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@ Monoklonale Antikdrper und Peptide, welche bei der Behandlung und Diagnose von HIV-Infektionen
niitzlich sind.

@ Monoklonale Antikérper, die mit einer oder mehreren

neutralisierenden Regionen von HIV-Proteinen reaktiv
sind, Peptide oder Homologe davon aus diesen Regionen
und verwandte Nukleinsiauresegmente und Blockierungs-
peptide sind als Wirkstoffe flir Zusammensetzungen zur
Diagnose, Behandlung und Prévention vin HIV-Infektionen
niitzlich. Die neutralisierenden Regionen der HIV-Proteine
umfassen ausgewihlte Teile der env- und gag-Gene von
verschiedenen HIV-Isolaten. Zellinien, welche monoklonale
Antikérper ausscheiden, besitzen die ATCC Hinterlegungs-
nummern HB 9175, HB 9176, HB 9177, HB 9405, HB 9406,
HB 9404, HB 8407, HB 9408, HB 9409 und HB 9410.
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Beschreibung

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Zusammensetzungen, welche fiir die Diagnose, Behand-
lung und Prévention von viralen Infektionen ntzlich sind. Die Zusammensetzungen enthalten monoklo-
nale Antikérper und Peptide, welche fiir die Diagnose, Neutralisierung und Impfung gegen humane Im-
munschwiche-Virus (HIV)-Infektionen niitzlich sind.

Das infektibsse Agens, welches fiir das erworbene Immunschwéche-Syndrom (acquired immunode-
ficiency syndrome (AIDS) und seine prodromalen Phasen, den AlDS-verwandten Komplex (ARC) und
das Lymphadenopathische Syndrom (LAS) verantwortlich ist, ist ein neues lymphotropes Retrovirus.
Das Virus ist verschieden von LAV, HTLV-IIl, ARV und kiirzlich mit HIV bezeichnet worden.

Da die Verbreitung des HIV pandemische Ausmasse erreicht, ist die Behandlung von infiszierten Indi-
viduen und die Pravention der Uberiragung an uninfiszierte Individuen, welche dem Risiko ausgesetzt
werden, von &usserster Wichtigkeit. Eine Vielzahl von therapeutischen Strategien zielte auf verschie-
dene Stufen im Lebenszyklus des Virus und sind in Mitsuya und Broder, 1987, Nature, 325: 773, um-
schrieben. Ein Versuch umfasst die Verwendung von Antikérpern, welche das Virus binden und die vi-
rale Replikation entweder durch Verhinderung des viralen Eintrittes in Wirtszellen oder durch einige an-
dere Mechanismen hemmen. Sind einmal die viralen Komponenten identifiziert, welche auf den
Antikorper-Eingriff empfindlich sind, hofft man, dass fir die Neutralisation der Infektiositat des Virus
geniigende Antikérper-Titer durch Impfung oder alternativ durch passive Verabreichung von Immuno-
globulinen oder monoklonalen Antikérpern der gewiinschten Spezifizitat hervorgerufen werden kdnnten.

Es wird angenommen, dass die Hiillglykoproteine der meisten Retroviren mit Rezeptormolekiilen auf
der Oberflache von empfindlichen Zellen reagieren, wobei die Virus-Infektiositat fir gewisse Wirte be-
stimmt wird. Antikérper, die an die Glykoproteine gebunden sind, kénnen die Wechselwirkung des Virus
mit den Zellrezeptoren blockieren und die Infektidsitat des Virus neutralisieren. Vergleiche im aligemei-
nen «The Molecular Biology of Tumor Viruses» 534 (J. Tooze, Herausgeber, 1973) und «RNA Tumor Vi-
ruses», 226, 236 (R. Weiss et al., Herausgeber, 1982), worauf ausdriicklich Bezug genommen wird. Ver-
gleiche ebenfalls, Gonzales-Scarano et al., 1982 «Virology» 120: 42 (La Crosse Virus); Matsuno und
Inouye, 1983, Infect. Imun. 39: 155 (neonatales Kalber-Diarrhde-Virus); und Mathews et ao., 1982, J. Im-
munot., 129: 2763 (Enzephalomyelitis-Virus).

Die allgemeine Struktur des HIV besteht darin, dass ein Ribonukleoproteinkern durch eine Lipid-ent-
haltene Hiille umgeben ist, welche wahrend des Wachstums von der Membrane der infiszierten Wirtszel-
le entsteht. Zwischen der Hiille und der hervorstehenden &usserlichen Form sind die viralcodierten Gly-
koproteine eingebettet. Die Hillglykoproteine des HIV werden urspriinglich in der infiszierten Zelle als
Vorlaufer-Molekiil von 150'000 bis 160 000 Dalton (gp150 oder gp160) synthetisiert, welches dann in der
Zelle in ein N-terminales Fragment von 110 000 bis 120 000 Dalton (gp110 oder gp120) umgewandelt wird,
um das externe Glykoprotein und ein C-terminales Fragment von 41 000 bis 46 000 Daltons (gp41) zu bil-
den, welches ein membran-durchdringendes Hllglykoprotein darstellt.

Aus den oben diskutierten Griinden war das gp110-Glykoprotein des HIV Gegenstand von vielen For-
schungsarbeiten als potentielles Ziel fir den Unterbruch des Lebenszyklus des Virus. Seren von HIV-
infiszierten Individuen konnten ‘das HIV in vitro neutralisieren und Antikérper, welche sich an das gerei-
nigte gp110 binden, sind im Serum vorhanden. Robert-Guroff et al., 1985, Nature 316: 72, Weiss et al.,
1985, Nature 316: 69; und Mathews et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83: 9709. Gereinigtes und
rekombinantes gp110 stimulierte die Produktion von neutralisierenden Serum-Antikérpern, wenn sie zur
Immunisierung von Tieren verwendet wurden, Robey et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 83:
7023; Lasky et al., 1986, Science 233: 209; und eines menschlichen Individuums, Zagury et al., 1986, Na-
ture 326: 249. Die Bindung des gp110-Molekiils am CD4 (T4)-Rezeptor wurde ebenfalls nachgewiesen
und die monoklonalen Antikérper, welche gewisse Epitope des CD4-Rezeptors erkennen, blockieren die
HIV-Bindung, die Syncytia-Bildung und Infektiésitit. McDougal et al, 1986, Science 231: 382. Putney et
al., (1986, Science 234: 1392) erwirkten neutralisierende Serum-Antikérper nach ihrer Immunisierung mit
einem rekombinanten Fusionsprotein, welches die Carboxy-terminale Hélfte des gp110-Molekils enthielt,
und es wurde im weiteren gezeigt, dass die Glykosilierung des Hillproteins fiir eine neutralisierende An-
tiktrperreaktion unnétig ist.

Ein Untereinheitsimpfstoff fir AIDS, welcher das HIV-gp110-Molekiil oder Teile davon verwendet,
kann demzufolge wiinschenswert sein. Untereinheitsimpfstoffe sind eine Alternative zu Impfstoffen,
welche aus inaktivierien oder geschwichten Viren hergestellt sind. Inaktivierte Impfstoffe sind lastig,
da es méglich ist, dass nicht alle viralen Partikel abgetbtet sind, und abgeschwéchte Viren kénnen die
Fahigkeit der Mutation besitzen und wiederum ihre krankheitsbewirkende Fahigkeit erwerben. Mit Un-
tereinheitsimpfstoffen werden nur diejenigen Teile des Virus, welche Antigene oder Epitope enthalten,
welche Immunantworten hervorrufen knnen, d.h. Antikdrper, ADCC und cytotoxische T-Zellantworten
neutralisiseren kénnen, zur Immunisierung von Wirten verwendet. Ein Hauptvorteil von Untereinheits-
impfstoffen besteht darin, dass das irrelevante, virale Material ausgeschlossen ist.

