fajlagos jelen antitestek
rendelkezésre allnak. Egy masik modszer szerint ezeket
a sejtvonalakat mas neoplazmas B-sejtekkel lehet fuzio-
nalni, ahol az ilyen mas B-sejtek az antitestet kodolo
genom DNS-t befogadjak.

Bar a ragcsalo, fleg egér neoplazmas B-sejtek az
elénydsek, mas emlds fajokat is lehet alkalmazni, pl.
nyulat, szarvasmarhat, juhot, lovat, sertést, madarat, vagy
hasonl6 fajokat. Ezeknek az allatoknak az immunizala-
sat kénnyen végre tudjuk hajtani, és limfocitéaikat, fGleg
splenocitaikat kinyerhetjiik fiziokhoz.

A transzformalt vagy hibrid sejtvonalak altal kiva-
lasztott monoklonalis antitestek lehetnek az immunglo-
bulinok barmelyik osztalyabol vagy alosztalyabol, pl.
lehetnek IgM, IgD, IgA, IgG, 4 vagy IgE immunglobu-
linok. Mivel az IgG a legaltalanosabb izotipus, amelyet
a diagnosztikai vizsgalatokban alkalmaznak, ez gyakran
elényos. A monoklonalis antitesteket lehet ép formaban
alkalmazni, vagy fragmentumai, pl. Fv, Fab, F(ab’),,
formajaban, de altalaban ép formaban.

Hogy meghiusitsuk egy allatb6l szarmaz6 monoklo-
nalis antitest lehetséges antigenicitasat, kiméra antites-
teket lehet konstrualni, ahol egy immunglobulin mole-
kula antigén-koté fragmentuma (variabilis régid) peptid-
kotéssel 0ssze van kotve egy masik fehérje legalabb egy
részével, amely fehérjét az ember nem idegenkeént ismeri
fel, ilyen pl. egy human immunglobulin molekula kivett
részlete. Ezt ugy lehet végrehajtani, hogy az allati vari-
abilis régio exonjat fuzionaljuk human kappa vagy gam-
ma konstans régi6 exonokkal. Kiilonbdz6 technikak is-
meretesek a szakteriileten jartasak szamara, ilyenek van-
nak leirva pl. a PCT 86/01533, EP 171496 és EP 173494
kozzétételi szami bejelentésekben, amelyek leirasa a
jelen bejelentésbe referenciaként van beépitve.

A gyogydszati kiszerelés és alkalmazds

A jelen talalmany szerinti antitesteket, amelyek semle-
gesitd aktivitist mutatnak, pl. azokat, amelyek a gp!10-
en vagy p25-6n levd epitop helyekkel reagalnak, vagy
amelyek egy blokkolo peptiddel reagainak, be lehet épi-
teni komponensként a HIV fertézések gyengitésére szol-
2alo gyogyaszati kompoziciokba. A kompozicionak tar-
talmaznia kell legalabb egy jelen talilmany szerinti
monoklonalis antitest terapias vagy megel6z6 mennyi-
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ségét, gyogyaszatilag hatékony hordozoval. A gyogy-
aszati hordozo lehet barmilyen dsszeférhetd, nem toxi-
kus anyag, amely alkalmas arra, hogy a monoklonalis
antitestet a paciensnek szolgaltassa. Hordozoként steril
vizet, alkoholt, zsirokat, viaszokat és k6zombos szilard
anyagokat alkalmazhatunk. Gyogyaszatilag elfogadhato
adjuvansokat (pufferolo szerek, diszpergalo szerek) szin-
tén beépithetiink a gyogyaszati kompozicioba. Az ilyen
kompozicidk tartalmazhatnak egyedi monoklonalis an-
titestet, amely pl. fajlagos a 6688. bp—6750. bp kozti
teriilet altal kodolt teriileten beliil levd epitop helyet
tartalmazo burok-glikoproteinekkel rendelkezé HIV tor-
zsekre. Egy mas modszer szerint egy gyogyaszati kom-
pozicid tartalmazhat egy vagy tobb monoklonalis anti-
testet, ,.koktél -t képezve. Igy pl. HIV kiilonboz6 torzsei
elleni monoklonalis antitesteket tartalamz6 koktél lehet-
ne univerzalis termék a HIV klinikai izolatumok nagy
tobbsége elleni terapids vagy megel8z6 aktivitassal. A
koktél tartaimazhat olyan monoklonalis antitesteket, ame-
lyek gp110-18] vagy p25-t6l eltérd HIV fehérjékhez vagy
glikoproteinekhez kotddnek, pl. gp4l glikoproteinhez,
vagy p34 nukleaz/integraz-hoz. A kiilonbdzé monoklo-
nalis antitest kompozicidk molaranya altaldban nem tér
el jobban, mint 10. szorzoval, még inkabb nem tér el
jobban, mint 5. szorzoval, és a moélarany leginkébb mint-
egy 1:1-2 a tobbi antitest komponens barmelyikéhez.
A jelen taldlmany szerinti monoklonalis antiteste-
keket lehet alkalmazni elkiilonitetten beadott kompozi-
cidok formajaban, mas retrovirus elleni szerekkel egyiitt,
ezek kozé beleértve a blokkold peptideket is. A retro-
virus-ellenes szerek, és féleg a HIV elleni szerek fejls-
désének jelenlegi allapotat Mitsuya és munkatarsai te-
kintik at [Nature, 323, 773-778 (1987)], ez az irodalmi
hely referenciaként van beépitve a jelen bejelentésbe.
A jelen taldlmany szerinti monoklonalis antitestek,
peptidek és gyogyaszati kompoziciok f6leg oralis vagy
parenteralis beadashoz alkalmazhatok. A gyogyaszati
kompoziciokat elénydsen parenteralisan, azaz szubkutan,
intramuszkularisan vagy intravénasan adhatjuk be. igy a
jelen talalmany kompozicidkat nyijt parenteralis be-
adashoz, amely kompozici6 monoklonalis antitestet,
peptidet, vagy ezek ,.koktél”-jat tartalmazza elfogadhato
hordozoban, elényosen vizes hordozéban. Vizes hordo-
z0k széles valasztékat alkalmazhatjuk, pl. vizet, puffe-
rolt vizet, 0,4%-os sooldatot, 0,3%-os glicint stb. Ezek
az oldatok sterilek és altaldban mentesek a szemcsés
anyagoktol. Ezeket a kompoziciokat hagyomanyos, jol
ismert sterilizalasi technikakkal lehet sterilezni. A kom-
poziciok tartalmazhatnak gyogyaszatilag elfogadhato
kisegitd anyagokat, ha ezek sziikségesek a megfeleld
fizioldgiai koriilményekhez, ilyenek pl. a pH beallito és
pufferolé szerek, toxicitast beallité szerek, pl. natrium-
acetat, natrium-klorid, kéalium-klorid, kalcium-klorid,
natrium-laktat stb. Az antitest koncentracidja ezekben a
kiszerelésekben széles hatarok kozt valtozo lehet, pl.
kevesebb, mint 0,5%-t0l, altalaban legalabb 1%-t0l ege-
szen 15-20%-ig (a fentiek tomegszazalékban értenddk),
és akoncentraciot elsésorban a folyadék térfogatat, visz-
kozitasat stb. figyelembe véve valasztjuk meg, elényo-
sen figyelembe véve a beadas kivalasztott modszerét is.
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fgy tipikus gyogyaszati készitményt lehet késziteni
intramuszkularis injekcidhoz, amely 1 ml steril, puffe-
rolt vizet és 50 mg monoklondlis antitestet tartalmaz.
Tipikus gyogyészati készitményt lehet késziteni intravé-
nas infiziohoz, amely 250 ml steril Ringer-oldatot és
150 mg monoklonalis antitestet tartalmaz. Parenterali-
san beadhat6 kompoziciok elkészitéséhez szolgaléo mod-
szerek ismertek vagy nyilvanvaloak azok szamaéra, akik
aszakteriileten jartasak, ezek részletesebben is le vannak
irva pl. az alabbi szakkonyvekben: Remington’s Pharma-
ceutical Science, 15. kiadas, Mack Publishing Company,
Easton, Pennsylvania (1980), ez a szakkonyv a jelen
bejelentésbe referenciaként van beépitve.

A jelen talalmany szerinti monoklonalis antitesteket
és peptideket lehet liofilezni tarolashoz, és hasznalat
el6tt ezeket helyre lehet allitani megfelel hordozoban.
Err6l a technikar6él mar kimutattdk, hogy hatékony a
hagyomanyos immunglobulinokhoz, igy a szakteriileten
ismert liofilezési és helyreallitasi technikat alkalmazhat-
juk. Azok, akik a szakteriileten jartasak, tudjak, hogy a
liofilezés és a helyreallitas az antitest aktivitasban valto-
z0 mértékii csokkenéshez vezethet (pl. a hagyomanyos
immunglobulinoknal az IgM antitestek nagyobb aktivi-
tasveszteséget mutatnak, mint az IgG antitestek), és hogy
a felhasznalasi szinteket kell esetleg beallitani, hogy
kiegyenlitsiik ezt.

A jelen monoklonalis antitesteket, peptideket vagy
ezek koktéljait be lehet adni HIV fert6zések megel6z6
és/vagy terapias kezelésére. A gyogyaszati alkalmazas-
ban a kompoziciot olyan paciensnek adjuk be, aki mar
fertézott HIV-vel, ez esetben olyan mennyiségben, amely
gyogyitvagy legalabbisrészlegesen feltartoztatja a ferto-
zést és ennek komplikacioit. Az ennek a feladatnak a
teljesitéséhez alkalmas mennyiséget ,.terapiasan hatasos
adag”’-ként hatirozzuk meg. Ennél az alkalmazisnal a
hatisos mennyiség fligg a fert6zés stlyossagatol és a
beteg sajat immunrendszerének allapotatol, de ezt altala-
ban 1-200 mg antitest/kg testtomeg kozti tartomanyban
alkalmazzak legaltalanosabban, 5-25 mg/kg testtomeg-
nek megfelel§ adagokban. Figyelembe kell venni, hogy
ajelen talalmany szerinti anyagokat 4ltalaban a betegség
stlyos allapotaban alkalmazzak, vagyis életveszélyes
vagy életveszélyessé vélhato betegekben. Ilyen esetek-
ben lehetséges, és ha a kezel6 orvos gy érzi, kivanatos
ezeknek az antitesteknek jelentds feleslegét beadni.

Megel6z6 alkalmazasokhoz a jelen talalmany szerinti
peptideket, antitesteket vagy ezek koktéljat tartalmazo
kompozicidkat olyan pacienseknek adjuk be, akik még
nincsenek fertdzve HIV-vel, de esetleg nemrégiben ki
voltak téve, vagy ugy véljikk, hogy ki voltak téve a
virusnak; ez esetben njvelni akarjuk a paciens ellenalla-
sat az ilyen lehetséges fertdzések ellen, vagy vakcinalni
akarjuk a virus ellen. Az ehhez sziikséges mennyiséget
,megelézéshez hatasos adag”-ként hatarozzuk meg. Az
ilyen alkalmazasnal a pontos mennyiség ismét csak fiigg
abeteg egészségi allapotatol és immunitasanak altalanos
szintjétdl, de ez az adag altalaban 0,1 mg-25 mg/kg,
elsésorban 0,5 mg—2,5 mg/kg kozti tartomanyban van.

A kompoziciok egyedi vagy tobbszori beadasat a
doézisszintekkel és adagolasi menetrenddel lehet szaba-
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lyozni, ezt a kezelGorvos valasztja ki. Mindenesetre a
gyogyaszati kiszereléseknek a jelen taldlmény szerinti
antitesteknek olyan mennyiségét kell szolgéltatniok,
amely elegend$ a beteg hatékony kezeléséhez. Ezen
kiviil a jelen talalmany szerinti monoklonélis antitestek
cél-specifikus hordozd molekulaként is nyerhetnek al-
kalmazast. Egy antitest lehet kotve egy toxinhoz, hogy
immunotoxin keletkezzék, vagy radioaktiv anyaghoz vagy
gyo6gyszerhez, hogy radiogyogyaszati vagy gyogyaszati
készitmény képz6djék. Immunotoxinok és radiogyogya-
szati szerek eldallitisanak modszerei jol ismertek [lasd
pl.: Cancer Treatment Reports 68, 317 (1984)].

Az is lehetséges, hogy jelen taldlmany szerinti mono-
klonalis antitestek és human T-sejt aktivatorok (pl. mono-
klonalis antitestek CD3 antigén ellen vagy T-sejteken
levé F, gamma receptorok ellen) heteroaggregatuma ké-
pessé teszik a human T-sejteket vagy F.-gamma hordozo
sejteket (pl. K-sejteket vagy neutrofileket), hogy elpusz-
titsak a HIV-vel fert6zott sejteket antitestfiiggd, sejt-
kozvetitett citolizissel (ADCC). Az ilyen heteroaggre-
gatumokat pl. az anti-HIV antitestek kovalens kereszt-
kotésével lehet Osszeallitani az anti-CD3 antitestekhez,
az N-szukcinimidil-3-(2-piridil-ditio)-propionat heterobi-
funkcios reagenst alkalmazva, amint ezt Karpinsky ¢és
munkatarsai leirtak [J. Exp. Med. 760, 1686 (1984)]; ez
az irodalmi hely a jelen bejelentésbe referenciaként van
beépitve.

Maguk a szoban forgd peptid-kompoziciok is talal-
hatnak alkalmazast terapidsan, ahol a beadas a HIV
csokkenését vagy eltlinését eredményezi egy fert6zott
gazdaszervezetben. Ezeket a kompozicidkat, mint pl. a
29. peptidet, a blokkolo peptideket, és a 126. peptidet
megfeleld fiziologiai hordozokban intravénasan, szub-
kutan, intramuszkularisan, intraperitonealisan stb. lehet
beadni. A kiilonb6z6 hordozok kozott talaljuk a foszfat-
tal pufferolt fiziologias sdoldatot, vizet, kalium-kloridot,
natrium-laktatot stb. A peptidek koncentracidja széles
hatarok kozt véaltozhat, végsd felhasznalasuktol, aktivi-
tasuktol, és a beadas modjatol fiiggden. A peptidek €l6-
nyosen amidalva vannak a -COOH terminalison, formi-
lezve vannak az ~NH, terminalison, vagy mas gyogya-
szatilag elfogadhaté szarmazék formajaban vannak.
Blokkol6 peptidek hozzéadasa semlegesité HIV teriile-
tet utanzo peptidekhez €s/vagy ajelen talalmany szerinti,
fajlagosan reaktiv antitestekhez jelentGsen megndvelt
gyogyaszati hatékonysagot eredményez. Mas anti-HIV
szereket is bele lehet foglalni a kiszerelésekbe (a
monoklonalis antitestektdl eltérd szereket, amelyek ko-
tik a peptideket), pl. 3’-azido-3’-dezoxi-timidin; 2°,3’-
-didezoxi-citidin; 2’3 -didezoxi-2°3’-didehidro-citidin stb.

Monoklondlis antitestek alkalmazdsa immun-affinitds
tisztitasban

gpl10-et vagy mas antigén determinansokat, kiilonosen
bioldgiailag kifejezett rekombinans fizios fehérjékbdl
vagy tenyésztett HIV lizatumaibol vagy extraktumaibol
kapott antigén determinansokat, tartalmazo polipepti-
dekre fajlagos monoklonalis antitestek kiilondsen el6-
nyosek a tisztitasi munkamenetben vald felhasznalas-
hoz. Altaldban az antitestek 108-12'2 M nagysagrendii
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affinitas asszociacios konstanssal bimak. Az ilyen anti-
testeket lehet alkalmazni rekombinans kifejez6 rendszer
tenyészkozegébdl szarmazod rekombinans fizids fehér-
jék tisztitdsara, ha a kifejezett fehérje kivalasztodik,
vagy a szétzlizott biologiai kifejez6 rendszer komponen-
seibll szarmazo fehérjék tisztitasara, ha a fehérje nem
valasztodik ki. Altalaban a monoklonalis antitestek,
amelyek képesek gpl10-zel vagy mas antigén determi-
nansokkal reagalni, valamely szubsztratumon vagy ta-
maszto anyagon vannak rogzitve vagy immobilizalva. A
HIV antigén determinansokat tartalmazo6 oldatot azutan
érintkezésbe hozzuk az immobilizalt antitesttel olyan
koriilmények k6zott, amely alkalmas immunkomplexek
képzésére az antitest és a gpl10 antigén determindnst
tartalmazo polipeptidek kozott. A nem kotott anyagot
elkiilonitjiik a kotott immunkomplexektdl, amely komp-
lexeket vagy gpl 10 antigén fragmentumokat azutan el-
kiilonitjiik a hordozo6tol.

Tipikusan a monoklonalis antitesteket durvan tisztit-
juk aszcitesz folyadékbol vagy sejttenyészet feliitiiszo-
bol, miel6tt hordozéhoz rogzitenénk. Az ilyen eljarasok
jolismert azok szamara, akik a szakteriileten jartasak, ¢s
magukban foglalhatjak a semleges sokkal végzett frak-
cionalast nagy koncentracioknal. Mas modszerek, pl.
DEAE kromatografia, gélszliréses kromatografia, prepa-
rativ gélelektroforézis, vagy A—fehérje affinitas kroma-
tografia, szintén alkalmazhatok a monoklonalis antites-
tek tisztitasara immunadszorbensként valo felhasznala-
suk el6tt.

A hordozonak, amelyhez a monoklonalis antitesteket
immobilizaljuk, a kovetkezd altalanos jellemzdkkel kell
birnia: (a) gyenge kolcsdnhatasok fehérjékkel altalaban,
hogy minimalisak legyenek a nem fajlagos kétések; (b)
j6 atfolyasi jellemzdk, amelyek lehet6veé teszik az at-
aramlast a nagy molekulatomegii anyagokon keresztiil;
(c) rendelkezik olyan kémiai csoportokkal, amelyeket
lehet aktivalni vagy modositani Ggy, hogy a monoklo-
nalis antitestek kémiai kotése lehetévé valjék; (d) fizikai
és kémiai stabilitas olyan koriilmények kozott, amelyet
a monoklonalis antitestek kapcsolasahoz alkalmazunk;
€s (e) stabilitas az antigén adszorpciojahoz és eluala-
sahoz sziikséges feltételek kozott és puffer-alkotore-
szeknél. Altalanosan hasznalt hordozok az agaroz,
polisztirol-szarmazékok, poliszacharidok, poliakrilamid
gyongyok, aktivalt celluldz, iveg stb. Kiilonféle kémiai
modszerek 1éteznek antitestek rogzitésére a hordozd
szubsztratumokhoz, lasd pl.: Cuatrecasas P.: Advances
in Enzymology 36, 29 (1972). A jelen talalmany szerinti
antitesteket kozvetleniil lehet rdgziteni a hordozohoz;
vagy mas modszer szerint, a rogzitést kapcsolon vagy
térkoz-tarto (spacer) karon keresztiil végezhetjiik.

A monoklonalis antitesteknek kromatografias hordo-
zokhoz vald immobilizalasahoz sziikséges altalanos fel-
tételek a szakteriileten jol ismertek. Lasd pl. Tijssen P.:
Practice and Theory of Enzyme Immunoassay /1985/;
ezt az irodalmi helyet referenciaként épitjiik be a jelen
bejelentésbe. A tényleges kapcsolasi eljarasok valame-
lyest fliggnek a kapcsolandé antitest jellemzditdl és ti-
pusatol. A monoklonalis antitestek olyan jellemzokkel
birnak, amelyek tételrdl tételre allandok, ezaltal lehetvé
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valik, hogy ezeket a feltételeket optimalizaljuk. A rogzi-
tés tipikusan kovalens kotéseken keresztiil térténik.

A HIV virus kivonatainak vagy lizatumainak szusz-
penzidjat, vagy tenyésztett biologiai kifejez6 rendszer-
bél kapott feliiliszojat, vagy a szétzuzott sejtek szusz-
penzigjat azutan hozzaadjuk az elkiilonité (szeparalo)
matrixhoz. A keveréket olyan koriilmények kozott és
annyi ideig inkubaljuk, amely alkalmas arra, hogy immun-
komplex képzddés torténjék, az iddtartam altalaban leg-
alabb 30 perc, leginkabb 2-24 6éra. A gpll0 antigén
részeivel rendelkezd polipeptideket tartalmaz6 immun-
komplexeket azutan elkiilonitjiik a keveréktol. Tipiku-
san a keveréket pl. elucidval tavolitjuk el, és a kotott
immunkomplexeket erdteljesen mossuk adszorpcios
pufferral. Az immunkomplexeket azutan elualjuk az el-
kiilonité matrixrol, olyan elualo szert alkalmazva, amely
az adott, alkalmazandd hordozoval dsszeférhetd; ilyen
elualo szerek jol ismertek azok szamara, akik a szakte-
rilleten jartasak. A gpl10-et vagy mas antigén részeket
tartalmazo polipeptideket szelektiven lehet eltavolitani.
Igy pl. olyan peptideket, amelyek egy, az antitestek ltal
felismert epitopot tartalmaznak, lehet alkalmazni, hogy
versengjenek az antitest kotGhelyért; ez alternativ elucios
technikat jelent, amelyet enyhe elucios koriilmények
kozott lehet alkalmazni. A gpl10 antigént tartalmazo,
szelektiven adszorbealt polipeptidet ugy lehet elualni
egy antitest affinitas adszorbensrdl, hogy valtoztatjuk a
puffer pH-jat és/vagy ionerdsségét. Kaotrop szerek is
alkalmazést nyerhetnek a kotott antigén eltavolitasaban.
Egy kaotrop szer kivalasztasa, koncentracidja és a tovab-
bi elualasi koriilmények fliggenek az antitest-antigén
kolcsonhatas jellemz6itdl, de ha egyszer ezeket megha-
taroztuk, tovabbi valtozasnak ezeket nem kell kitenni,
amelyek pl. altalaban sziikségesek a poliklonalis affini-
tas-szeparacios rendszerekben.

Az elualt anyag igényelheti a beallitast fiziologias
pH-ra, hakis vagy nagy pH-ji vagy ionerdsségii puffere-
ket alkalmazunk a ko6tott gpl 10 antigének elkiilonitésére
a szeparacios matrixtol. Dializis vagy gélszlirés-kroma-
tografia szintén szilkséges lehet az elualod szerben alkal-
mazott folosleges sok eltavolitasara, hogy lehetségessé
valjék agpl10vagy gpl110 antigén fragmentumait tartal-
mazo polipeptidek helyreéllitasa nativ konformaciokra.

Ennek a taldlmanynak a moédszere pl. lényegesen
tisztitott gpl10-et vagy ennek antigén fragmentumait
tartalmazé polipeptideket termel, vagy természetesen
allitva el6 fertdzott sejttenyészetek révén, vagy baktéri-
umok, éleszt6k, vagy tenyésztett rovar- vagy emlos sej-
tek rekombinans kifejezé rendszerei révén. A gpl10 és
fragmentumai vagy mas tisztitott fehérjék tipikusan tobb,
mint 50% tisztasagiiak, de inkabb legalabb 75% tiszta-
sagnak, gyakran tobb, mint 95%-99% tisztasagiak. Ezek
a molekuldk azutin tovabbi felhasznalast nyerhetnek az
alkalmazasi teriiletek széles valasztékaban.

A HIV gpl10 fehérjék, ezek antigén fragmentumait
tartalmazé polipeptidek, vagy mas, 1ényegében sokféle
alkalmazasi teriileten hasznalhatok fel, beleértve az AIDS
alegység vakcina kiszereléseket, amelyekben az immu-
nogén pl. gpl110 vagy ennek semlegesits teriilete antigén
determinansainak hatasos adagjat tartalmazza. A kisze-
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relés mas komponensei kozt lehetnek HIV fehérjék vagy
glikoproteinek olyan antigén részet, amelyek stimulaljak
antitest termelését (elénydsen semlegesitd antitestekét)
egy immunizalt gazdaszervezetben, amely antitestek ké-
pesek védelmet nytjtani HIV altal torténd késobbi fer-
t6zések ellen.

Monoklondlis antitestek diagnosztikai alkalmazdsa

A jelen talalmany szerinti monoklonalis antitestek alkal-
masak diagnosztikai célokra is. Ezek lehetnek jelzettek
vagy jelzetlenek erre a célra. Tipikusan a diagnosztikai
vizsgalatok egy olyan komplex keletkezésének kimuta-
tasaval jarnak egylitt, amely a monoklonalis antitest egy
HIV antigénhez valo kétédése révén jon létre. Ha az
antitestek jelzetlenek, akkor pl. agglutinacios vizsgala-
tokban nyerhetnek alkalmazast. Ezen kiviil jelzetlen an-
titesteket lehet alkalmazni mas, jelzett antitestekkel
(,,masodik antitestek’’) kombinalva, amelyek reaktivak a
monoklonalis antitestre, ilyenek pl. immunglobulinokra
fajlagos antitestek. Egy masik modszer szerint a mono-
klonalis antitesteket kozvetleniil lehet jelezni. Jelzések
széles valasztéka alkalmazhato, pl. radionuklidok, fluo-
reszcens anyagok, enzimek, enzimszubsztratumok, en-
zim kofaktorok, enzim-inhibitorok, ligandumok (féleg
haptének), stb. Inmunoassay-k szamos tipusa all rendel-
kezésre, csak példa kedvéért emlitjilk meg azokat, ame-
lyek az alabbi lajstromszami amerikai egyesiilt allamok-
beli szabadalmi leirasokban talalhatok leirva: 3,817,827,
3,850,752; 3,901,654, 3,935,074; 3,984,533; 3,996,345;
4,034,074, és 4,098,876; mindezek az irodalmi helyek a
jelen bejelentésbe referenciaként vannak beépitve.

Altalaban a jelen talalméany szerinti monoklonalis
antitesteket és peptideket enzim immunassaykban alkal-
mazzak, ahol pl. a szoéban forgo antitesteket, vagy mas
fajokbol szdrmaz6 masodik antitesteket, valamilyen en-
zimhez konjugaljak. Amikor egy HIV antigéneket tartal-
maz6 biologiai mintat, pl. emberi vérszérumot, nyalat,
ondo6t, hiivelyvaladékot, vagy virussal fert6zott sejtte-
nyészet szuszpenziot, egyesitiink a szoban forgo antites-
tekkel, kotés jon létre az antitestek és azok kozott a
molekuldk kozott, amelyek a kivant epitopot mutatjak.
Ilyen fehérjéket vagy virus részecskéket lehet azutan
elkiiloniteni a nem kotott reagensektdl, €s egy masodik
antitestet (valamilyen enzimmel jelzettet) lehet hozzaad-
ni. Ezutan az antigénhez fajlagosan kotétt antitestenzim
konjugatumok jelenléteit meghatarozzuk. Mas hagyo-
manyos technikak is jol ismertek azok szamara, akik a
szakterlileten jartasak.

Készleteket is tudunk nytjtani a szoban forgo antites-
tek alkalmazasaval a HIV fert6zés kimutatasara vagy
HIV antigén jelenlétének kimutatasara. igy a jelen talal-
many szerinti, szoban forgdé monoklonalis antitest kom-
poziciokat szolgaltathatjuk, altalaban liofilezett forma-
ban, vagy egyedill, vagy HIV maés epitopjaira fajlagos
tovabbi antitestekkel egylitt. Az antitestek, amelyek le-
hetnek jelzéshez konjugalva, vagy lehetnek jelzetlenek,
a készletekben egyiitt vannak pufferekkel, pl. trisz-szel,
foszfattal, karbonattal stb., stabilizalé anyagokkal, bioci-
dekkel, kozombos fehérjékkel, pl. szarvasmarha szérum
albuminnal vagy hasonlokkal. Ezek az anyagok altala-
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ban kevesebb, mint 5 tomeg% mennyiségben vannak
jelen az aktiv antitest mennyiségéhez viszonyitva, és
altalaban kevesebb, mint 0,001 tomeg% Osszmennyi-
ségben vannak jelen, ismét csak az antitest koncentraci-
6hoz viszonyitva. Gyakran kivanatos, hogy a készletben
legyen jelen kdzombos kotGanyag vagy toltéanyag, hogy
higitsak az aktiv hatoanyagot, ahol a toltéanyag a teljes
kompozicié mintegy 1%-99% kozti mennyiségében le-
het jelen. Ahol a monoklonalis antitest kotésére képes
masodik antitestet alkalmazunk, ez altalaban egy kiilon
fiolaban van jelen. A masodik antitest tipikusan valami-
lyen jelzéshez van konjugalva, és hasonl6 médon van
kiszerelve, mint a fentebb leirt antitest kiszerelések.