Virale Untereinheiten fur die Verwendung in Impfstoffen kénnen auf verschiedene Weise gebildet
werden. Beispielsweise kann das Hilliglykoprotein aus einem bakteriellen Wirt exprimiert und gereinigt
werden, obschon diesem Molekiil die meisten nach-ranslationalen Anderungen (wie die Glykosilierung
oder andere Verfahren) fehlen. Solche Anderungen kénnen unter Verwendung von eukaryontischen
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Expressionssystemen erzielt werden, wie durch Hefe oder kultivierte Saugetierzellen. Virale Gene wur-
den in Saugetierzellen unter Verwendung eines Vaccinia-Virus als Vekior eingefihrt. Vergleiche bei-
spielsweise, Mackett, M. et al., 1982, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 79: 7415; Panicali, D. und Paoletti, E.,
1982, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 79: 4927. Der rekombinante Vaccinia-Virus kann gemass den in den
folgenden Publikationen beschriebenen Verfahren konstruiert werden: Hu et al., nature 320: 537 (1986)
oder Chakrabarti et al., Nature 320: 535 (1986), auf welche ausdriicklich Bezug genommen wird. In die-
sen Systemen werden virale Glykoproteine, welche durch Zellen produziert sind, die mit rekombinantem
Vaccinia infisziert sind, zweckmassigerweise glykosiliert und kénnen zum Auspressen und zur ab-
schliessenden Isolierung an die Zelloberfiéche transportiert werden.

Ein wichtiger Schritt bei der Herstellung eines Untereinheitsimpfstoffes ist eine zweckméssige Reini-
gung des gewiinschten Glykoproteins aus der komplexen Mischung des Expressionssystems. Es kon-
nen verschiedene Verfahren zur Durchfithrung der Reinigung angewendet werden. Diese umfassen
beispielsweise Polyacrylamidgel-Elektrophorese, Gelpermeationschromatographie und verschiedene
Chromatographie-Methoden (z.B. lonenaustausch, Umkehrphase, Immunoaffinitat, hydrophobe Wech-
selwirkung) und andere. Die meisten dieser Verfahren werden in verschiedenen Kombinationen einge-
setzt, um im wesentlichen reine Préparate zu erhalten (Kleid, D.G., et al., 1981, Science 214: 1125; Cabra-
dilla, C.D., et al., 1986, Biotechnology 4: 128; Dowbenko, D.J., 1985, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82:
7748), auf welche ausdriicklich Bezug genommen wird.

Es besteht ein Bedirinis nach Verfahren, welche die Anzahl der erforderlichen Schritte reduzieren,
um eine maximale Reinigung eines besonderen viralen Antigens aus einer komplexen Expressionsmi-
schung, um Untereinheitsimpfstoffe herzustellen. Die wirkungsvolle Trennung der Antigene von frem-
den Komponenten kénnte unter Verwendung von Immunoaffinitatschromatographie durchgefihrt wer-
den. Diese Technik, welche ebenfalls als Immunoadsorption bekannt ist, besteht im Prinzip aus der selek-
tiven Adsorption eines Antigens auf einen festen Trager, auf welchem ein spezifischer Antikorper
kovalent gebunden ist. Die selektiv adsorbierten Antigene werden dann von einem solchen Antikérper-
Affinitatsadsorbens durch Anderung, beispielsweise des pH-Wertes und/oder der lonenstarke des
Puffers eluiert. :

Polykionale Antikdrper, die von mit dem gewiinschten Antigen immunisierten Tieren oder aus natlirlich
infiszierten Individuen erhalten werden (siehe beispielsweise Lasky et al., supra) sind haufig als Immu-
noadsorbensien verwendet worden, im allgemeinen besitzen diese Reagenzien wesentliche Nachteile,
wie (I) nicht alle der an den unléslichen Tréger gebundenen Antikdrper spezifisch fiir das interessieren-
de Molekille sind und zusitzliche Reinigungen erforderlich sind; (ll) die Ausbeuten des gewinschten
Antigens haufig niedrig sind und (lll) die Antikérper-Affinitéten héufig von einer Herstellung zur ande-
ren variieren, wobei Modifikationen in den Elutionsverfahren erforderlich sind. Die Verwendung von
monoklonalen Antikérpern, die spezifisch auf das gewiinschte virale Antigen sind, in den Untereinheits-
wirkstoff-Zubereitungen, koénnte im Gegensatz zu den polyklonalen Antikdrpern diese Schwierigkeiten
umgehen.

Monoklonale Mauseantikérper, welche HIV-Antigene binden, sind beschrieben worden. Verschiede-
ne Forschergruppen haben monoklonale Antikérper beschrieben, welche fiir das Kernprotein p25 spezi-
fisch sind (siehe z.B. die Marzo Veronese, et al., 1985, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82: 5199 und Chas-
sagne, J., et al., 1986, J. Immunol. 136: 1442). Die monokionalen Antikorper, die spezifisch fir das Mem-
bran-Glykoprotein gp41 sind ebenfalls beschrieben worden (vgl. z.B. di Marzo Veronese, et al., 1985,

Science 229; 1402).

Auf dem Fachgebiet besteht demzufolge weiterhin ein Bedarf nach monoklonalen Antikorpern, die
spezifisch auf Epitope in wohl definierten Regionen des Haupthillglykoproteins gp110 sind. Monoklgnale
Antikdrper, welche diese Regionen binden und eine Reduktion oder Elimination der Replikation und Uber-
tragungsfahigkeit des HIV bewirken, wirden eine bedeutende therapeutische und prophylaktische
Niitzlichkeit besitzen. Zusétzlich kénnten die monoklonaler Antikorper ebenfalls zur Reinigung der ge-
wiinschten Region von gp110 aus zeririmmerten Viren oder rekombinaten Expressionssystemen verwen-
det werden, beispielsweise fur die Verwendung in Impfstoffen. Zuséiziich kénnte die Region, welche
eins oder mehrere Epitope enthélt, die durch den monoklonalen Antikérper erkannt werden, chemisch
synthetisiert werden, wobei die bei der Reinigung und Verabreichung von grésseren Fragmenten von
gp110-Molekillen auftretenden Schwierigkeiten vermieden werden konnen. Die vorliegende Erfindung
fullt diese oder &hnliche Bedirfnisse.

Zur Verfiigung gestellt werden Peptide, die fahig sind, neutralisierte Epitope von HIV-Proteinen im-
munologisch nachzuahmen, Nukleinséure-Proben, welche solche Peptide codieren und monoklonale An-
tikdrper, welche mit solchen Peptiden reaktiv sind und ebenso andere Peptide, welche mit der HIV-Infek-
tissitat in Wechselwirkung treten. Diese neuen Materialien finden z.B. in diagnostischen Tests fir den
Nachweis von HIV-Infektionen und in therapeutischen Praparaten fir die Behandlung oder Impfstoffe
gegen solche Infektionen Anwendung.

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Zusammensetzungen geméss der Definition im Anspruch 1 fiir
die Neutralisierung von HIV-Infektionen, d.h. fur die Pravention oder eine wesentliche Hemmung der
Bildung oder der celluléren Transmission von infektiosen HIV in einem Wirt. Sie betrifft auch die Peptide
gemass Anspruch 19, welche eine neutralisierende Region des HIV nachahmen und monoklonale Antikdr-
per, welche mit einer solchen Region reaktiv sind und fiir die Diagnose, Behandlung und Impfung gegen
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HIV-Infektionen verwendet werden koénnen. Im Hinblick darauf bedeutet der Ausdruck
«neutralisierende Region» diejenigen Teile des HIV, insbesondere HIV-Proteine, welche Aminosaurese-
gmente enthalten, welche eines oder mehrere Epitope definieren, welche mit Antikdrpern reagieren, die
fahig sind, entweder individuell oder in Kombination mit anderen erfindungsgemassen Antikérpern HIV-
Infektionen zu neutralisieren. Zweckmassige Tests fiir die Neutralisation sind wohlbekannt und umfas-
sen beispielsweise die Reduktion von HIV-Infektionen in T-Zellinien, die Reduktion von plaguebildenden
Einheiten in VSV (HIV)-Pseudotypen, welche das Hiillglykoprotein des HIV aufweisen, syncytiale Hem-
mungstests und Virion-Rezeptor-Bindungstests. Wie gewiinscht kann die neutralisierende Aktivitat mit
der Antikdrperaktivitat in immunochemischen Tests, wie Immunofiuoreszenz, Immunoblotting und Ra-
dioimmunopracipitationstest verglichen werden. In einem Aspekt enthalten die neuen Peptide, die typi-
scherweise weniger als etwa 50 Aminos&uren aufweisen, finf oder mehr nebeneinanderliegende Amino-
siuren, die Epitope bilden, die im wesentlichen &hnlich sind, wie Epitope in den neutralisierenden Regio-
nen von HIV-gp110 oder p25 vorhanden sind, welche durch die env- bzw. gag-Gebiete des HIV-Genoms
codiert werden. Von besonderem Interesse sind die Regionen, welche sich ungefahr vom Aminos&ure-
rest 301 bis etwa 336 von gp110 und von etwa 278 bis etwa 319 und von etwa 315 bis etwa 363 von p25
ausdehnen, welche alle vom HIV-Stamm mit der Bezeichnung LAVeru stammen. Die Aminoséurerestebe-
zeichnungen stammen von der Los Alamos Data Bank (AIDS Virus sequence database, Los Alamos Na-
tional Laboratory, Theoretical Division, Los Alamaos, NM 87545, USA).

Der Fachmann wird bemerken, dass zusatzliche analoge Gebiete (Homologe) von anderen HIV-Isola-
ten identifiziert werden kénnen auf Basis ihrer Lokalisation in verwandten Proteinen von verschiedenen
Isolaten. In der Praxis kénnen solche Homologe, bezogen auf die LAVBru-Sequenzdaten folgendermas-

sen identifiziert werden:

a) die Aminosauresequenzen von HIV-Isolaten und LAVggru kénnen so angeordnet werden, um eine
maximale Homologie zwischen den beiden Sequenzen zu erhalten;

b) die Peptide, welche Aminoséuresequenzen von HIV-Isolaten enthalten, welche der Lage von
LAVgru-Peptiden entspricht, dass immunologisch nachgeahmte LAVpru-Proteine identifiziert werden
konnen. Die so identifizieten Peptide, welche HIV-Isolataminoséuresequenzen enthalten, sind typi-
scherweise immunologisch klinisch zu entsprechenden HiV-Isolatproteinen.

Dieses Verfahren kann auf HIV-Stamme angewendet werden, welche noch nicht entdeckt sind. Bei-
spielsweise kénnen bei der Entdeckung von neuen HIV-Stdmmen die Aminos&uresequenzen ihrer Hillle
und ihres Kerns mit derjenigen von LAVBRU o0 angeordnet werden, um eine maximale Homologie zu erhal-
ten. Die Verfahren zur Aufreihung der Sequenzen sind dem Fachmann bekannt. Bei der Anordnung der
Sequenzen ist es wiinschenswert, soviel Homologie wie moglich zwischen den Cysteinresten zu erhal-
ten. Die Aminosauresequenz von neuen HIV-Stdmmen oder Arten welche den Stellen der Peptide ent-
sprechen, die hier spezifisch offenbart sind, kénnen synthefisiert und geméss der vorliegenden Erfin-
dung verwendet werden.

Ein anderes Verfahren fiir die Bestimmung von Sequenzen einer homologen Region in anderen HIV-
Stammen ist durch Scharf et al., beschrieben, Science (1986) 233: 1076. Es verwendet zwei Oligonukieid-
primer, welche sich an zwei konservierte Sequenzen ausserhalb der interessierenden Sequenzregion
binden und enthalt verschiedene resiriktive Stellen in jedem Primer. Die DNA aus HIV-Stdmmen kann
dann anschliessend in_vitro verstérkt werden, wobei die erhaltenen Oligonukleotide in Vektoren fiir die
Sequenzanalyse geklont werden kénnen und einem Impfstoff einverleibt werden kénnen als Kassette,
welche ein besonderes Epitop des HIV-Stammes darstellt.

Es ist in der vorliegenden Erfindung nicht erforderlich, dass die in solchen Sequenzen enthaltenen
Epitope mit Antikdrpern von allen HIV-Stammen oder Arten kreuzreaktiv sind. Peptide, welche immuno-
logische Epitope umfassen, welche eine Art oder Serogruppe voneinander unterscheiden kénnen, fin-
den Verwendung bei der Indentifikation von besonderen Spezies oder Serogruppen und kdnnen als Hil-
fe zur Identifikation von Individuen verwendet werden, welche mit einer oder mehreren HIV-Arten oder
Serogruppen infisziert sind. Sie kénnen ebenfalls niitzlich sein zur Kombination mit anderen Peptiden,
entweder von einer homologen Region oder einer anderen neutralisierenden Region fiir die Herstellung
von therapeutischen Zusammensetzungen.

Die interessierenden Peptide kdnnen ebentfalls vom gp110-Gebiet des Virus abgeleitet sein. Von be-
sonderem Interesse in dieser Region sind Peptide, welche innerhalb des offenen Leserahmens (reading
frame) env codiert werden, welcher sich vom Basenpaar (bp) 6667 bis etwa 6774 auf dem LAVgRuy-lso-
lat ausdehnt. Demzufolge umfassen verschiedene homologe Regionen von anderen HIV-Isolaten die ho-
mologen Sequenzen, welche von der Los Alamos Datenbank erhalten werden (Ausnahme LAV2), wie in
Tabelle | aufgelistet.