A gpll0 vagy p25 antigének vagy a teljes virus
kimutatasa kiilonb6z4 bioldgiai mintakban a HIV virus-
sal valé folyamatban levé fert6zés diagnosztizalasahoz
nyerhet alkalmazast. Biologiai mintak lehetnek (de nem-
csak ezekre korlatozodnak) vérszérum, nyal, ondo, szo-
vetmetszet mintak (agy, blr, nyirokcsomok, lép stb.),
sejttenyészet feliiliszok, szétzazott eukariota és bakteri-
alis kifejez6 rendszerek, és hasonlok. A virus jelenlétét
Ogy vizsgaljuk, hogy a monoklondlis antitestet a biolo-
giai mintaval inkubéljuk olyan koriilmények kozott,
amelyek immunkomplex képzédéséhez vezetnek, majd
a komplex képz6dését kimutatjuk. Az egyik kiviteli mod-
ban a komplex képzddését a monoklonalis antitesthez
kot6dni képes valamely masodik antitest alkalmazéasa
révén mutatjuk ki, ahol a masodik antitest tipikusan
valamilyen jelzéshez van konjugalva és hasonloképpen
van kiszerelve, mint a fentebb leirt antitest kiszerelések.
Egy masik kiviteli mddban a monoklondlis antitestet
szilard fazisu rogzit$ anyaghoz kotjiik, amelyet azutan
érintkezésbe hozunk a biologiai mintaval. Inkubélasi
1épést kovetGen jelzett monoklonalis antitestet adunk
hozza, hogy kimutassuk a kotott antigént.

Szintetikus peptidek elédllitdsa és felhaszndldsa
Uj peptideket nytjtunk a jelen talalmanyban, amelyek
tobbek kozott, immunologiailag utanoznak HIV retro-
virusok altal kodolt fehérje epitopokat, els6sorban a
gpl10et vagy p25-6t kddolo virus genom env illetve gag
teriiletén beliil kodolt epitopokat. Hogy kiegyenlitsiik a
torzsrol torzsre vald variaciokat kiilénboz6 1zolatumok
kozott, konzervativ helyettesitéshez beallitasokat végez-
hetiink, valamint szelekciot végezhetiink azok kéziil a
valtozatok koziil, ahol nem konzervativ helyettesitések
szerepelnek. Ezeket a peptideket immunogénként lehet
alkalmazni, hogy gétoljak vagy megsziintessék a HIV
antigén termelést in vitro vagy in vivo, valamint a virus
vagy a virus elleni antitestek kimutatasara lehet alkal-
mazni fiziologiali mintakban. A munkamenet természe-
tétdl fliggGen a peptideket dssze lehet kapcesolni hordo-
zoval vagy mas anyagokkal, jelzettekkel vagy nem jel-
zettekkel, vagy lehet szilard hordozohoz rogzitenti stb.
Az egyik kiviteli modban a szoban forgé peptidek a
virus gp110 teriiletébdl szarmaznak. Kiilondsen érdeke-
sek azok a teriiletek az env nyitott leolvaso kereten beliil,
amelyek a mintegy 6688. bazispartol (bp) a mintegy
6750. bp-ig és a mintegy 7246. bp-t6l a mintegy 7317.
bp-ig terjednek.
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A szbban forgo peptidek, beleértve a blokkolo pepti-
deket, magukban foglalnak legalabb 5, néha 6, néha 8,
néha 20, néha 21, altalaban kevesebb, mint 50, még
altalanosabban kevesebb, mint 35, és elényodsen keve-
sebb, mint 25 aminosavat, belefoglalva egy HIV retro-
virus éltal kodolt szekvenciaba. Kivanatosan a peptid
legyen olyan kicsiny, amilyen lehetséges, de tartsa meg
mégis a nagyobb peptid 1ényegében teljes immunre-
aktivitasat vagy virusellenes aktivitasat. Néhany esetben
kivanatos lehet egyesiteni két vagy tobb oligopeptidet,
amelyek nincsenek atfedésben, igy képeznek egyedi
peptid-szerkezetet, vagy lehet egyes peptidekként alkal-
mazni ezeket egy idében; igy ezek kiilon-kiilon vagy
egyiitt azonos, sziilokre valo érzékenységet nytlijtanak.

A peptideket lehet modositani konzervativ vagy nem
konzervativ helyettesitések bevitelével a peptidbe; alta-
laban az aminosavak szaméanak 20%-anal kevesebbet,
még altalanosabban 10%-anal kevesebbet cseréliink.
Azokban a helyzetekben, ahol a teriileteket polimorfnak
talaljuk, kivanatos lehet megvaltoztatni egy vagy tobb
adott aminosavat, hogy hatékonyabban utanozzak a kii-
16nb6z6 retrovirus torzsek kiilonbozod epitopjait. Tobb
esetben abbol a célbdl, hogy kémiai stabilitast biztosit-
sunk, a metionint helyettesithetjiik norleucinnal (Nor).

Meg kell érteni, hogy a jelen talalmanyban alkalma-
zott peptidnek nem sziikséges azonosnak lenni semmi-
féle adott HIV polipeptid szekvenciaval, feltéve, hogy a
szoban forgd anyag képes immunologiai versengésre a
HIV retrovirus legalabb egy torzsének fehérjéivel. Ezért
a szOban forgd peptidek kiilonbozé valtozasok targyai
lehetnek, ilyen valtozasok pl. a beiktatasok, kiiktatasok
és helyettesitések, akar konzervativak, akar nem-konzer-
vativak, ahol az ilyen valtozasok bizonyos el6nyodket
adnak az alkalmazashoz. A konzervativ helyettesitések
révén az alabbi csoportokon beliil irinyzunk el helyet-
tesitéseket: gly, ala, val, ile, leu; asp, glu; asn, gin; ser,
thr; lys, arg; phe, tyr; és nor (norleucin), met. Altalaban
a szekvencia nem kiilonbozik 20%-nal nagyobb mérték-
ben egy HIV retrovirus legalabb egy torzsének szekven-
barmelyik véghez abbol a célbol, hogy egy ,kar”-t léte-
sitsiink, amellyel a jelen talalmany szerinti peptidet ha-
gyomanyos modon immobilizalni lehet. A karok altala-
ban legalabb egy aminosav hosszlisaguak, és lehetnek
50 vagy tobb aminosav hosszlsaguak, leginkabb azon-
ban 1-10 aminosav hosszisaguak.

Annak a peptidnek, amelyben az aminosav szekven-
cia aminosavak helyettesitése, hozzdadasa vagy kiikta-
tasa révén modosul, meg kell tartania a nem modositott
peptidek lényegében teljes immunreaktivitasat vagy vi-
rusellenes aktivitasat; ezeket hagyomanyos modon lehet
mérni kiilonbozd vizsgalati technikakkal, amelyeket itt
leirunk. Egy vagy tobb aminosav d-izomer formajat is
lehet alkalmazni, ha kivanatos, biologiai tulajdonsagok,
mint pl. aktivitas, elbomlas sebessége stb. modositasa
érdekében.

Ezen kiviil egy, két vagy tobb aminosavat adhatunk
egy oligopeptid vagy peptid végeihez, hogy konnyitést
nyujtsunk egyik peptidnek masik peptidhez valo kapcso-
lasahoz, vagy nagyobb peptidhez vagy hordozohoz vald
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kotéshez abbol a célbol (amelyet a kés6bbiekben targya-
lunk), hogy a peptid vagy oligopeptid fizikai vagy kémi-
ai tulajdonsagait modositsuk.

Aminosavként tirozint, ciszteint, lizint, glutaminsa-
vat, vagy aszparaginsavat vezethetiink be a peptid vagy
oligopeptid C- vagy N-terminalisanal, hogy hasznos funk-
cios csoportokat biztositsunk a kapcsolashoz. A cisztein
kiilénosen elényds a mas peptidekhez valo kovalens
kapcsolas megkonnyitésére vagy polimerek képzéséhez
oxidacio6 réveén.

Ezen kiviil a peptid vagy oligopeptid szekvenciak
kiilonbdzhetnek a természetes szekvenciatol olyan szek-
venciaval, amely terminalis—NH, acilezéssel, pl. acetile-
zéssel, vagy tioglikolsav amidalassal, vagy pl. ammoni-
dval vagy metil-aminnal végzett terminalis karboxil ami-
dalassal van modositva, igy biztositva stabilitast ¢s meg-
novekedett hidrofobicitast egy hordozohoz vagy mas
molekulahoz vald kapcsolashoz vagy kotéshez, vagy
polimerizalashoz.

Igy pl. a fentickben ismertetett I-VIII és [X-XV
peptidekben, ahol Y és Y’ van jelen, egyik 1étezd elényos
kiviteli mod, amikor Y vagy Y’ egy vagy tobb cisztein
gyokot tartalmaz, vagy egy vagy tobb cisztein gyok
kombinaciojat tartalmazza térkitolto (spacer) aminosa-
vakkal. A glicin kiilonosen eldnyos térkitoltd. Elonyos
peptidek az oxidativ polimerizalasban valo felhasznalas-
ban azok, amelyekben Y vagy Y’ legalabb két cisztein
gyokot képvisel. Amikor két cisztein gyok van jelen a
peptidnek ugyanazon a végén, olyan elényds kiviteli
mod létezik, amikor a cisztein gydkoket elkiilonitjiik
egymastol egy—harom térkitélté aminosavgydkkel, els-
nyosen glicinnel. A cisztein gyokok jelenléte lehetévé
teszi dimerek keletkezését és/vagy az igy létrejovo peptid
hidrofobicitasanak megnovekedését, ez pedig meg-
konnyiti a peptid immobilizalasat szilard fazisban vagy
immobilizalt méré rendszerekben.

Kiilonosen érdekes a terminalis aminocsoportok aci-
lezéséhez alkalmazott ciszteinek vagy tioglikolsavak
merkaptan csoportjainak alkalmazasa két vagy tobb pep-
tid vagy oligopeptid vagy ezek kombinacié dsszekap-
csolasahoz diszulfid kotés vagy hosszabb kotések revén,
igy olyan polimereket képezve, amelyek t6bb epitopot
tartalmaznak. Az ilyen polimercknek az az eldnyiik,
hogy megndvekedett immunologiai reaktivitdsuk van.
Ahol kiil6nb6z6 peptideket alkalmazunk a polimer fel-
épitéséhez, ezek birtokaban lesznek annak a tovabbi
képességnek, hogy olyan antitesteket indukaljanak,
amelyek immunreakcioba 1épnek kiilonboz6 HIV izola-
tumok sokféle antigén determinansaval.

Hogy antigén polimerek (szintetikus multimerek) ke-
letkezését érjiik el, olyan anyagokat alkalmazhatunk,
amelyek bisz-halogén-acetil csoportokkal, nitro-aril-halo-
genidekkel stb. rendelkeznek, ahol a reagensek tiocso-
portokra fajlagosak. {gy a kiilonb6z6 peptidek vagy oligo-
peptidek két merkaptocsoportja kozti kapcsolas lehet
egyedi kotés vagy lehet egy kotdcsoport legalabb 2,
altalaban legalabb 4, nem t6bb, mint kb. 16, és altalaban
nem tobb, mint 14 szénatommal.

A szdban forgd peptidet lehet oldhaté makromoleku-
laris hordozohoz (pl. nem kevesebb, mint 5 kdalton)
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kotve alkalmazni. Kényelmesen a hordoz6 lehet poli(ami-
nosav), vagy természetben eléfordulo, vagy szintetikus,
amellyel az antitestek nem valoszinii, hogy talalkoznak
a human szérumban. Az ilyen hordozokra példak a poli-
-L-lizin, kulcslyuk-kagylo (keyhole limpet) hemocianin,
tiroglobulin, albuminok, pl. szarvasmarha szérum albu-
min, tetanusz toxoid stb. A hordozd kivalasztasa els6d-
legesen az antigén szandékozott végleges alkalmazasa-
tol fiigg, valamint a kényelmes kezelhetfségtl és a
hozzaférhetdségtol.

Azilyen konjugatumoknal legalabb egy szoban forgo
peptid legalabb egy molekulaja kell, hogy jelen legyen
a makromolekulaban, és nem tdbb mint mintegy 1 mo-
lekula a makromolekula 0,5 kdaltonjara, altaldban nem
tobb, mint 1 molekula a makromolekula 2 kdaltonjara.
Egy vagy t6bb kiilonbozo peptidet lehet kapcsolni ugyan-
ahhoz a makromolekulahoz.

A kapcsolas modja hagyomanyos, olyan reagenseket
alkalmazva, mint p-maleimido-benzoesav, p-metil-
-ditio-benzoesav, maleinsav-anhidrid, bork&sav-anhid-
rid, glutaraldehid stb. A kapcsolas torténhet az N-termi-
nalison, C-terminalison, vagy egy olyan helyen, amely a
molekula végei kozott van. A szoban forgo peptidbdl
szarmazékokat lehet késziteni kapcsolassal, vagy lehet
kapcsolni gy is, hogy egy hordozohoz van kétve.

Kiilonb6z6 vizsgalo és mérd munkameneteket, ame-
lyek ismerdsek azok szamara, akik a szakteriileten jarta-
sak, lehet alkalmazni vagy a retrovirus eredetii fehérjék
elleni antitestek jelenlétének kimutatasara, vagy maguk-
nak a retrovirus eredetdi fehérjéknek a kimutatasara.
Kiilonosen fontos a peptidek alkalmazasa jelzett rea-
gensként, ahol a jelzés kimutathat6 jelet biztosit vagy a
peptid kozvetlen vagy kdzvetett kitését biztositja vala-
mely felillethez, ahol a peptid elleni antitest a mintaban
a feliileten levé peptidhez kototté valik. A peptidhez
kot6tt human antitest jelenlétét azutan igy lehet kimu-
tatni, hogy huméan immunglobulinra (normalisan mind
human IgM-re, mind human IgG-re) fajlagos xenogén
antitestet alkalmazunk, vagy immunkomplexekre, pl. S.
aureus A-fehérje Ri-faktorara fajlagos jelzett fehérjét
alkalmazunk.

A mérési-vizsgalati technikara jellemz6 minta-tarold
alkalmazasa, pl. mikrotitrdlo lemezek iiregeinek alkal-
mazasa, ahol a szoban forgo polipeptidet vagy konju-
gatumait a taroléedény fenekéhez és/vagy falaihoz ad-
szorbealjuk kovalensen vagy nem kovalensen. A mintat,
normalisan emberi vért vagy szérumot, hozzavetdlege-
sen pufferolt kozegben, a taroloéedénybe helyezziik ¢és
megfelelé id6t biztositunk, hogy komplex képzddése
lehetévé valjék a polipeptid(ek) és a mintaban levé bar-
milyen rokon antitest kozott. A feliiluszot eltavolitjuk és
a taroldedényt mossuk, hogy eltavolitsuk a nem fajlago-
san kotott fehérjéket. Egy jelzett fajlagos kot fehérjét,
amely fajlagosan kot a komplexhez, pl. mint a xenogén
antiszérum human immunglobulinhoz, alkalmazunk a
kimutatashoz.