Andere zweckmissige Peptide fir die Bildung oder das Screening von monoklonalen AntikSrpern um-
fassen diejenigen, welche im offenen Leserahmen (reading frame) env von etwa bp 7246 bis etwa 7317
von LAVgRy codiert werden. Solche Antikérper und reaktive Peptide sind insbesondere nitzlich fir Im-

munoassays.
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Tabelle I

HXB2 TGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGA. ¢ cosvae s eesa s ATCCGTATC
CysThrArgProAsnAsnAsnThrArgLysArg...............IleArgIle

BH102 Ser

BHS8 Lys

HXB3 Lys

HOM Ser

BRU Ser

MAL - Gly ArgGly HisPhe
ELI =---Ala==--=-TyrGln Gln ThrPro——-
ARV2 Ser Tyre=-
WwJ2 Tyr Val---ArgSer LeuSer———
RFENV Ser ThrLys

6 ~mmmmmeemeeTyrLy8 GlnSer ThrPro——-
z3 cecmemme~e~=GlySerAsplyslyslle GlnSer—~=-
NY5 Lys=---Gly Alg=--
CDC42 His ValThrleu.cceeevnsracnes
LAV2 =e=eeecceceeGly---Lys---Val-——Gln MetLeu
HXB2 CAGAGA..«+...00 GGACCAGGGAGAGCATTTCTTACAATAGGAAAAATAGGAAATATG

GlnArg...:.....GlyProGlyArgAlaPheValThrIleGIyLysIleGlyAanet

BH102

BH8

HXB3

HoM

BRU : .

MAL  seesee Gln---LeuTyr—---Thr--~IleVal---Asplle
ELI GlyLeu---—--—----...GlnserLeuTytThr—-Arg---IleValSerArgSer
-ARV2  cesvee Hig~=-Thr-—Arg-—--11eGlyAsp
WHIZ ceaees Arg---ArgGlu...,——1leGlylle
RFENV .secese VallleTyrAlaThr---Gln---11eGlyAsp
26 GlylLeyr—mweermeeaa- «..GlnAlaLeuTyrThr-~-Arg--~ArgThrLysllelle
Z3 Arglle LysVal==~TyrAlalys==-Gly.ceecveeceee
NY5 GlyPro ‘o ThrleuTyrAlaArgGlu~e—======- Asplle
CDCIOZ R E R L L LR X etttk st VathpTyr---Tht---GlU--—LeuGlyAsn
LAVZ MetSer HisVal---HisSerHisTyrGlnProlle---Lys
HXB2 ...AGA...CAAGCACATIGT

++.Arg...GlnAlaHisCys 331

BH102 331

BH8 331

HXB3 331

HIM 331

BRU 336

MAL  ——meee——- Arg-=-Tyr--- 334

LI IlelleCly—=e—=~em=m—ec= 330

ARVZ Ile---Lys...,=======-= 333

wJ2 1Ile 326

RFENV Ile===Lyg..,====e===- 343

z6 Gly... 334

Z3 1leThroly—====- e 326

NY5 325

CDC4&2 1le 341

LAV2 ArgProArg------Met--- 330

309
309
309
309 .
309
314
314
310
312
306
322
311
306
304
320
302

326
326
326
326
326
331
329
323
327
320
337
327
319
320
335
323
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In der gag-Region des LAVgRu-Isolates sind die p15-Aminoséuresequenzen von etwa 278 bis 319 und
315 bis 363 zusdtzliche neutralisierende Regionen des HIV. Der Fachmann erkennt, dass zusétzliche
neutralisierende Regionen des HIV auf Basis der vorliegenden Lehren identifiziert werden kénnen — be-
sonders Kombinationen von monoklonalen Antikdrpern, welche mit verschiedenen unterschiedlichen
HIV-Epitopen reaktiv sind, zeigen eine neutralisierende Aktivitét.

Das Peptid I, ebenfalls bezeichnet als Peptid 29 wird im offenen Leserahmen env von etwa Aminos&u-
rerest Nr. 308 bis etwa 328 codiert und besitzt die folgende Aminoséuresequenz, wobei Oligopeptide,
welche innerhalb der folgenden Sequenz eingeschlossen sind, ebenfalls fineare Epitope innerhalb einer
solchen Sequenz einschliessen:

I (29)

Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile~Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-
Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-Ile-Gly-Lys-
Ile-Y'

worin Y und Y’, wenn vorhanden, je Sequenzen von etwa 20 Aminoséuren darstellen. Wenn Y und/oder
Y’ vorhanden sind, kénnen diese beispielsweise eine oder mehrere Aminos&uen von den Sequenzen ent-
halten, welche die Aminoséurereste 308 bis 328 der HIV-Hilllsequenz flankieren oder irgendein Teil die-
ser flankierenden Sequenzen. Beispielsweise kann Y alle oder Teile der LAVeru Hullaminosaurese-
quenz von etwa Rest Nr. 301 bis 307 enthalten und Y' kann alle oder Teile der LAVgru-Hullaminosaure-
sequenz von etwa Rest Nr. 329 bis 336, welche nachstehend dargestellt ist, enthalten:

II (29%a)

Cy s-Thr-Arg-pro-Asn-Asn-Asn-Thr-Arg-Lys-Ser-1I le-
Arg—Ile-Gln-Arg—Gly—Pro—Gly-Arg-Ala-Phe—Val-Thr-
Ile-Gly-Lys—Ile-Gly—Asn—Met-Arg—Gln-Ala-His—Cys.

Alternativ kénnen verstimmelte Sequenzen von Peptiden der vorliegenden Erfindung hergestellt
werden. In diesem Hinblick kénnen folgende Sequenzen aus dem Peptid 29 besonders nitzlich sein:

III (29Db)

Y—Thr—Arg—LysfSer-Ile-Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly—
Yl

worin Y und/cder Y, falls vorhanden, je Sequenzen bis zu 20 Aminoséurereste darstellten.

IV (29c)

Y-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-Gly-Arg-Ala-Phe-Val-Thr-
Ile-Gly-Lys-Ile-Y'
worin Y und Y’, falls vorhanden, je Sequenzen bis zu 20 Aminosaurereste darstellen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform werden homologe Regionen des ARV-2-Isolates von besonderem
Interesse in dem offenen Leserahmen von etwa Aminoséureresten 306 bis etwa 323 codiert und besit-
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zen typischerweise die folgende Aminosauresequenz, wo Oligopeptide, welche in der folgenden Amino-
sauresequenz umfasst sind, lineare Epitope einer solchen Sequenz einschliessen:

v (177)

Y—Thr-Arg—Lys—Ser-Ile—Tyr—Ile—Gly—Pro—Gly-Arg-
Ala-Phe-His-Thr-Thr-Gly-Arg-Ile-Y'

worin Y und Y, falls vorhanden, je eine solche bis zu etwa 20 oder mehr Aminoséurereste darstellen.
Wenn Y und/oder Y' vorhanden sind, kdnnen diese eine oder mehrere Aminosaurereste von Sequenzen
darstellen, welche die Aminoséurereste 306 bis 323 der ARV-2-Hilllsequenz flankieren oder irgendein
Teil dieser flankierenden Sequenzen. Insbesondere kann Y alle oder Teile der HIV-Hillaminosequenz
der Restnummern von etwa 299 bis 306 umfassen; Y' kann alle oder Teile der HIV-Hullaminos&urese-
quenz von etwa Rest Nr. 324 bis 333 enthalten.

Alternativ kénnen verstimmelte Sequenzen des Peptides V hergestellt werden. In dieser Hinsicht
kénnen die folgenden Sequenzen besonders niitzlich sein:

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

worin Y und/oder Y, falls vorhanden, je Sequenzen bis zu 20 oder mehr Aminoséurereste darstellen.

Ein weiteres Beispiel umfasst homologe Regionen des LAV2-Isolat, so wie es im offenen env-Leserah-
men von etwa den Aminoséureresten der Nummern 311 bis 330 codiert wird und besitzt typischerweise
folgende Sequenz:

VIII (110-2-2)

Y-Lys-Thr—Val—Lys-Ile-Nor-Leu-Nor-Ser-Gly-His-Val-
Phe~-His~-Ser-His-Tyr-Gln~Pro-Y'

worin Y und/oder Y, falls vorhanden, je Sequenzen von 20 oder mehr Aminoséuren darstellen (siehe
Nature 326: 662 (1987), auf welche ausdriicklich Bezug genommen wird).

Gemiss einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung werden neue Zellinien, welche f&hig sind,
monokionale Antikérper zu erkennen und Zusammensetzungen, welche solche Antikdrper enthalten, zur
Verfiigung gestellt, wobei die Antikdrper fahig sind, selektiv extrem hohe Titer (von 102 bis 104 bis etwa
107 oder mehr) neutralisierende Regionen, welche innerhalb einer vorbestimmten Sequenz des Huliglyko-
proteins gp110 oder p25 enthalten sind, ihre Proteinvoridufer, biologisch exprimierte, rekombinante Fu-
sionsproteine und synthetische Peptide, welche in oder mehrere Epitope innerhalb der vorbestimmten
Sequenzregion von gp110 oder p25 enthalten, zu bestimmen. Die hauptséchlichen Hybridzellen besitzen
ein identifizierbares Chromosom, worin die Keimlinien-DNA so umgelagert ist, dass ein Antikdrper co-
diert wird, welcher ein Bindungszentrum fiir ein Epitop auf gp110 oder p25 aufweist, welches gemeinsam
fur einige oder samtliche klinische HIV-Isolate ist. Diese monoklonalen Antikdrper kdnnen in einer wei-
ten Vielfalt von Verfahren einschliessfich Diagnose und Therapie verwendet werden und ebenso zur
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Identifikation von anderen kreuzreaktiven Antikérpern, wie blockierenden Antikdrpern. Peptide oder
Polypeptide, welche eines oder mehrere Epitope enthalten, mit welchen sie reagieren, kénnen gesondert
als Immunogene fiir Impfstoffe ader als therapeutische Wirkstoffe verwendet werden.

Blockierungspeptide

In erster Linie firr die Verwendung in Konjugation mit den vorbeschriebenen Peptiden oder den neutra-
lisierenden monoklonalen Antikdrpern, umfasst die vorliegende Erfindung als Ausfilhrungsform zusatz-
liche Peptide oder Antikérper, welche mit der HIV-Bindung an Rezeptoren in Wechselwirkung treten, um
zusatzlich die HIV-Infektiositat zu mildern. Vorzugsweise kénnen sogenannte «Blockierungspeptide»,
welche fhig sind, die Virusproliferation zu hemmen, ebenso wie monoklonale Antikérper, welche auf Epi-
tope, die innerhalb solcher Blockierungspeptide vorhanden sind, niitzlich zur Erhhung der Wirksamkeit
von Behandlungen gegen HIV-Infektionen verwendet werden. HIV-blockierende Peptide entsprechen
typischerweise Aminoséuresequenzen des HIV, von welchen angenommen wird, dass sie essentiell fir
die Virusbindung an die Wirtszelle sind, wie die env-codierten Aminos&urereste der Nummern von etwa
190 bis etwa 197 des LAVgRu und etwa 185 bis etwa 192 des ARV2 und HTLVIII (BH-10). Diese umfassen
das Peptid T-Octapeptid (Ala-Ser-Thr-Thr-Thr-Asn-Tyr-Thr) und seine zahlreichen Derivate (z.B. das
nachstehende IX) und analoge (z.B. das nachstehende XI) beschrieben durch Pert et al., (1986, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA: 83: 92549258, worauf ausdriicklich Bezug genommen wird) die im Hillglykopro-
tein (gp110 oder 120) vorhanden sind.

Beispielsweise sind Blockierungspeptide, welche die folgenden Sequenzen besitzen von besonderem
Interesse, vorzugsweise mit einem acetylierten NHz-Terminus und einem amidierten COOH-Terminus:

IX (173D)
Y—dAla-Ser—Thr—Thr-Thr—Asn-Tyr-Thr—Y‘;
X (186)
Y~Thr-Thr-Asn~-Tyr-Thr-Y';

X1(187)
Y-Thr-Thr-Ser-Tyr-Thr-Y'
XII (188)
Y-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Y'
XIII (189)
Y-Asn-Thr-Ser-Tyr-Gly-Y'
XIV (190)
Y-Asp-Thr-Asn-Tyr-Ser-Y'
XV (191)
Y-Ala-Val-Phe~Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-¥';

~e

~e

~e

-

worin fiir jedes Peptid Y und Y/, falls vorhanden, je eine Aminoséuresequenz bis zu etwa 20 Aminosau-
ren umfasst. Epitope oder antigenische Determinanten innerhalb dieser Peptide sind typischerweise
durch mindestens etwa fiinf aufeinanderfolgende Aminosduren definiert und finden beispielsweise An-
wendung bei der Nachahmung von natirlich vorkommenden antigenischen HIV-Stellen, fur die Herstel-
lung von HIV-reaktiven Antikdrpern und Impfstoffen.

Bildung von monoklonalen Antikérpern

Die Herstellung von monoklonalen Antikérpern kann durchgefihrt werden, indem die Expression von
Nukleinsduresequenzen, welche Antikdrper codiert, die fiir HIV spezifisch sind, immortalisiert werden,
durch Einfithrung solcher Sequenzen, typischerweise cDNA, welche den Antikérper codieren, in einen
Wirt welcher fahig ist, in einer Kultur kultiviert zu werden. Die immortalisierte Zellinie kann eine Séuge-
tierzellinie sein, welche durch Oncogenese, Transvekiion, Mutation oder dergleichen umgeformt worden
ist. Solche Zellen umfassen Myelomlinien Lymphomlinien oder andere Zellinien, welche féhig sind, die Ex-
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pression und Sekretion des Antikérpers in vitro zu unterstiitzen. Der Antikbrper kann ein natrlich vor-
kommendes Immunoglobulin eines Saugetiers sein, welches durch Transformation eines Lymphocyten,
insbesondere eines Splenocyten mittels eines Virus oder durch Fusion des Lymphocyten mit einer neo-
plastischen Zelle, z.B. einem Myelom, produziert worden ist, um eine Hybridzellinie zu erhalten. Typi-
scherweise wird der Splenocyt erhalten aus einem Tier, das gegen den HIV-Virus oder ein Fragment da-
von, welches eine epitopische Stelle enthélt, immunisiert worden ist.

Die Immunisierungsprotokolle sind wohlbekannt und kénnen betréchtlich variiert werden und bleiben
dennoch wirksam. Vergleiche Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and _Practice, Academic
Press, 2nd edition (1986), worauf ausdriicklich Bezug genommen wird. Zertrimmerte Viren, synthetische
Peptide und bakterielle Fusionsproteine, die antigenische Fragmente von gp110- oder p25-Molekiile ent-
halten, kénnen als Immunogene verwendet werden. Vorzugsweise wird das Immunogen des zertrimmer-
ten Virus, des Peptides oder des rekombinanten Proteins an Proteinen oder Fragmenten davon, welche
die Epitope, gegen welche die antikérper-produzierenden B-Zellen oder Splenocyten gewiinscht wer-
den, angereichert. Insbesondere Ldsungen, die zertrimmerte Viruslysate oder Extrakte oder Uberstén-
de von biologisch exprimierten rekombinanten Proteinen oder zertrimmerten Expressionsvektoren ent-
halten, kénnen mit Glykoproteinen angereichert werden, wobei gewiinschtenfalls Reinigungsmethoden,
wie beispielsweise die Polyacrylamidgel-Elektrophorese verwendet werden. Die Lectinaffinitatsreini-
gung ist eine bevorzugte und Ubliche Methode fir die Reinigung von gp110 und anderen Glykoproteinen,
z.B. die Affinitatsreinigung unter Verwendung von Linsenlectin. Das Ausmass, in welchem die Glykopro-
teine aus den Losungen fiir die Verwendung als Immunogen gereinigt werden, kann in einem weiteren Be-
reich variieren, z.B. von weniger als 50% wie gewdhnlich oder wie gew(inscht mindestens 75 bis 95% und
vorzugsweise 95 bis 99% bis zu absoluter Homogenitét.