A peptidet sokféle modon eld lehet allitani. A pepti-
det, viszonylag rovid mérete miatt, lehet oldatban vagy
szilard rogzitGanyagon szintetizalni hagyomanyos tech-
nikdkkal dsszhangban. Kiilonb6z6 automatikus szinteti-
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z4l6 berendezések ma mar kereskedelmi forgalomban
kaphatok és ismert munkamenetekkel 6sszhangban al-
kalmazhatok. Lasd pl. Stewart és Young: Solid Phase
Peptide Synthesis (Szilard fazisu peptidszintézis) 2. ki-
adas, Pierce Chemical Co. (1984); és Tam és munkatar-
sai: J. Am. Chem. Soc. 105, 6442 (1983).

Egy masik modszer szerint hibridizaciés DNS tech-
nologiat lehet alkalmazni, ahol szintetikus gént éllitha-
tunk el8 olyan egyedi szalakat alkalmazva, amelyek a
polipeptidet kodoljak, vagy ezek lényegében komple-
menter szalait, ahol az egyedi szalak atfednek és Ossze-
hozhatok valamilyen Osszeforrasztdé kozegben, hogy
hibridizaljanak. A hibridizalt szalakat lehet azutan ligal-
ni a megfelelé végek kivalasztasaval, hogy a komplett
gént alakitsak ki, és a gént kifejezé vektorokba lehet
iktatni, amelyek ma konnyen beszerezheték. Lasd pl.
Maniatis és munkatarsai: Molecular Cloning (Moleku-
laris klonozas), Laboratoriumi kézikonyv, CSH, Cold
Spring Harbor Laboratory (1982). A peptidet kodolo
virus genom teriiletet lehet klonozni hagyomanyos re-
kombindns DNS technikakkal is, majd kifejezni (lasd
Maniatis fentebb idézett munk4jat).

A HIV LAVgry és ARV2 izolatumaibol szarmazoé
DNS kodolo szekvencidk, amelyeket a peptidek kifeje-
zéséhez alkalmazhatunk, magukba foglaljak az alabbia-
kat:

LAV TGT ACA AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGA AAA AGT

BRU

ATC CGT ATC CAG AGG GGA CCA GGG AGA GCA TTT

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 GLA TTT CAT ACA

ACA GGA AGA ATA ATA GGA GAT ATA AGA AAA GCA

CAT TGT.

Egy szekvenciabol fragmentumokat alkalmazhatunk
peptid fragmentumok kifejezéséhez, konzervativ bazis-
cseréket végezhetiink, ahol a modositott kodon(ok) azo-
nos aminosavakat kodolnak, vagy nem konzervativ val-
tozasokat hajthatunk végre a kodold szekvenciaban, ahol
az igy 1étrejové aminosav jelenthet konzervativ vagy
nem konzervativ valtozast az aminosavszekvenciaban;
ezt a késGbbiekben megtargyaljuk.

A kodolé szekvenciat kiterjeszthetjik akar az 5°-,
akar a 3’-terminalisnal, vagy mindkét végnél, hogy a
peptidet megnoveljiik, mikdzben epitop helye(i) meg-
marad(nak). A kiterjesztés kart szolgaltathat kapcsolas-
hoz, pl. valamilyen jelzéshez, mint pl. enzimhez, két
vagy az Osszes peptid egyesitéséhez azonos lancban,
antigén aktivitds nyljtasahoz, vagy a klonozasnal ké-
nyelmes restrikcios helyekhez stb.

A DNS szekvenciat magat, vagy fragmentumait,
vagy nagyobb szekvenciakat altalaban legalabb 15 ba-
zissal, eldnyOsen legalabb 18 bazissal alkalmazhatjuk
nukleotid vizsgalo mintaként retrovirus RNS vagy pro-
virus RNS kimutatasara, vagy homolog teriiletek azono-
sitasara klonozashoz vagy szekvenciaelemzéshez. Sza-
mos technikat irtak le, pl. a Grunstein—Hagness techni-
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kat, Southern technikat, Northern technikat, a ,,dot-blot”
(pont-folt) technikat, valamint mas modszereket is, pl.
azt, amely a 4,358,535 lajstromszam0 amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi leirasban le van irva; ez utobbit
a jelen bejelentésbe referenciaként épitjiik be.

A szoban forgd peptideket, beleértve a blokkol6 pep-
tideket, és analogjaikat magukban alkalmazhatjuk, vagy
kombinacidban vakcinakban. Hasonloképpen anti-idio-
tipus antitesteket, azaz olyanokat, amelyek reaktivak a
jelen talalmany szerinti antitestek idiotipusaival és ezél-
tal a HIV semlegesité tertileteit utdnzo epitopokat tartal-
maznak, szintén alkalmazhatunk vakcindkban. A pepti-
deket vagy anti-idiotipus antitesteket kényelmes modon
lehet kiszerelni, altalaban 1 pg—20 g/kg gazdaszervezet
koncentracioban. Fiziologiailag elfogadhato kozeget le-
het alkalmazni hordozoként, pl. steril vizet, fiziologias
sooldatot, foszfattal pufferolt fiziologias sooldatot, és
hasonlokat. Adjuvansokat is lehet alkalmazni, pl. alumi-
niumhidroxid gélt, feliletaktiv anyagokat, mint lizole-
citint, tobbértéki poliolokat, polianionokat, peptideket, fe-
hérjéket (pl. diftéria- vagy kolera toxint) és olajemulzi-
Okat. A peptideket be lehet épiteni liposzomakba is, vagy
lehet konjugalni poliszacharidokhoz, polipeptidekhez,
vagy polimerekhez vakcina kiszerelésekben valo fel-
hasznalashoz. A beadas lehet injekcid formaban, pl.
intramuszkularisan, peritonealisan, szubkutan, intravé-
nasan stb. Immunogén szempontbél hatasos dozis be-
adasa torténhet egyszerre vagy tobb idStartamban, alta-
laban 1-4 hetes idékozokben. Az ,immunogén szem-
pontbol hatdasos dozis” a vakcininak az a mennyisége,
amely elegendé immunvalasz kivaltasdhoz valamely gaz-
daszervezetben, amely altal a gazdaszervezet megno-
vekedett fert6z6dést mutat.

A jelen talalmany mas vonzatai €s elényei nyilvanva-
16ak lesznek az itt kovetkezo kisérleti leirasokbol, ame-
lyek példak segitségével irjak le a talalmanyt. A példakat
csak szemléltetés kedvéért adjuk meg, és nem korlatozas
céljat szolgaljak.

L példa

Monokiondlis antitestek kialakitdsa és jellemzése

Az . példa olyan hibrid sejtvonalak kialakitasat irja
le, amelyek HIV burok-glikoproteinjeire fajlagos mono-
klonalis antitesteket termelnek. A modszer magaban fog-
lalja LAVggry lektinnel tisztitott, lencse lektin agar6zhoz
kotott extraktumainak alkalmazasat immunogénként. A
monoklondlis antitesteket, amelyeket ezt kdvetden ala-
kitunk ki a hibrid sejtvonalak révén, azzal jellemezzik,
hogy képesek immunfoltot és radioimmun csapadékot
képezni a tisztitott LAV-bol szarmazo6 gpl10-zel, ezek
biologiailag kifejezett rekombinans fuizios fehérjék. [A
gpl110 a HIV burok régodta ismert és sztenderd eljarasok-
kal eléallithato glikoproteinje; eldallitasaval tobbek ko-
zOtt az alabbi irodalmi hely foglalkozik: Robey és mun-
katarsai: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 7023 (1986)]
Azok a monoklonalis antitestek, amelyek a gpl10-en
levé epitopokhoz kotédnek, reaktivak ELISA-ban szét-
zazott teljes virussal, fuzios fehérjékkel és szintetikus
peptidekkel is, és reagalnak a teljes virussal kozvetett
fluoreszcens vizsgalatokban.
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A monoklonalis antitestet termel6 hibrid sejtvonalak
kialakitasara szolgalé munkamenet és az antitestek jel-
lemzGje az alabbi:

A 83 24 800 lajstromszamu nagy-britanniai szaba-
dalmi leirasban ismertetett eljaras szerint fert6zott GEM
sejtekb8l /ATCC CRI 8904/ tisztitott LAV virust /a
tisztitas részleteit késGbb ismertetjilk/ szétziizunk
50 mmol/l trisz-t /pH 7,4/, 0,15moél/1 NaCl-t, 1,0%
aprotinint és 2% Nonidet P-40-et (NP-40) (oktil-fenoxi-
-polietoxi-etanol) tartalmazo6 oldatban. Az extraktumot
kétszer tisztitjuk centrifugalassal és 0,5% NP-40 tarta-
lomra allitjuk be harom térfogat, NP-40 nélkiili szétztzo
puffer hozzaadasaval. Lencse lektin Sepharose-t (Pharma-
cia, Piscataway, New Jersey, Amerikai Egyesiilt Allamok)
elémosunk NP-40 nélkiili szétzaz6 pufferban, mayd ki-
egyensulyozzuk adszorpcios pufferban [SO mmolA trisz
(pH 7,4), 0,15 moél/1 NaCl, 1,0% aprotonin, 0,5% NP-
40]. A tisztitott virus extraktumokat a lencse lektin
Sepharose-val adszorbealjuk 40 °C hémérsékleten 42
oran at. A nem adszorbealt anyagot feleslegben levd
adszorpcids pufferral végzett mosassal tavolitjuk el. Az
adszorbedlt anyag eludlasat 0,2 mol/l alfa-metil
mannoziddal hajtjuk végre adszorpcios pufferban. Az
eluatumot PBS-sel (foszfattal pufferolt fiziologias sool-
dat) szemben dializaljuk, hogy eltavolitsuk a cukrot és az
anyagot Ujra adszorbealjuk a lencse lektin Sepharose-ra.

A glikoprotein-lencse lektin Sepharose komplexet
alkalmazzuk BALB/c egerek immunizalasara harom intra-
peritonealis injekcidval adjuvans nélkiil, egymastol 2—3
hetenként adva. Az immunizalasi munkamenet Godstein
¢s munkatarsai [Infect. Immun. 38, 273-281 (1982)]
eljarasat koveti. A lépeket eltavolitjuk azokbdl az immu-
nizalt egerekbdl, amelyek demonstraljak a HIV gliko-
proteinjei elleni kering6 antitesteket immunfoltképzés-
sel, RIP-pel és/vagy ELISA-val.

A sejtvonalak kialakitasdhoz alkalmazott munkame-
netek altaldban azok, amelyeket Kohler és Milstein leirt
[Nature, 256, 495 (1985)], Goldstein L.C. és munkatar-
sainak modositasaval [Infect. Immun. 38, 277 (1982)].
Az immunizalt egerekbdl kapott 1ép-eredet(i B-limfoci-
takat NS-1 mieloma sejtekkel (ATCC TIB 18) fuzional-
juk, 40% (tomeg/térfogat) polietilénglikolt alkalmazva.
A fuziot kovetden a sejtkeveréket Ojra szuszpendaljuk
HAT tapkozegben (RPMI-1640 tapkozeg, 15% borji-
embri6  szérummal, 1-10* moél1 hipoxantinnal,
410”7 mol/l aminopterinnal és 1,6-107 mol/l timidin-
nel), hogy a hibrid sejtek novekedésére szelektaljunk,
majd szétosztjuk 96 iireges mikrotenyészet lemezekre
1-3-10 sejt/ml koncentracioval és 37 °C hémérsékleten
inkubalunk nedvesitett atmoszférdban, amely 6% CO,-t
tartalmaz. A tenyészeteket olyan modon taplaljuk, hogy
a feliihiszo felét helyettesitjiik friss HAT tapkozeggel.
Az tregeket forditott mikroszkopot alkalmazva figyel-
jik meg, keresve a sejtburjanzas jeleit, €s amikor a sejtek
megfelel6 sliriségliek, a feliiluszokat atvizsgaljuk an-
ti-LAV antitestre.

A LAYV elleni antitestet termel6 hibridsejteket tartal-
mazo tiregeket ELISA-val azonositjuk, a kotést mérve
vagy a tisztitott, egész szétzizott virushoz, vagy biolo-
giailag kifejezett fuzids fehérjékhez. A szétzuzott virust
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alkalmazé ELISA vizsgalatokat LAV EIA lemezeken
hajtjuk végre (Genetic Systems, Seattle, Washington). A
lemezeket 37 °C hémérsékleten 45 percig inkubaljuk
sejttenyészet folyadékokkal, majd haromszor mossuk
foszfattal pufferolt fiziologias sooldattal, amely 0,05%
Tween20-at is tartalmaz (PBS-Tween).

Peroxidaz—kecske anti-egér IgG-t (1:2000 higitas
PBS-Tweenben; Zymed Laboratories, Inc., South San
Francisco, Kalifornia) adunk hozza (100 pliireg), és a
lemezeket 45 percen 4t 37 °C hdmérsékleten inkubaljuk,
és a fentiek szerint mossuk. Szubsztratumot (0,025 mol/1
citromsav, 0,05 mol/l natrium-dihidrogén-foszfat, pH 5,0,
amelynek 50 ml-e 14 mg o-fenilén-diamint és 10 ml
hidrogén-peroxidot tartalmaz), adunk hozz4 és a lemeze-
ket 30 percig inkubaljuk szobahdmérsékleten, sotétben.
A reakciot 3 n kénsavval allitjuk le, és a kalorimetrias
reakciot kvantitativen kiértékeljiik automatizalt mikrole-
mez leolvasoval. Azokat az iiregeket, amelyek pozitiv
eredményeket adnak, hatarhigitassal szubklonozzuk, faj-
lagossagra ijra megvizsgaljuk, majd felhasznaljuk,

Az igy létrejovo hibrid sejtvonalak altal kivalasztott
monoklonalis antitesteket tovabb jellemezziik fajlagos-
sagra és reaktivitasra immunfoltképzéssel, immunkicsa-
passal, és ELISA-val, szétzizott LAV virust, rekom-
binans LAV fi1zios fehérjéket és szintetikus LAV peptide-
ket alkalmazva. Az Gsszes antitesteket IgG; 1zotipusu-
nak hatérozzuk meg. A HIV-gp110-1, HIV-gp110-2 és
HIV gp110-3 sejtvonalakat letétbe helyeztiikk az American
Type Culture Collection-nal a jelen bejelentés benyujta-
sa el6tt, ezekaz ATCCHB 9175, illetve HB 9176, illetve
HB 9177 jelzést kaptak.