Sind einmal die Proteine im gewiinschten Ausmass gereinigt, kdnnen sie in einem zweckméssigen phy-
siologischen Trager suspendiert oder verdiinnt werden fiir die Immunisierung oder sie konnen an ein Ad-
juvans gekoppelt werden. Eine bevorzugte Technik umfasst beispielsweise die Adsorption des Proteins
und seine Fragmente an Linsenlectin-Agarose oder an andere makromolekulare Trager fir die Injektion.
Die Immunogene von antigenischen Praparaten, welche an HIV-Proteinen einschliesslich gp110-Glyko-
protein und p25-Kernprotein oder antigenischen Teilen davon angereichert sind, werden injiziert im allge-
meinen in Konzentration im Bereich von 1 pg bis 20 mg/kg des Wirts. Die Verabreichung kann durch In-
jektion, z.B. intramuskular, peritoneal, subkutan, intravends etc. erfolgen. Die Verabreichung kann ein
oder mehrere Male durchgefiihrt werden, normalerweise in Intervallen von 1 bis 4 Wochen. Die immuni-
sierten Tiere werden auf die Produktion des Antikérpers gegen das gewiinschte Antigen getestet, dann
wird die Milz entfernt und die B-Lymphocyten der Milz isoliert und mit einer Myelomzellinie fusioniert
oder transformiert. Die Transformation oder Fusion kann in iiblicher Weise durchgefiihrt werden, die
Fusionstechnik ist in einer grossen Anzahl von Patenten beschrieben, z.B. in den US-A 4 172 124, US-
A 4 350 683, US-A 4 363 799, US-A 4 381 292 und US-A 4 423 147. Vergleiche ebenfalls Kennett et al.,
Monoclonal Antibodies (1980) und die darin angegebenen Referenzen, auf welche hier ausdricklich Be-
zug genommen wird und Goding, supra.

Die immortalisierten Zellinien kdnnen geklont werden und gemass {iblichen Techniken einem Screening
unterworfen werden und die in den Zelliiberstinden nachgewiesenen Antikorper sind fahig, die ge-
wiinschten gp110 oder p25 viralen HIV-Proteine, rekombinante Fusionsproteine oder synthetische Pepti-
de, welche die gewlinschte epitopische Region enthalten, zu binden. Die zweckméssigen immortalisierten
Zellinien kdnnen dann in_vitro geziichtet werden oder in die Bauchhdhle eines zweckmassigen Wirts inji-
ziert werden fir die Herstellung von Ascites-Flissigkeit. Durch den Besitz einiger erfindungsgemasser
Antikérper, von welchen bekannt ist, dass sie spezifisch auf enthaltene Epitope sind, beispielsweise in
den Regionen, welche durch die LAVBru-genomische Region von bp6688 bis bp6750 codiert werden
(codierendes Peptid 29) oder vom bp7246 bis bp7317 codiert werden (codierendes Peptid 36) (bp-Nume-
rierung gemass Wain-Hobson et al., Cell 44: 9, 1985, worauf ausdriicklich Bezug genommen wird), kén-
nen die Uberstinde in Konkurrenz mit den erfindungsgeméssen monokionalen Antikdrpern in einem Kon-
kurrenztest einem Screening unterworfen werden. Demnach kénnen zusétzliche immortalisierte Hybri-
domzellinien mit den gewiinschten Bindungscharakteristiken leicht auf Basis der Zugénglichkeit der
vorliegenden Antikérper, welche fir ein besonderes Antigen spezifisch sind aus einer Vielzahl von
Quellen produziert werden. Alternativ kénnen diese Zellinien mit anderen neoplastischen B-Zellen fusio-
niert werden, falls andere solche B-Zellen als Précipienten flir genomische DNA dienen kénnen, welche
den Antikérper codieren.

Wahrend neoplastische B-Zellen von Nagetieren, insbesondere von Méusen bevorzugt sind, kénnen
andere Saugetierarten verwendet werden, wie beispielsweise Hasen, Rinder, Pferde, Schweine oder
Végel. Die Immunisierung von diesen Tieren kann leicht durchgefiihrt werden und ihre Lymphocyten, ins-
besondere Splenocyten kdnnen fiir Fusionen gewonnen werden.

Die durch die transformierten oder hybridisierten Zellinien ausgeschiedenen monoklonalen Antikor-
per kénnen von jeder Klasse oder Unterklasse von Immunoglobulinen sein, wie igM, Igb, IgA, 1gG1,
oder IgE. Da IgG den gewdhnlichsten Isotyp darstellt, welcher in diagnostischen Tests verwendet wird,
wird dieser oft bevorzugt. Die monoklonalen Antikdrper kénnen intakt oder als Fragmente, wie als Fv,
Fab, F(ab")2 verwendet werden, jedoch {iblicherweise intakt.
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Zur Umgehung einer méglichen Antigenizitét eines monoklonalen Antikdrpers, welcher von einem vom
Menschen verschiedenen Tier abgeleitet ist, in einem humanen Wirt, konnen chimerische Antikérper
konstruiert werden, worin das Antigen-Bindungsfragment eines Immunoglobulinmolekils (variable Regi-
on) mit einer Peptidbindung mindestens an einen Teil eines anderen Proteins gebunden ist, welches vom
Menschen nicht als fremdes Protein erkannt wird, wie der ausgestossene Teil eines humanen Immunoglo-
bulinmolekiils. Dies kann bewerkstelligt werden, indem die variable Region eines Exons eines Tieres mit
der Kappa oder Gamma konstanten Regien eines Exons eines Menschen fusioniert wird. Dem Fachmann
sind verschiedene Techniken bekannt, wie diejenigen, welche im PCT 86/01 533, EP 17 1496 und EP
173 494 beschrieben sind, auf welche ausdriicklich Bezug genommen wird.