A reaktivitasra vizsgalt rekombinans fizios fehérjé-
ket eléz6leg ENV2-nek, ENV3-nak, ENV4-nek és
ENVS5-nek neveztik. Az ENV2 fehérje a pENV2-bél
(ATCC 53071) fejezddik ki, amely a LAV 6598. bazis-
parjatol (bp) 7178 bp-jaig terjedd teriilet [Wain—Hobson
¢és munkatarsai szamozasa szerint, Cell, 44, 9 (1985)]; az
ENV3 a pENV3-bol fejezddik ki (ATCC 53072), amely
a LAV 7178. bp-t6l 7698. bp-ig terjedo teriiletét tartal-
mazza; az ENV4 a pENV4-bél fejezédik ki (ATCC
53073), ez a 7698. bp-tol a 8572. bp.-ig terjed? teriiletet
tartalmazza; és az ENV5 a pENVS-bdl fejez8dik ki
(ATCC 53074), amely az 5889. bp-tol 7698. bp.-ig ter-
jedd LAV-teriiletet tartalmazza. A rekombinans fizids
fehérjék elballitasat részletesen leirja az EP 201 716
lajstromszami eurdpai szabadalmi leiras.

Szintetikus peptidek osszedllitdsa
Az 1. peptidet (29.) és VIIL peptidet (110-2-2) benz-
hidrilamin (polisztirol/divinil-benzol) gyantan (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, Kalifornia) allitjuk dssze.
Az V. peptidet (177) t-butoxi-karbonil (Boc)-etil-benzil-
-cisztein-fenilacetamido-metil (PAM) polisztirol/divi-
nil-benzol gyantan allitjuk Ossze. A fenti reakciokkal
kapcsolatban utalunk az alabbi szakirodalomra: Stewart
és Young: ,,Solid Phase Peptide Synthesis”, Pierce
Chem. Co, /kiadd/, Rockford, Illinois /1984/.
Szimmetrikus anhidrid kapcsolasokat hajtunk végre
Applied Biosystems 430A szintetizalo berendezésben.
Ciszteint adunk elsé gyokként mindkét peptidnél.
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Aszparaginnal és glutaminnal diciklohexil-karbodi-
imid kapcsolasokat alkalmazunk hidroxi-benzotriazol
jelenlétében. Benzilalapt oldallanc védelmet és Boc alfa
amin védelmet alkalmazunk.

Mas rutinszerfien alkalmazott oldallanc-védelmek a
Boc(formil) triptofan, Boc metionin szulfoxid, Boc(tozil)
arginin, Boc(metil-benzil) cisztein, Boc(tozil) hisztidin,
Boc(klor-benzil-oxi-karbonil) lizin és Boc(brom-benzil-
-oxi-karbonil) tirozin.

Amikor a peptideket radioaktivan jelezziik, ez az
amino-terminalisnal végzett acetilezéssel torténik 3H-
-ecetsavval és di-ciklohexil-karbodiimid foloslegével.
Az utdbbi két bekezdésben foglalt reakcidkra vonatko-
z0lag szintén a Stewart féle szakkonyvre utalunk.

A védbesoport eltavolitiasa és a peptid lehasitasa a
gyantarol a Tam-féle ,,alacsony—magas” HF munkame-
net szerint torténik (Tam és munkatarsai, fentebb idézett
munka). Az extrahalas a gyantardl 5%-os ecetsavval
torténik, és az extraktumot gélszliréses kromatografia-
nak vetjiik ala 5%-os ecetsavban.

A monoklonalis antitestekkel valo reaktivitasra vizs-
galt szintetikus HIV peptidek magukban foglaljak a 29.,
36., és 39. peptideket. A 29. peptidet a LAVggy genom
teriilet kodolja mintegy 6688. bp-t6l 6750. bp-ig; a 36.
peptidet a mintegy 7246. bp-t6l 7317. bp-ig terjedd
teriilet kodolja; és a 39. peptidet a mintegy 7516. bp-t6l
7593. bp-ig terjedd teriilet kodolja. A 36. és 39. peptidek
részletesen le vannak irva a 4,629,783 lajstromszami
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban.

A IX-XV blokkolo peptideket 1ényegében ugy allit-
juk Ossze, amint fentebb leirtuk, metil-benzilhidrilamin
(polisztirol/divinilbenzol) gyantan (Applied Bio-
systems, Inc., Foster City, Kalifornia). Szimmetrikus
anhidrid kapcsolasokat hajtunk végre Applied Bio-
systems 430A szintetizald berendezésben. Aszparagin-
hoz diciklohexil-karbodiimidet alkalmazunk hidroxi-
-benzotriazol jelenlétében. A védelemhez benzil-alapa
oldallancot és Boc alfa-amin védelmet alkalmazunk,
mig Boc(brém-benzil-oxi-karbonil)-t alkalmazunk spe-
cialisan tirozin oldallanchoz. Az acetilezést, ha van
ilyen, ecetsavanhidridet vagy jégecetet €s diciklohex-
imidet alkalmazva hajtjuk végre. A védbcsoport eltavo-
litasat és a peptid lehasitaséat a gyantarol sztenderd ,,ma-
gas” HF munkamenettel végezziik el (Stewart és mun-
katarsai, fentebb idézett munka). A gyantarol valo ext-
rahalast 50%-os ecetsavval hajtjuk végre, és az extrak-
tumot ezt kovetden gélsziiréses kromatografidnak vetjiik
ala 20%-os ecetsavban. Ha sziikséges, nagy teljesitmé-
nyl folyadékkromatografiat végziink Vydac C18 oszlo-
pon (Rainin Instrument Co., Emeryville, Kalifornia),
0,1% trifluorecetsav-acetonitril gradienst alkalmazva.

Immunfoltképzés

Az immunfoltképzéssel valo jellemzést klon feliiliiszo-
kon vagy aszcitesz folyadékokon végezziik, tisztitott
LAYV virust és rekombinans fizios fehérjét alkalmazva
antigénként. Az antigéneket elészor poliakrilamid gra-
diens gélelektroforézissel (7,0-15,0%) kiilonitjiik el, és
elektroforézissel [4 6ra, 25 V, 25 mmol/l natrium-fosz-
fatban (pH 7,0)] atvissziik nitrocelluléz membranra
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(NCM). Atvitel utin az NCM-et blokkoljuk
PBS-Tweenben vagy Blotto-ban (5% nem zsiros tejpor
PBS-ben) egy oran at szobahOmérsékleten végzett
inkubalassal, hogy meggatoljuk a nem fajlagos kolcson-
hatasokat. Az NCM-et PBS-Tweennel sztenderd arany-
ban higitott sejttenyészet feliiliszoval vagy aszcitesz
folyadékkal inkubaljuk egy oran 4t szobahémérsékleten,
és haromszor atoblitjiikk PBS-Tweennel. A masodik 1é-
pésben az NCM-et PBS-Tweennel 1:2000 ardnyban hi-
gitott kecske—anti-egér IgG-torma-peroxidézzal inku-
baljuk egy oran at szobahdmeérsékleten. Ezt az inkubalast
PBS-Tweennel végzett mosés koveti, majd a membrant
tormaperoxidaz ~ szinkifejleszté oldatba  meritjiik
(Bio—Rad Laboratories, Richmond, Kalifornia) 20 perc-
re. A reakciot ugy allitjuk le, hogy a membrant ionmen-
tesitett vizbe meritjiik. A monoklonalis antitest reaktivi-
tast Osszehasonlitjuk tisztitott szétzizott virussal vagy
kifejezett fizids fehérjével reaktiv pozitiv kontroll szé-
rummal. Az eredmények azt mutatjak, hogy az Osszes
antitest kotédik gpl10-hez és prekurzor molekulajahoz,
a gp150-hez, szétziizott viruskészitményt alkalmazva. A
110-1 és 110-2 antitestek felismerik az ENV3 fiizios
fehérjétis, miga 110-3, 110-4, 110-5 és 110-6 antitestek
immunkomplexet képeznek ENV2-vel.

Immun kicsapds
Radioimmun kicsapashoz virus-extraktumokat készitiink
olyan HIV LAVggy izolatumaival (amelyeket Montagnier
szerint allitunk el6 a GB 83 24 800 lajstromszamu nagy-
britanniai szabadalmi leiras alapjan) fertézott CEM sej-
tekbdl, amely HIV-t folyamatos passzalassal litikus no-
vesztéshez adaptaltunk. Amikor a korai citopatikus ha-
tasok nyilvanvalova valnak, a sejteket atvissziik jelzést
ado vizes kdzegbe, amely 3°[S]-metionint (0,05 mCi/ml)
vagy 3[H]-gliikdzamint (0,025 mCi/ml) tartalmaz, majd
24 6ran at inkubaljuk, amig a sejtek nagy része lizalodik,
virust bocsatva ki a tenyészet feliiluszoba. A virust iile-
dékbe vissziik (1 6ra 100000 g-nél) a sejtmentes feliil-
0szobol, és detergens extraktumot készitink P-RIPA
pufferban (foszfattal pufferolt fiziologias sdoldat, amely
1,0% Triton X-100-at, 1,0% dezoxikolatot, 0,1% SDS-t
és 1% aprotinint tartalmaz). Hasonl6 extraktumokat ké-
szitiink nem fert6zott CEM sejtek feliiluszoibél is.
Immunkicsapasos vizsgalatokat hajtunk végre 100 pl
virus extraktumot egy oran 4t jégen inkubalva 100 pl,
hibrid sejtvonalbdl szarmazod tenyészet feliiliszoval.
4 mikroliter nyul-anti—egér-Ig-t (Zymed Laboratories,
South San Francisco, Kalifornia) adunk mindegyik min-
tdhoz, és inkubdlunk 30 percen at. 1% ovalbumint is
tartalmazo P-RIPA pufferban djra szuszpendalt immun-
precipitint (100 pl; Bethesda Research Laboratory,
Bethesda, Maryland) adunk mindegyik mintahoz, és in-
kubalunk tovabbi 30 percen at. A kotott komplexeket
mossuk és SDS—poliakrilamid gélelektroforézissel (15,0%
akrilamid, DATD gél) szeparaljuk. Az elektroforézist
kovetGen a géleket rogzitjiik, Enhance-ban (New England
Nuclear, Boston, Massachussets) 4ztatjuk, megszaritjuk,
és Kodak XRS5 filmre helyezziik. Egy pozitiv referencia
szérumot, amely immun-kicsapast idéz el6 minden HIV
virus fehérjével, reagaltatunk virussal fert6zott és al-fer-
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I1. tablazat
Rekombinans fehérjékkel és szintetikus peptidekkel reaktivitist mutatd monoklonalis antitestek,
ELISA-val kimutatva

Rekombindns fizids fehérje

Szintetikus pevtidek

LAV CEM

ENV2 ENV3 ENV4 ENVS 29. 36, 39 Kontroll Kontroll
110-1 0,077 3,000 0,113 3,000 ND 2,421 0,054 0,908 0,125
110-2 ~-0,003 3,000 0,000 3,000 ND  2,305-0,005 1,214 0,009
110-3 3,000 0,011 ND  ND 3,000 ND 0,017 0,363 0,046
110-4 3,000 0,020 ND  ND 3,000 ND 0,016 0,383 ° 0,067
110-5 ° 3,000 0,014 ND  ND 3,000 ND 0,016 0,368 0,025
110-6 3,000 0,033 ND KD 1,937 ND 0,017 0,486 0,032 °

ND = nem mutathaté ki

20

t6zott CEM sejt feliiluszokkal, mint pozitiv és negativ
kontrollokkal.

Az eredmények azt mutatjak, hogy mind a hat mono-
klonalis antitest fajlagos immun-kicsapast hoz létre gp110-
zel és gp150-nel.

Enzimmel kotott immunadszorbens vizsgdlat

Hogy feltérképezziik a jelen taldlmany szerinti mono-
klonalis antitestek altal felismert gpl10 epitopokat, a
hibrid sejtvonalakbol szarmazd tenyészet feliilaszokat
vagy az aszcitesz folyadékot tovabb jellemezziik
ELISA-ban valo reaktivitassal biologiailag kifejezett fu-
zios fehérjékkel és szintetikus peptidekkel. A munkame-
net azonos azzal, amelyet fentebb leirtunk, azzal a kive-
tellel, hogy fuzios fehérjék vagy szintetikus peptidek
helyettesitik a tisztitott virust antigénként a mikrotitralo
tiregek feliiletén adszorbeélva.

Amikor peptideket alkalmazunk antigénként, a le-
mezre vitel munkamenete az alabbi. A liofilezett pepti-
det feloldjuk 6 mol/l guanidin HCl-ben. Ko6zvetleniil a
96 iireges lemezre felvitel eldtt a guanidin oldatot higit-
juk 0,05 mol/l-es karbonat/bikarbonat pufferban (pH 9,6),
100 pug/ml végsd peptid koncentraciora. 50 ml térfogati
higitott peptidet helyeziink el mindegyik mikrotitralo iireg-
be, és a lemezeket ezutan 4 °C hémérsékleten inkubaljuk
egy éjszakan at. A folosleges peptid oldatot , kirazzuk™, a
lemezeket Blotto-val blokkoljuk, és a fentebb leirt folya-
matot az ELISA tovabbi munkamenet koveti. Hasonlokép-
pen, rekombinans fehérjét higitunk 2 pg/ml végs6 kon-
centraciora 0,05 mol/l-es karbonat/bikarbonat pufferban
(pH 9,6), miel6tt ugyanezt a munkamenetet kovetnénk.

Az eredményeket a II. tablazat mutatja be. A HIV
gpl10-1 és HIV gpl110-2 sejtvonalak altal termelt mono-
klonalis antitestek reagalnak ENV3-mal, ENV5-tel, 36.
peptiddel és szétzizott virussal. A HIV-gpl10-3,
HIV-gpl10-4, HIV-gp110-5 és HIV-gp110-6 sejtvona-
lakbol szarmazo antitestek ENV2-vel és 29. peptiddel,
valamint szétzzott virussal reagalnak.