Pharmazeutische Formulierunger und Verwendung

Die erfindungsgemassen monoklonalen Antikdrper, welche eine neutralisierende Aktivitét aufweisen,
wie diejenigen, welche mit einer epitopischen Stelle auf gp110 oder p25 reagieren, kénnen ebenfalls als
Komponenten von pharmazeutischen Zusammensetzungen zur Abschwéchung von HIV-Infektionen
verwendet werden. Die Zusammensetzungen sollten eine therapeutische oder prophylaktische Menge
mindestens eines der erfindungsgeméssen monoklonalen Antikérper mit einem pharmazeutisch wirksa-
men Trager enthalten. Ein pharmazeutischer Tréager sollte irgendeine kompatible, nicht-toxische Sub-
stanz sein, welche zweckmassig ist, um den monoklonalen Antikdrper dem Patienten zu verabreichen.
Steriles Wasser, Alkohol, Fette, Wachse und inerte Feststofie kinnen als Trager verwendet werden.
Pharmazeutisch annehmbare Adjuvanzien (Pufferungsmittel, Dispergiermittel) kdnnen der pharmazeuti-
schen Zusammensetzung ebenfalls zugesetzt werden. Solche Zusammensetzungen kdnnen einen einzel-
nen monoklonalen Antikdrper enthalten, wie beispielsweise ein solcher, welcher spezifisch fiir die Stam-
me des HIV mit Hillglykoproteinen ist, welche eine epitopische Stelle innerhalb einer Region, welche
durch bp6688 bis bp6750 codiert wird, enthalten. Alternativ kann eine pharmazeutische Zusammenset-
zung einen oder mehrere monoklonale Antikérper zur Bildung eines «Cocktails» enthalten. Ein Cocktail,
welches monoklonale Antikérper gegen verschiedene HIV-Stdmme enthalten wiirde, wére beispielswei-
se ein universelles Produkt mit therapeutischer oder prophylaktischer Aktivitdt gegen die grosse Mehr-
heit der klinischen HIV-Isolate. Das Cocktail kann monoklonale Antikérper enthalten, die Proteine oder
Glykoproteine des HIV binden, welche verschieden von gp110 oder p25 sind, wie beispielsweise an das
gp41-Glykoprotein oder die p34-Nuklease/Integrase. Das Molverhélinis der verschiedenen monoklona-
len Antikdrperkomponenten unterscheidet sich normalerweise nicht durch mehr als einen Faktor 10, {bli-
cherweise durch nicht mehr als den Faktor 5 und normalerweise sind sie in einem Molverh&ltnis von 1:1-2
bezogen auf die anderen Antikdrper-Komponenten vorhanden.

Die erfindungsgeméssen Antikérper konnen als separat verabreichte Zusammensetzungen verwen-
det werden, welche im Zusammenspiel mit anderen anti-retroviralen Mitteln, beispielsweise Blockie-
rungspeptiden verabreicht werden. Der geldufige Stand der Entwicklung der anti-retroviralen Mittel
und der Anti-HIV-Mitte! im besonderen ist in Mitsuya et al., Nature 325: 773-778, 1987 beschrieben,
worauf ausdriicklich Bezug genommen wird.

Die erfindungsgeméssen monoklonalen Antikdrper, Peptide und pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen sind insbesondere nitzlich fiir die orale oder parenterale Verabreichung. Vorzugsweise werden die
pharmazeutischen Zusammensetzungen parenteral verabreicht, d.h. subkutan, intramuskulér oder in-
travends.

Demzufolge stellt die vorliegende Erfindung Zusammensetzungen fiir die parenterale Verabreichung
zur Verfiigung, welche eine Lésung des monokionalen Antikérpers, eines Peptides oder eines Cocktails
davon, aufgeldst in einem zweckmassigen Trager, vorzugsweise in einem wassrigen Tréger umfasst. Es

‘kann eine Vielzahl von wassrigen Trigern verwendet werden, z.B. Wasser, gepuffertes Wasser, 0,4%

Kochsalzlosung, 0,3% Glycin und dergleichen. Diese Losungen sind steril und im allgemein frei von parti-
kelfsrmigem Material. Diese Zusammensetzungen kdnnen durch {bliche, wohlbekannte Sterilisations-
techniken sterilisiert werden. Die Zusammensetzungen kénnen pharmazeutisch annehmbare Hilfssub-
stanzen enthalten, wie sie zur Erzielung von ungeféhr physiologischen Bedingungen erforderiich sind,
wie pH-Einstell- und Pufferungsmittel, Toxizitéitseinstellungsmittel und dergleichen, wie beispielsweise
Natriumacetat, Natriumchlorid, Kaliumchiorid, Kalziumchlorid, Natriumlactat usw. Die Antikdrperkonzen-
tration dieser Formulierungen kann in einem weiten Bereich variieren. Beispielsweise von weniger als et-
wa 0,5%, tiblicherweise bei oder bei mindestens etwa 1% bis zu 15 oder 20 Gew.-% und kann in erster Li-
nie auf Basis des Fliissigkeitsvolumens, der Viskositaten usw. ausgewahlt werden, welche vorzugswei-
se fir die besondere Art der Verabreichung ausgewahit wird.

Demzufolge kénnte eine typische pharmazeutische Zusammensetzung fiir die intramuskulére Injektion
bis zu 1 ml steriles gepuffertes Wasser und 50 mg monoklonaler Antikérper enthalten. Eine typische Zu-
sammensetzung fir die intravendse Infusion kann 250 ml sterile Ringer-L6sung und 150 mg monoklonaler
Antikérper enthalten. Gegenwartige Verfahren fir die Herstellung von parenteral verabreichbaren Zu-
sammensetzungen sind bekannt oder firr den Fachmann offensichtlich und sind in einzelnen beispielswei-
se in Remington's Pharmaceutical Science, 15. Auflage, Mack Publishing Company, Easton, Pennsyiva-
nia (1980) beschrieben, worauf ausdriicklich Bezug genommen wird.

Die erfindungsgemassen monoklonalen Antikérper und erfindungsgeméssen Peptide kénnen fir die
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Lagerung lyophilisiert werden und vor dem Gebrauch in einem zweckméssigen Tréager rekonstituiert wer-
den. Diese Technik hat sich bei konventionellen Immunoglobulinen als wirksam erwiesen und es kdnnen
die auf dem Fachgebiet bekannten Lyophilisations- und Rekonstitutionstechniken verwendet werden. Es
ist allgemein bekannt, dass die Lyophilisierung und Rekonstitution zu verschiedenen Graden von Anti-
korperaktivitatsverlust fiihren kénnen (z.B. mit konventionellen Immunoglobulinen, IgM-Antikdrper nei-
gen zu grosseren Aktivitatsverlusten, als IgG-Antikdrper) und dass die eingesetzten Mengen entspre-
chend kompensiert werden milssen. .

Die Zusammensetzungen, welche erfindungsgemésse monokionale Antikdrper, Peptide oder Cock-
tails davon enthalten, kénnen fir prophylaktische und/oder therapeutische Behandlungen von HIV-In-
fektionen verwendet werden. Bei der Anwendung in der Therapie werden die Zusammensetzungen in ge-
niigender Menge einem schon mit HIV infiszierten Patienten verabreicht, um die Infektion und ihre
Komplikationen zu kurieren oder mindestens teilweise zum Stillstand zu bringen. Eine zweckméssige
Menge zur Erreichung dieses Zieles wird als «therapeutisch wirksame Dosis» definiert. Mengen, wel-
che fiir diesen Zweck wirksam sind, hingen von der Ernsthaftigkeit der Infektion und dem allgemeinen
Zustand des Immunsystems des Patienten ab, variieren jedoch im allgemeinen von 1 bis 200 mg Antikor-
per pro kg Korpergewicht mit Dosen von 5 bis 25 mg/kg, wobei Dosen von 5 bis 25 mg/kg tiblicherweise
zu verwenden sind. Es muss in Erinnerung behalten werden, dass erfindungsgemasse Materialien im all-
gemeinen bei ernsthaften Zusténden zu verwenden sind, d.h. bei lebensbedrohenden oder potentiell le-
bensbedrohenden Situationen. In solchen Fllen ist es méglich und kann vom behandelnden Arzt als wiin-
schenswert erachtet werden, einen wesentlichen Uberschuss dieser Antikorper zu verabreichen.