A 1L tablazatban talalhat6 eredmények azt mutatjak,
hogy a 110-1 és 110-2 monoklonalis antitestek felismer-
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nek egy, a pPENV3 teriileten beliil talalhaté DNS szek-
vencia altal kodolt antigén determinanst, pontosabban a
36. peptiden beliil talalhatd egy aminosavszekvencia
altal meghatarozott HIV genom teriilete altal kodolt
antigén determinanst. Ez azt jelenti, hogy a gp110-1 és
gp110-2 monoklonalis antitestek kotddnek a gp110 7246
bp. és 7317 bp. kozti teriilet altal kodolt peptid teriileté-
hez, amint ezt a 36. peptiddel és ENV3-mal kialakult
immunkomplexek képz4dése bizonyitja. A HIV
genomnak ezt a teriiletét mar korabban megdrzottnek
azonositottak, azaz csak kicsiny valtozasok vannak a 36.
peptidet kodolo DNS szekvenciakban a kiilonb6z6 fold-
rajzi helyekrdl szarmazo6 kiilonb6z6 virus-izolatumok
kozott [lasd: Starcich és munkatarsai: Cell, 46, 637
(1986)]. Ezzel ellentétben a gpl110-3, -4, -5, és -6 mono-
klonalis antitestek a 29. peptid altal meghatarozott, 6688.
bp. és mintegy 6750. bp. kozti teriilet altal kodolt HIV-
peptidekhez kotddnek. A 29. peptiddel meghatarozott
gp110 teriiletet igy azonositottak, hogy szamos nukle-
otid-helyettesitéssel rendelkezik a kiilénbz6 virus-izo-
latumok ko6zott. Azok a monoklonalis antitestek, ame-
lyek szelektiven kotik a meg6rzott epitopokat tartalmazo
gp110 polipeptideket, pl. a 110-1 és 110-2 antitesteket,
novekvé mértékben hasznosithatok sokféle koriilmények
kozott, pl. affinitas-kromatografiban stb. ELISA vizsga-
latban pedig a 110-2-2 peptid reagél olyan egyénbdl
kapott szérummal, akibdl LAV-2-t izolaltak.

Kozvetett immunfluoreszcens mérés

A HIV gpll10 antigénje ellen irdnyuldé monoklonalis
antitestet alkalmazo kozvetett immunfluoreszcens mé-
rést hajtunk végre acetonnal rogzitett és él6 sejteken.
LAV-val fert6zott CEM sejtekbdl készitett, acetonnal
rogzitett lemezeket inkubdlunk higitott tenyészet feliil-
uszoval vagy aszcitesz folyadékkal egy oran at 37 °C
hémérsékleten, mig az €16 sejteket a tenyészet feliiltiszo-
val vagy aszcitesz folyadékkal egy Oran at 4 °C hémér-
sékleten inkubaljuk, miel6tt a sejteket lemezre helyez-
nénk és acetonnal rogzitenénk. Mindkét modszer fluor-
eszcein—izotiocianattal jelzett anti-egér IgG-t (Zymed
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Laboratories, Inc., South San Francisco, Kalifornia) al-
kalmaz a reaktiv gp110 antigént hordozo sejtek kimuta-
tasara. A HIV-gpl110-1 monoklonalis antitest pozitiv
eredményeket ad, akar €16, akar acetonnal rogzitett, LAV-
fert6zott sejteket alkalmazunk.

Il példa

HIV fertéz6képesség semlegesitése anti-gp110

monoklondlis antitestekkel

Ez apélda HIV fert6z6képesség semlegesitését irja le
és jellemzi, olyan monoklonalis antitesteket alkalmazva,
amelyek gpl10-hez és gpl 10-en beliil levé peptidekhez
kotédnek. Az eredmények azt jelzik, hogy a gp110-3, -4,
-5, és -6 semlegesito aktivitassal rendelkeznek, és hogy
a gpl10-3 és -4 kiilondsen magas szintli semlegesit§
aktivitassal rendelkezik.

A semlegesités vizsgdlata

Erzékeny semlegesitési vizsgalatot fejlesztettiink ki,
hogy mennyiségileg vizsgalhassuk a monoklonalis anti-
testek hatasat a HIV fertdz6képességre. A HIV fert6zés-
re nagyon fogékony CD4+ sejtvonalat (CEM) valasz-
tunk ki célsejtként a fert6z6képességek Osszehasonlita-
sahoz. Az L. példaban leirt médon készitett aszcitesz
folyadékokat, vagy ezek ammonium-szulfatos kicsapést
alkalmazva tisztitott IgG frakcioit hdvel inaktivaljuk
56 °C hémérsékleten 30 percig, majd sziikség szerint
higitjuk olyan RPMI tipkozegben, amely 10% borju-
embrid-szérumot tartalmaz. LAVgry HIV torzs szusz-
penziot nyerink ki CEM mintegy négy napos, log fazis-
ban levé tenyészetébdl, amelyet 0,2 vagy 0,45 mikronos
sziir6n sziiriink, és —70 °C hémérsékleten lefagyasztunk.
Egy alikvotot felolvasztunk, titraljuk a TCIDsy, megha-
tarozasara /a TCIDs, jelentése ,,szovettenyészetet ferto-
z6 dozis”, vagyis az a koncentracio, amelynél a szovet-
tenyészet sejtjeinek 50%-a fertézve van a virussal/, majd
végrehajtjuk az ezt koveté méréseket frissen felolvasz-
tott alikvotokkal, amelyeket 1:500 aranyban higitunk
tenyésztd tipkozeggel, hogy a CEM sejtek 50%-anak
tenyészetben vald fert6zéséhez szilkséges mennyiség
mintegy tizszeresének megfelelé koncentraciot (10
TCIDs) kapjuk meg. A virus-szuszpenziot dsszekever-
jiik azonos térfogat (250 pl), 6tszoros higitasi mono-
klonalis antitest-készitménnyel 1:5-1:9765625 arany-
ban. A virus/antitest keveréket 45 percig inkubaljuk
37 °C hémérsékleten, majd masolatot készitiink az
1:5-1:9765625 aranyokbol. A virus/antitest keveréket
45 percig 37 °C hémérsékleten inkubaljuk, majd 200 pl-
esmasolati mintakat alkalmazunk tiregenként mintegy
2:10° CEM sejtet tartalmazd 1 ml oldatot tartalmazo
iregek inokulalasahoz. A tenyészeteket 37 °C hémér-
sékleten inkubaljuk nedvesitett, 5% CO,-t tartalmazé
atmoszféraban 14 napon at. A sejteket kinyerjiik, iiledék-
be vissziik, és 1% Triton X-100-at tartalmazo PBS-sel
lizaljuk mintegy 10 percen at. A lizalt sejtekben jelenle-
v§ virus (vagy virus antigén) mennyiségét 0gy hataroz-
zuk meg, hogy az alabb leirt, érzékeny HIV antigén
befogod ,,szendvics” enzim-immunassayt alkalmazzuk.
A semlegesit6 aktivitas titerét — ha van ilyen — annak a
monoklonalis antitest-higitdsnak reciprokaként hataroz-
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zuk meg, amely gatolja az antigén-termelést az antitest
nélkiil inkubalt virus kontroll tenyészetek tobb, mint
50%-aban vagy olyan, azonos izotipusi monoklonalis
antitestekkel inkubalt virustenyészetek tobb, mint 50%-
aban, amelyekrdl el6z6leg kimutattuk a semlegesitd ak-
tivitas hianyét.

A HIV antigén befogd vizsgalat, amelyre fentebb
utaltunk, két p25 antigén ellen iranyuld monoklonalis
antitestet alkalmaz befogd reagensként. Ezeket a
hibridoma sejtvonalakat 1ényegében a fentebb leirt mod-
szerekkel alakitottuk ki, beleértve egy tisztitott rekom-
binans fliziés fehérje alkalmazasat immunogénként, és
az igy létrejott monoklonalis antitestek jellemzését olyan
modon, hogy ezek fajlagosak és reaktivak a korabban
GAG-1-nek, GAG-2-nek és GAG-3-nak nevezett re-
kombinans fizios fehérjéket és a 141. szintetikus pepti-
det alkalmazva. A GAG-1 fehérjét a pGAG-1 (ATCC
53379), a GAG-2-t a pGAG-2 (ATCC 53111), ¢és a
GAG-3-ata pGAG-3 (ATCC 53112) fejezi ki. A rekom-
binans fuzios fehérjék termelését részletesen leirja a WO
86/06099 szamu PCT szabadalmi kdzrebocsatasi irat.

A 141. szintetikus peptidet a LAVgry genom tertilet
kodolja, ez a 198.-242. aminosavaknak felel meg. A
p25-2 és p25-3 hibridoma sejtvonalak altal termelt
monoklonalis antitestekrdl ugy talaljuk, hogy reaktivek
a GAG-1, GAG-2 és GAG-3 rekombinéns fuzios fehér-
jékkel, és a p25-3 monoklonalis antitestje reaktiv a 141.
szintetikus peptiddel is.

Hogy az antigén befogo vizsgalatot végrehajtsuk, az
elsé befogd reagenseket szilard hordozokra adszorbedl-
juk. A p25-2 és p25-3 hibridoma sejtvonalakbol szarma-
z6 aszcitesz folyadékot 1:5000 aranyban higitjuk
25 mmol/1 trisz-pufferban (pH 8,5), és 200 pi-t mikro-
lireges lemezek iiregeibe helyezziik. Az iiregeket lefor-
rasztjuk és mintegy 16 6ran at 4 °C hémérsékleten inku-
baljuk. Az oldatot az iiregekbdl leszivassal eltavolitjuk,
miel6tt a blokkolo oldatot (0,3% Blotto PBS-ben) hoz-
zaadnank. A blokkolast 15 percig végezziik szobahd-
mérsékleten. A blokkol6 oldatot leszivjuk, és a mintat
hozzaadjuk. Két szazad mikroliter lizalt sejtszuszpenziot
és 5,0 pl, alabb leirtak szerint készitett kimutaté konju-
gatumot adunk mindegyik lireghez. Az lireges csikokat
vagy lemezeket 2 oran at inkubaljuk 37 °C hémérsékle-
ten, ezutan a szuszpenziét leszivjuk és az iiregeket négy-
szer mossuk pufferral (0,05% Tween 20 PBS-ben). A
kimutaté konjugatumot az aldbbiak szerint készitjiik.
p25-6 és p25-7 monoklonalis antitesteket konjugalunk
torma-peroxidazzal (HRP) 3:1 moélaranyban (Ab:HRP)
héarom oran at, perjodatos oxidacios eljarast alkalmazva
[Nakone és munkatarsai: J. Histochem. Cytochem. 22,
1084(1974)]. A konjugatumokat 1:1500 aranyban higit-
juk 2,5%-o0s (tomeg/térfogat) nem zsiros tejport, 0,01%
timerozalt és 0,005% Antifoam A-t tartalmazo
20 mmol/l-es natrium-citrat oldattal. Az ELISA eljaras
tovabbi részét gy hajtjuk végre, amint ezt az . példaban
leirtuk.

A semlegesité aktivitas vizsgalatanak eredményei a
gpl10-3, -4, -5, és -6-tal az alabbiak. A legnagyobb
titerekként, amelyek megdrzik a semlegesitd aktivitast,
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az alabbiakat hatirozzuk meg: gpl10-3=15,625;
gp110-4=9,765,625; gpl110-5=125; és gpl10-6=625.

A 29. peptid altal meghatarozott teriilet elére vart
genetikai variabilitdsa miatt a gpl110-4 monoklonalis
antitestnek azt a képességét vizsgaljuk, hogy HIV mas
izolatumait is felismeri-e. Az immunfluoreszcencids vizs-
galatokat 0gy végezziik, amint ezt fentebb leirtuk. A
gpl10-4 antigén a 16 vizsgalt HIV izolatumbdl legalabb
haromnak a tenyészetében mutat ki antigént.

A gp110-4 antitest képes semlegesiteni LAVgry-val
inokulalt csimpanzbol, mint az AIDS vakcinalasi kisér-
letben kontrollként alkalmazott allatbol, 15 héten at izo-
lalt virusokat. A monoklonalis antitest képes semlegesi-
teni az izolatumokat akkor is, ha az allat olyan antiteste-
ket kap, amelyek a HIV-et in vitro semlegesitik, ¢és
mérhetd sejt-kozvetitett immunvalasz fejlédik ki HIV
fertézésre. Ez jelzi az antigén génsodrodas (drift) hianyat
in vivo a gp110-4 antitest altal felismert epitopnal.

111 példa

HIV fertézGképesség semlegesitése anti-gp110

és anti-p25 monoklondlis antitestek koktéljaval

Ez a példa a HIV fert6z6képesség semlegesitését irja
le olyan monoklonalis antitesteket alkalmazva, amelyek
a gpl110-et, valamint a gp110-ben levd peptideket kotik,
olyan monoklonalis antitestekkel egyiitt alkalmazva,
amelyek a p25-6t és a p25-ben levé peptideket kotik, és
amelyek egyediil kicsiny semlegesitd aktivitast mutat-
nak, vagy egyaltalan nem mutatnak semlegesitd aktivi-
tast. Az eredmények azt jelzik, hogy a gpl110-2 mono-
klonalis antitest vagy p25-6-tal, vagy p25-7-tel kombi-
nalva kiilonosen magas szintii semlegesit6 aktivitassal bir.

A p25-6 és p25-7 hibridoma sejtvonalakat olyan maod-
szerekkel alakitjuk ki, amelyeket fentebb leirtunk, olyan
modositasokkal, amelyek magukban foglaljak az
inaktivalt, szétziizott virus vagy az E. coli-ban kifejezett,
tisztitott gag rekombinans fuzids fehérje alkalmazéasat
immunogénként (lasd a WO 86/06093 szamu PCT sza-
badalmi kdzrebocsatasi iratot), és az igy létrejétt mono-
klonalis antitestek jellemzését olyan modon, hogy ezek
fajlagosak és reaktivak a korabban GAG-1-nek, GAG-2-
nek, és GAG-3-nak nevezett rekombinans fazios fehér-
jéket és a 15., 88., 150., 147., és 148. szintetikus pepti-
deket alkalmazva. A szintetikus peptideket a LAVpry
genom teriilet kodolja, ezek a kovetkez6 aminosav-gyo-
koknek felelnek meg: 15. peptid=329.—350. aminosav-
gyokok; 88. peptid=315.-350. aminosavgyokok; 150.
peptid=318.-363. aminosavgyokok; 147. peptid=278.-319.
aminosavgyokok; és 148. peptid=290.-319. aminosav-
gyokok. A p25-6 és p25-7 hibridoma sejtvonalak altal
termelt hibridoma sejtvonalak reaktivak a GAG-3 re-
kombinans fOzios fehérjével, a p25-6 reaktiv a 147. és
148. szintetikus peptidekkel, és a p25-7 reaktiva 15.,88.,
és 150. szintetikus peptidekkel.

Semlegesitési méréseket hajtunk végre, amint fen-
tebb leirtuk, azzal a kiilonbséggel, hogy amikor koktélo-
kat alkalmazunk, az egyes monoklonalis antitesteket
elGszor 1:5 aranyban higitjuk tenyészté tapkozegben,
majd egyenlé aranyban Osszekeverjilk, hogy a végsd
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higitas 1:10 legyen. A mérés tovabbi részét a fentebb
leirtak szerint végezziik.

A gpl10-2, p25-6 és p25-7 monoklonalis antitestek
kevesebb, mint 50% semlegesit6 aktivitast mutatnak,
amikor egyediil hasznaljuk. Amikor olyan koktélben
alkalmazzuk ezeket, amely gpl10-2-t p25-6-tal vagy
gp110-2-t p25-7-tel tartalmaz 1:10 higitasban, a semle-
gesités teljes. A p25-6 monoklondlis antitestet p25-7-tel
kombinalva tartalmazé koktél 60-90% semlegesit6 ak-
tivitast mutat.

1V. példa

A 29. peptid és homoldgjai immun-potencidlja

A 29. peptid és homolog peptidjei, beleértve a 177.
peptidet, képességét HIV elleni immunvalasz stimulala-
sara eldszor két egértorzsben vizsgaljuk. A peptid
immunogének elballitasahoz sziikséges eljarasokat, az
immunizalasi munkameneteket, és a kialakult immunva-
lasz jellemzéséhez sziikséges eljarasokat az alabbiakban
részletezziik.

A 29. peptidet az immunizalashoz egy tisztitott
tiroglobulinhoz konjugalva készitjiik el. A tiroglobulint
szarmazékka lehet alakitani N-szukcinimidil-4-(N-
-maleimido-metil)-ciklohexan-1-karboxilattal (SMCC)
a konjugalashoz, a 4629783 lajstromszamu amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirasban (10. oszlop,
28-51. sor) korvonalazott eljaras szerint. Masodik
immunogénként a tiroglobulint szarmazékba vissziik
glutaraldehiddel a kovetkez8képpen. 27 mg sertés
tiroglobulint feloldunk I ml 0,1 mol/l-es natrium-bikar-
bonatban, amelyhez azutan 8,3 pl 25%-os glutaraldehid
oldatot adunk cseppenként, és a keveréket egy éjszakan
at kevertetjiik szobahémérsékleten. 1 ml natrium-karbo-
nat/bikarbonat puffert (pH 9,3) adunk az oldathoz, majd
8 oran at dializaljuk 2 liter azonos pufferral szemben
4 °C hémérsékleten, a dializatum teljes lecserélésével a
4. oraban. A 29. peptidet azutan hozzaadjuk a szarma-
z¢kka alakitott tiroglobulinhoz mintegy 100-szoros mo-
laris foloslegben, és a keveréket egy éjszakan at kever-
tetjik szobahdmérsékleten. A nem reagalt glutar-
aldehidet 200 pl 0,2 molliteres lizin-oldattal blokkol-
juk, amely keveréket tobb oran at (vagy egy éjszakan at)
kevertetjiik szobahémérsékleten. A peptid-tiroglobulin
konjugatumot azutan élénken dializaljuk PBS ellen 4 °C
hémérsékleten.

Két egér-torzset (C37 fekete és BALB/c) inokulalunk
a konjugalas mindegyik modszerével készitett pepti-
dekkel. Mindegyik allat mintegy 24 hetes az inokulalés
idépontjaban. Az inokulalas utja lehet a mancs, farok-
bemetszés, szubkutan, intranazalis, vagy intraperito-
nealis. Az inokutum 25 mg konjugalt peptidbdl all, amely
0,5 ml komplett Freund-féle adjuvansban van szuszpen-
dalva, olyan emlékeztetd oltasokkal, amelyet a 2., 3. és
5. hét végén ismétliink meg azonos immunogénnel, amely
nem komplett Freund-féle adjuvansban van szuszpen-
dalva. Az egyes egerekbdl szérum-mintakat gytjtiink az
immunizalas el6tt, 4 nappal a 3. héten végzett emlékez-
tetd oltas utan, és 4 nappal az 5. héten végzett utolso
emlékeztetd oltas utan. A szérum-mintdkat homolog
peptidek vagy teljes virus elleni antitestekre elemezziik
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ELISA-val torténd atvizsgalassal. A LAV-ra antitest
aktivitast mutatd szérumokat tovabbi atvizsgalasnak
vetjiik ala semlegesit6 aktivitasra, ezt kdveti a szérumok
elemzése szétzizott LAV antigénekre vald immunfolt-
képzéssel és radioaktivan jelzett gpllO-zel végzett
radioimmun-kicsapasi vizsgalatokkal.

Az immunizalasok eredményei azt jelzik, hogy a 29.
peptiddel immunizalt egerek 29. peptiddel és LAV-1
virussal reaktiv antitesteket fejlesztenek ELISA vizsga-
lat szerint. A 29. peptid konjugalasa glutaraldehid segit-
ségével altalaban a 29. peptid elleni antitestek magasabb
titerét alakitja ki BALB/c egerekben, bar a maleimid
segitségével végzett konjugalas is sikeresen alakit ki
anti-29. peptid antitesteket néhany BALB/c egérben.
177. peptiddel immunizalt egerek a peptidre antitesteket
fejlesztenek ki, és a 177. peptid konjugélas glutaraldehid
segitségével jobb az immunologiai valasz kialakitasa-
ban. A C57 egerek fogékonyabbak a 177. peptiddel
végzett stimulalasra, mint a BALB/c egerek. A 110-2-2
LAV-2 peptiddel immunizalt egerek antitesteket fejlesz-
tenek ki a 110-2-2-re és a LAV-2 virusra, az ELISA
vizsgalattal kimutatva. A glutaraldehid segitségével
konjugalt 110-2-2 peptid immunogén mind a C57, mind
a BALB/c egerekben, bar a 110-2-2 peptid titerei altala-
ban magasabbak a BALB/c egerekben, mint a C57 ege-
rekben, mig a LAV -2 virusra adott titerek C57 egerekben
altalaban magasabbak, mint a BALB/c egerekben.

Altalaban azok az immunizalt egerekbdl kapott
szérum-mintak, amelyek (i) antitesteket mutatnak a
teljes virusra; (ii) képesek HIV-et semlegesiteni pl. a
II. példaban leirt vizsgalatban; és (iii) reaktivak a 29.
peptiddel az ELISA vizsgalat szerint, egyiittesen jel-
zik a 29. peptid alkalmazasanak hatékonysagat a vak-
cina-készitésben.

V. példa

gp110 immunaffinitdsos elkiilonitése, monoklondlis

antitestet alkalmazva

A HIV gpl10 antigénje elleni monoklonalis antites-
teket lehet alkalmazni immunaffinitasos elvalasztasi el-
jarasokban a bakterialisan kifejezett rekombinans fizios
fehérjék jelentds tisztitasahoz. Ha a kifejezett fehérjét
baktériumok kivalasztjak, a fehérjéket a tenyészet feliil-
0sz6jabol lehet izolalni; ha a fehérje nem valasztodik ki,
a baktériumsejtek szétzizasa valhat sziikségessé.

A pENV-5 plazmid (ATCC 53074) megalkotasat a
jelen bejelentdk altal 721,237 szamon benytjtott, folya-
matban levé szabadalmi bejelentés irja le, amelyet a
jelen bejelentésbe referenciaként épitiink be. A pENV-5
a gpl10 karboxil-végének nagyobb részét és a LAV
gp4l-e amino-terminalisanak egy részét kodolja, a #rp
kifejez6 vektorba beiktatva. Az ezzel a vektorral transz-
formalt E. coli C600 kifejezi a gp110 fuzios fehérjét, de
nem vélasztja ki ezt.

A pENV-5 plazmidot tartalmazé E. coli C600-at
triptofant (20 pg/ml) és ampicillint (100 pg/ml) tartal-
maz0 tapkozegben novesztjiikk egy éjszakan at 37 °C
homérsékleten levegbztetés mellett. Az egy ¢jszakan at
ndtt tenyészeteket azutan 1:100 aranyban inokulaljuk
friss minimal tapkozegbe, amely tartalmaz ampicillint
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(100 pg/ml), de triptofant nem. Ezeket a tenyészeteket
levegéztetést alkalmazva novesztjiik 2-3 6ran at (a korai
log fazisig) 37 °C homérsékleten. Az induktort, 3-B-
-indol-akrilsavat (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mis-
souri) hozzaadjuk 20 pg/ml végsé koncentracidig,
20 mg/ml-es, 95%-os etanollal frissen készitett tdrzsol-
datbol. Az indukalt tenyészeteket azutin 37 °C hémér-
sékleten novesztjiik 4-5 oran at levegdztetés mellett,
majd a tenyészeteket tiledékbe vissziik és kivant esetben
fagyasztjuk. A fehérje-hozam pENV-5-bél tipikusan ke-
vesebb, mint 1 mg/liter.

Az iiledékbe vitt bakterialis sejteket lizaljuk P-RIPA
puffert alkalmazva (1% Triton X-100-at, 1% dezoxi-
kolatot, 0,1% natrium-dodecil-szulfatot és 1% aprotinint
tartalmazd PBS), amely lizalja az E. coli sejteket. A
szuszpenziot ultrahangos kezelésnek vethetjiik ala, hogy
feldaraboljuk a DNS-t és RNS-t, ezt centrifugalas koveti,
hogy eltavolitsuk a szilard részecskéket. Higitasi vagy
koncentralasi 1épés is lehet sziikséges, hogy a fehérje
koncentracio standard legyen.

A HIV-gpl110-1 monoklonalis antitestet elészor ki-
csapjuk az aszcitesz folyadékbol vagy sejttenyészetbdl
szobahdmérsékleten (NH,);SO4-gyel, vagy pH 7,3-ra
pufferolt Na,SO4 oldattal, hogy 33%, illetve 18% végsd
telitést érjiink el. A kicsapott fehérjéket centrifugalassal
kinyerjiik, és PBS-ben ujra oldjuk, majd mésodszor is
kicsapjuk 33% (NH,),SO4-gyel vagy 12—-15% Na,SOy4-
gyel. Ezt a 1épést megismételjiik, ha sziikséges. Az iile-
déket ismét feloldjuk PBS-ben, és a foldsleges sokat
gélsziiréssel eltavolitjuk egy sOmentesitd matrix segitsé-
gével, vagy PBS elleni kimerit6 dializissel.

A tisztitott 110-1 monoklonalis antitestet azutan
cianogén-bromiddal aktivalt Sepharose-hoz kothetjiik.
A gél sziikséges mennyiségét 10~> mol/l-es HCI oldat-
ban duzzasztjuk iivegszlirén (1 g fagyasztva szaritott
anyag mintegy 3,5 ml végsé géltérfogatot termel ki), és
15 percen at mossuk ugyanezzel az oldattal, és ezutan
azonnal hozzaadjuk az antitestet. A kapcsolasi reakcio
altalaban leghatékonyabban a 8—10 kozti pH tartomény-
ban megy végbe, de alacsonyabb pH értéket is lehet
alkalmazni, ha ez sziikséges az antitest stabilitdsdhoz. Az
antitestet PBS-ben kell feloldani, vagy nagy ioner6sségii
karbonat/bikarbonat vagy borat pufferban 150 mmol/l
NaCl-lel. Az aktivalt Sepharose-t és az antitest szusz-
penziot gyengéden kevertetjiik 24 6ran 4t szobahSmér-
sékleten, vagy egy éjszakan at 4 °C hémérsékleten, majd
mossuk rétegesen zsugoritott {ivegszirén kapcsol6 puf-
ferral. Minden megmarad6 aktiv csoport leblokkolodik
1,0 mol/l-es etanol-aminnal pH 8-nal 2 6ran at végzett
kezeléssel. A végss antitest-Sepharose terméket azutan
valtakozva mossuk magas és alacsony pH-ju pufferolda-
tokkal (0,1 mol/l-es borat puffer, ph 8,5; 1 mél/1 NaCl
és 0,1 mol/l acetat-puffer, pH 4,0; és 1 mol1 NaCl)
négyszer vagy otszor.

Ez a mosas eltavolitja a nem kovalensen adszorbealt
anyagok nyomait. A kész immunaffinitas szeparalo mat-
rixot 8 °C hémeérséklet alatt taroljuk megfeleld bakterio-
sztatikus szer, pl. 0,01% azid jelenlétében.

A kifejezett fehérje szuszpenzio hozzaadésa az im-
munaffinitasos szeparalo matrixhoz a gp110 antigén sze-
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lektiv kinyerését eredményezi. A keveréket 2-24 oran at
hagyjuk kolcsonhatasba 1épni, elénydsen 12—18 oran at,
lassu keverés vagy razas mellett. Oszlop-alakot is alkal-
mazhatunk, amelyben az immunaffinitasos matrixot
oszlopba toltjiik, kiegyenstlyozzuk, és a kifejezett fehér-
je szuszpenzidjat lassan az oszlopra taplaljuk. Miutan a
fehérje-szuszpenziot hozzaadtuk, az aramlast le kell al-
litani, hogy lehetévé tegylik a maximalis immunkom-
plex képzddést.

A nem kotott anyagot kimossuk vagy elkiilonitjiik
adszorpciés pufferral végzett élénk mosassal. Rétegesen
zsugoritott iivegsziirdt vakuummal, vagy oszlopon val6
ataramoltatast alkalmazhatunk. A kotott anyagot azutan
eludljuk, alacsony vagy magas pH-ju puffereket (acetat-
puffer, pH 4,0, vagy borat-puffer, pH 8,56) vagy kaotrop
szereket alkalmazva.

VI. példa

Rekombindns gpl10 immunoaffinitdsos tisztitdsa

emlds kifejezo rendszerekbdl

A jelen taldlmany szerinti monoklonalis antitestek
alkalmazast nyerhetnek az emls sejtekben kifejezett
rekombinans fizids gpl10 immunaffinitasos tisztitasa-
ban. Emlés sejteket fertéziink rekombinans Vaccinia
virussal [Mackett és munkatarsai: J. Virol. 49, 857 (1984);
ezt referenciaként épitjiik be a jelen bejelentésbe], amely
a gpl10 legalabb egy részét kodold szekvenciat tartal-
maz, ahol ez a szekvencia antigén, és semlegesitd anti-
testeket valt ki.

A rekombinans Vacciniat a 2 181 435 szamu nagy-
britanniai szabadalmi leirasban leirt médszer szerint al-
kotjuk meg, ezt a bejelentést referenciaként beépitjiik a
jelen bejelentésbe. Roviden ismertetve, a HIV burok-
glikoproteinjét kodold szekvencidkat beiktatjuk egy
plazmid vektorba (pGS20), egy Vaccinia atirasi szaba-
lyoz6 elemtdl ,lefelé”. Ezt a kiméra részt a virus timidin
kinaz (TK) gént kodolo szekvencidk szegélyezik.

A LAV burkolati génhez ligalt Vaccinia virus promo-
tort tartalmaz6 kiméra plazmid vektorokat alkalmazunk
E. coliMC1000 torzs [az E. coli MC1009 /ATCC 33760/
torzs szarmazéka] transzformalasara. A kiméra LAV-
env szekvencidk beiktatdsat a Vaccinia virus genomba
in vivo rekombinacioval hajtjuk végre; ezt az a tény teszi
lehetévé, hogy a pv-envS plazmidokban levé kiméra
géneket a TK gént kédold Vaccinia szekvenciak szegé-
lyezik. Ezt a plazmidot azutan el6zbleg vad tipusi
Vaccinia virussal fert6zott sejtekbe vezetjiik be, és lehe-
téveé tessziik, hogy rekombinécid jatszodjék le a plaz-
midban levd TK szekvencidk és a Vaccinia virus genom-
ban levé homolog szekvenciak kozott, ilyen modon ik-
tatva be a kiméra gént. Afrikai z6ld majom vesesejteket
[BSC-40 torzs, egy olyan sejtvonal, amely BSC-1 se¢j-
tekbdl szarmazik (ATCC CCL26)] alkalmazunk gazda-
szervezetként a kifejez6 rendszerben.

Osszefolyd BSC-40 sejteket fertziink rekombinans
Vaccinia virussal 10-szer fertézve. A fert6zés végbeme-
netelére 12 orat hagyunk, ezutan a sejteket kinyerjiik,
egyszer PBS-sel mossuk, és centrifugalassal 6sszegytijt-
Jik. A sejt-iiledéket jbol szuszpendaljuk lizalo pufferban
(1,0% NP 40, 2,5% natrium-dezoxikolat, 0,1 mol/1 NaCl,
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0,01 mol trisz-HCl, pH 7,4, 1 mmol/l EDTA), és a
lizatumot centrifugalassal deritjiik. A kifejezett rekom-
binans fizids fehérje immunaffinitdsos szeparalasat ugy
hajtjuk végre, amint ezt fentebb a bakterialis kifejez6
rendszerekneél leirtuk, a gpl 10-1 monoklonalis antitestet
alkalmazva. Az ez altal a kifejezs rendszer altal termelt
fehérje sokkal inkabb emlékeztet a természetben termelt
HIV gpl10-re, az emlds sejtek altal nynjtott feldolgozas
és glikozilezés miatt.

VIL példa

A HIV fertizés gatlasa blokkold peptidekkel

A blokkol6 peptidek hatékonysagat vizsgaljuk szo-
vettenyészet sejtjeinak a HIV LAVpggy torzsével valod
fert6zésére, a T-peptid kiériékeléséhez kialakitott mun-
kamenet (Pert és munkatarsai, fentebb idézett munka)
modositott valtozatat alkalmazva. Az elényos HIV gat-
lasi vizsgalatok magukban foglaljak egyenl6 térfogatnyi
blokkol6 peptid és CEM sejt (2,5-10°) egyesitését tap-
kozegben [RPMI, 10% borjiembrio-szérum (FCS) és
2 mg/ml polibren], és inkubalast 45 percig 37 °C hémér-
sékleten. Virust adunk azutdn hozza kiilonboz6 adagok-
ban (10, 50, 500 TCID 50), majd a feliilaszot megvizs-
galjuk virus antigén (pl. p25 bels6) termelésre.

A CEM sejtek eldinkubalasa a peptidekkel a virusnak
atenyészethez valo hozzaadasa el6ttnoveli a gatlo hatast
a vizsgalatokban. A gatlasrol ugy talaljuk, hogy fiigg a
virus dozisatol, erds aktivitast mutat a kis és kdzepes
dozisoknal, mig kisebb hatdsa van a legnagyobb virus-
dozisoknal.

A virus antigén termelés mintegy 60-90%-os gatlasat
érjiik el kis virus dozisu kisérletekben T-peptiddel. A
tovabbi kisérletek X.~XV. peptidekkel, amelyek tipiku-
san —COOH végen amidaltak és -NH, végen acetilezet-
tek, hasonlo eredményeket mutatnak, mig a XI. peptid
kiilonosen hatasos széles dozis-tartomanyban. Semle-
gesitd antitesteket adhatunk hozza vagy az elGinkubalasi
1d6szak soran, vagy akkor, amikor a virust hozzaadjuk,
hogy a virus antigén termelés additiv vagy szinergikus
gatlasat idézziik elé.

Az el6z6ekbdl felbecsiilhetd, hogy a jelen taldlmany
szerinti monoklonalis antitestek és peptidek, beleértve a
blokkoloé peptideket is, javitott modszert nyujtanak HIV
fert6zések semlegesitéséhez és/vagy gatlasahoz. Ez le-
het6vé teszi, hogy konnyen kifejleszthessiink olyan
megeldz6 ¢s terapias kompoziciokat, amelyek hatasosak
a legtobb, ha nem az dsszes HIV torzs fertzése ellen.
Ezenkiviil az 4j anyagok a diagnosztikai vizsgalatokban
¢és mas jol ismert eljarasokban nyernek alkalmazast.

Bér a jelen talalmany tobb részletét leirtuk szemlélte-
tés és példak formajaban, hogy a megértést vilagosabba
tegyik, nyilvanvalo, hogy bizonyos valtozasokat és mo-
dositasokat is lehet a gyakorlatban bevezetni, amelyek
azonban a mellekelt igénypontok oltalmi korén beliil
vannak.

A mikroorganizmusok letétbe helyezésének adatai

Az alabbi mikroorganizmusok, amelyek a jelen talal-
many részét képezik, letétbe vannak helyezve az Ameri-
can Type Culture Collection-nal (12301 Parklawn Drive,
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Tudomdnyos

A letev8 hivat—- ATCC hivatko- A letétbe helye-

leiréds kozédsi széma

Egér hibriddé-

ma (BALBc/NS-1) HIV-gp 110-1

_n HIV-gp 110-2
i HIV-gp 110-3
-n- HIV-gp 110-6
" HIV-gp 1104
—n_ ‘HIV-gp 110-5
_n_ HIV-p25-2
_n_ HIV-p25-3
-"— HIV-p25-6
—"— HIV-p25-7

Rockville, Maryland 20852, Amerikai Egyestilt Alla-
mok). A letétbe helyezés adatai az alabbiak:

AHB9175,HB9176 és HB 9177 hibridomakat 1986.
augusztus 26-an megvizsgaltuk és él6nek talaltuk. A
tovabbi hibridomakat 1987. majus 4-én vizsgaltuk meg,
és é16nek talaltuk.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras HIV fert6zés elleni, a LAV mintegy
301-336. aminosavainak megfelelé6 HIV gp110 teriile-
ten beliili semlegesits epitoppal fajlagosan reaktiv mono-
klonalis antitest elGallitasara, azzal jellemezve, hogy
— az emlitett monoklonalis antitestet kifejez6 sejtvona-

lat tenyésztiink, és
— a sejtvonal altal termelt monoklonalis antitestet ki-

nyerjik.

(ElsGbbsége: 1986. 08. 20.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras az alabbi peptiddel
fajlagosan reaktiv monoklonalis antitest el6allitisara:

Cys-Thr-Arg-Pro-Asn-Asn-Asn-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile:
Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-
Ile—Gly—Lys-Ile—Gly-Asn-Het-Arg-Gln—Ala-His-Cfs

azzal jellemezve, hogy a megfelel6 monoklonalis anti-
testet kifejezd sejtvonalat tenyésztjilk és a megfeleld
monoklonalis antitestet nyerjik ki. (Els6bbsége: 1986.
08.20)

3. Az L. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az alabbi sejtvonalak valamelyikét tenyésztjiik:

z4si szdm zés dédtuma

HB 9175 1986. augusztus 15
HB 9176 1986. augusztus 15
HB 9177 1986. augusztus 15
HB 9404 1987. épril}s 30
HB 9405 1687. é4prilis 30
HB G406 1987. dprilis 30
HB 9407 1987. &4prilis 30
HB 9408 1687. 4prilis 30
HB 9409 1987. 4prilis 30
HB 9410 1987. dprilis 30
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ATCC HB 9177, ATCC HB 9405, ATCC HB 9406,

vagy ATCC HB 9404. (Els6bbsége: 1987. 05. 01.)

4. Eljaras HIV gag p25 fehérjével reagild monoklo-
nalis antitestek el6allitasara, azzal jellemezve, hogy a
HIV-p25-6 (ATCC HB 9409) vagy HIV-p25-7 (ATCC
HB 9410) sejtvonalat tenyésztjiik, és a tenyészetben
kialakult monoklonalis antitestet kinyerjiik. (Elsébbsé-
ge: 1987. 05.01.)

5. Eljaras a LAV 301-336. aminosavainak megfeleld
HIV gpl10 antigén determinansaival reaktiv monoklo-
nalis antitesteket termeld sejtvonalak eldallitisara, azzal
Jjellemezve, hogy
— valamely eml6s gazdaszervezetbe HIV gpl110 fehér-

jék vagy fragmentumait tartalmazo antigén készit-

mény immunogén mennyiségét juttatjuk be;

— agazdaszervezetbdl antitest-termeld sejteket nyeriink
ki és ezeket a sejteket halhatatlanna tessziik;

— kivalasztjuk azokat a halhatatlanna tett sejteket, ame-
lyek a LAV 301-336. aminosavainak megfelel6 HIV
gp110 antigén determinansok elleni antitestek terme-
lésére képesek; és

— a halhatatlanna tett sejtek klonozéasaval sejtvonalakat
alakitunk ki.

(Els6bbsége: 1986. 08. 20.)

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy antigén készitményként HIV extraktumdbol vagy
lizatumabol kapott fehérjéket, vagy eukariota vagy bak-
terialis gazdaszervezet altal kifejezett rekombinans fizi-
os fehérjéket juttatunk a gazdaszervezetbe. (Elsébbsége:
1986. 08. 20.)

7. Az 5. igénypont szerinti eljaras a HIV-gp-110-3,
(ATCC HB 9177), HIV-gp-110-4 (ATCC HB 9%405),
HIV-gp-110-5 (ATCC HB 9406) vagy HIV-gp-110-6
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(ATCC HB 9404) sejtvonalakkal azonos immunoldgiai
tulajdonsagn antitestet termeld sejtvonalak eléallitasara,
azzal jellemezve, hogy a megfeleld sejteket klonozzuk és
alakitjuk sejtvonalla. (ElsGébbsége: 1987. 05. 01.)

8. Eljaras otvennél kevesebb aminosavbol allo, HIV
semlegesitd epitopot magaban foglald, HIV antigén de-
terminanst meghatarozo immunreaktiv peptid eléallita-
sara, amely legalabb hat egymas utani aminosavat tartal-
maz a HIV gp110 301-336. aminosav-szekvenciajabol,
azzal jellemezve, hogy a peptidet alkotdé aminosavakat
6nmagaban ismert modon, kivant esetben védécsopor-
tok alkalmazasaval, vegyi uton dsszekapcsoljuk és ki-
vant esetben a véddcsoportokat lehasitjuk. (Elsébbsége:
1986. 08. 20.)

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az alabbi szekvenciak valamelyikébdl vett legalabb
hat, egymas utan kovetkez6 aminosavat kapcsolunk dssze:

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

Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-
~Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val~Thr-
-Ile-Gly~Lys-Ile-Gly-Asn~Met-Arg-Gln-Ala-His-Cys.
(Els6bbsége: 1986. 08. 20.)

10. A 8. igénypont szerinti eljaras, az alabbi HIV
gp110 aminosav—-szekvenciak egyikét tartalmazo6 szinte-
tikus peptid elGallitasara:

Y-Thr-Arg-Lys-Ser~-Ile-Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-
‘51Y-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-Ile-Gly-Lys-Ile-Y’-;
Y-Thr-Arg-lLys-Ser-Ile-Tyr-Ile-Gly-Pro-Gly-Arg-
~Ala-Phe-His-Thr-Thr-Gly-Arg-Ile-Gly-Y’; vagy
Y-Lys-Thr-Val-Lys-Ile-Nor-Leu-fNor-Ser-Gly-fis-val-

-Phe~-His-Ser-His-Tyr-6ln-Pro-Y’',
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ahol Y és Y’ egymastol fliggetleniil a HIV szekvencia

0-20 egymasra kovetkezd aminosavmaradékabol allo

szekvenciait képviseli, azzal jellemezve, hogy a megfe-

lelé aminosavakat kapcsoljuk dssze. (Elsdbbsége: 1986.

08.20.)

11. A 10. igénypont szerinti eljaras olyan szintetikus
peptid elallitisara, amelynek Y és/vagy Y’ részei glicin,
tirozin, cisztein, lizin vagy glutaminsav kapcsologyokot
tartalmaznak, azzal jellemezve, hogy a megfeleld amino-
savakat kapcsoljuk 6ssze. (ElsGbbsége: 1986. 08. 20.)

12. Eljaras HIV fertézések kezelésére alkalmas gyo-
gyaszati kompozicio elballitasara, azzal jellemezve, hogy
— aLAV 301-336. aminosavainak megfeleld HIV terti-

leten beliili reaktiv epitoppal semlegesité monoklo-

nalis antitestet allitunk el8,

— azeldallitott monoklonalis antitest gyogyaszatilag ha-
tékony mennyiségét gyogyaszatilag elfogadhaté hor-
dozoval keverjiik 6ssze. (ElsGbbsége: 1986. 08. 20.)
13. Eljaras HIV fert6zések kezelésére alkalmas gyo-

gyaszati kompozicio eldallitasara, azzal jellemezve, hogy

— kétmonoklonélis antitestet allitunk el3, amelyek egyike
aLAV 278-319. aminosavak kozt 1év6 p25 semlege-
sitd epitoppal, vagy a LAV 315-363. aminosavai kozt
levé p25 semlegesitd epitoppal, masik a a LAV
301-336. aminosavainak megfelel6 HIV gp110 sem-
legesits epitoppal fajlagosan reaktiv,

— az emlitett monoklonalis antitesteket elegyitjiik, és

— az elegyitett monoklonalis antitestek gyogyaszatilag
hatékony mennyiségét valamely gyogyaszatilag elfo-
gadhato hordozoval keverjiik ossze.

(Els6bbsége: 1987. 05. 01.)

14. Eljaras HIV fert6zés elleni vakcina el8allitaséra,
azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb, a 8-10. igénypon-
tok barmelyike szerinti peptid immunoldgiailag hatasos
mennyiségét Osszekeverjilk valamely fiziologiailag el-
fogadhato hordozoval. (ElsGbbsége: 1986. 08. 20.)

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy tobb peptid hatisos mennyiségét keverjikk dssze
valamely fiziologiailag elfogadhaté hordozoval. (El-
sGbbsége: 1986. 08. 20.)

Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal
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F. v.: Drobek Odén
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