Bei prophylaktischen Anwendungen kénnen Zusammensetzungen, weiche die vorliegenden Peptide
enthalten, Antikdrper oder ein Cocktail davon einem Patienten verabreicht werden, welcher noch nicht
durch HIV infisziert ist, welcher sich jedoch kurz vorher einem Risiko ausgesetzt hat oder angenommen
werden muss, dass ein Risiko der Virus-Aussetzung bestand. Dadurch wird die Widerstandsfahigkeit
des Patienten durch eine solche potentielle Infektion erhdht oder er wird gegen das Virus geimpft. Eine
solche Menge wird als «prophylaktisch wirksame Dosis» bezeichnet. Bei dieser Verwendung héngen die
genauen Mengen wiederum vom Gesundheitszustand des Patienten und von der allgemeinen Stufe der
Immunitat ab, variieren jedoch im allgemeinen von 0,1 bis 25 mg/kg, insbesondere 0,5 bis 2,5 mg/kg.

Einfache und mehrfache Verabreichungen der Zusammensetzungen konnen mit Dosismengen und
nach Mustern geméss Auswahl des behandelnden Arztes durchgefiihrt werden. In jedem Fall sollten die
pharmazeutischen Formulierungen eine geniigende Menge erfindungsgemésser Antikérper zur Verfi-
gung stellen, um eine wirksame Behandlung des Patienten zu erméglichen.

Zusatzlich kénnen die erfindungsgemassen monoklonalen Antikérper ebenfalls Verwendung als ziel-
spezifisches Tragermolekiil finden. Ein Antikérper kann ein Toxin gebunden werden, um ein Immunotoxin
oder radioaktives Material oder ein Medikament zu bilden, welche radiopharmazeutische oder pharma-
zeutische Mittel darstellen. Verfahren zur Herstellung von Immunotoxinen und radiopharmazeutischen
Mitteln sind bekannt (vgl. beispielsweise Cancer Treatment Reports 68:317 (1984)).

Es ist ebenfalls moglich, dass Heteroaggregate von monoklonalen, erfindungsgeméssen Antikdrpern
und humanen T-Zellaktivatoren, wie monoklonalen Antikérpern gegen das CD3-Antigen oder gegen den
Fc-Gammerezeptor von T-Zellen, kénnen humanen T-Zellen oder Fe-Gamma-tragenden Zellen (wie K-Zel-
len oder Neutrophilen) die Fahigkeit verleinen, HIV-infiszierte Zellen lber antikdrper-abhéngige, zell-
vermittelte Cytolyse (ADCC) abzutéten. Solche Heteroaggregate kdnnen beispielsweise durch kovalen-
te Vernetzung der Anti-HIV-Antikdrper mit Anti-CD3-Antikérpern zusammengefiigt werden, wobei das
Hetero-bifunktionelle Reagens N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithiol)-propionat verwendet wird, wie durch
Karpowsky et al., in J Exp. Med. 160: 1686 (1984) beschrieben, worauf ausdriicklich Bezug genommen
wird. '

Die erfindungsgemassen Peptidzusammensetzungen selbst kdnnen ebenfalls eine therapeutische An-
wendung finden, wenn ihre Verabreichung zu einer Reduktion oder Eliminierung von HIV in einem infis-
zierten Wirt filhrt. Diese Zusammensetzungen, wie das Peptid 29, die Blockierungspeptide und das Pep-
tid 126 kénnen in einem zweckmissigen physiologischen Trager intravends, subkutan, intramuskulér, in-
traperitoneal usw. verabreicht werden. Das Peptid 126 ist in der US-Anmeldung SN 930 785 offenbart.
Verschiedene Trager umfassen Phosphat-gepufferte Kochsalzlosungen, Kochsalzlosung, Wasser, Ka-
liumchlorid, Natriumlactat oder dergleichen. Die Konzentration der Peptide kann in weitem Bereich vari-
ieren, je nach ihrer Zielverwendung, Aktivitat und Art der Verabreichung. Vorzugsweise weisen die
Peptide einen amidierten COH-Terminus, einen formylierten NHz-Terminus oder andere pharmazeutisch
annehmbare Abwandlungen auf. Die Zugabe von blockierenden Peptiden zu den Peptiden, welche eine
neutralisierende HIV-Region nachahmen, oder zu den spezifisch reaktiven, erfindungsgeméssen Anti-
kérpern, fiihrt zu einer erheblich erhdhten therapeutischen Wirksamkeit. Andere Anti-HIV-Mittel kon-
nen ebenfalls in die Formulierungen einverleibt werden (andere als monokionale Antikdrper, welche die
Peptide binden), wie 3*-Azido-3-desoxythymidin, 2,3"-Didesoxycytidin, 2’,3"-Didesoxy-2’,3"-didehy-
drocytidin usw.
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Verwendung von monoklonalen Antikérpern bei der Immunoaffinitétsreinigung

Monoklonale Antikérper, welche fiir Polypeptide, welche gp119 enthalten oder antigenische Determi-
nanten spezifisch sind, insbesondere diejenigen antigenischen Determinanten, welche von biologisch ex-
primierten, rekombinanten Fusionsproteinen, Lysaten oder Extrakten von kultivierten HIV erhalten wer-
den, sind besonders vorteithaft fiir die Verwendung bei Reinigungsverfahren. Im aligemeinen besitzen
die Antikérper Affinitatsvereinigungskonstanten in der Gréssenordnung von 108 bis 102 M. Solche An-
tikérper kénnen zur Reinigung von rekombinanten Fusionsproteinen aus dem Kulturmedium des rekombi-
nanten Expressionsystems verwendet werden, wenn das exprimierte Protein ausgeschieden wurde,
oder von Komponenten von zertrimmerten, biologischen Expressionssystemen, wenn das exprimierte
Protein nicht sekretiert wurde. Im allgemeinen sind die monoklonalen Antikérper, welche féhig sind, mit
gp110 oder anderen antigenischen Determinanten zu reagieren, an Substrate oder Tréger gebunden
oder immobilisiert. Die Lésung, welche die antigenischen HIV-Determinanten enthéilt, wird dann mit dem
immobilisierten Antikérper unter Bedingungen, welche zweckméssig sind, fiir die Bildung des Immun-
komplexes zwischen dem Antikérper und den Polypeptiden, welche die antigenischen Determinanten von
gp110 enthalten, in Kontakt gebracht. Nicht-gebundenes Material wird von den gebundenen Immuno-
komplexen abgetrennt, wobei Komplexe oder antigenische gp110-Fragmente vom Trager abgetrennt wer-
den.

Typischerweise werden die monokionalen Antkérper einer Grobreinigung von Ascites-Flissigkeit
oder Kulturiiberstanden unterworfen, bevor sie an den Triger gebunden werden. Solche Verfahren
sind dem Fachmann wohlbekannt und kénnen eine Fraktionierung mit neutralen Salzen bei hoher Konzen-
tration umfassen. Andere Methoden, wie die DEAE-Chromatographie, Geffiltrationschromatographie,
priparative Gelelekirophorese oder Affinitatschromatographie mit Protein A-Affinitatschromatogra-
phie, kdnnen ebenfalls zur Reinigung der monoklonalen Antikérper vor ihrer Verwendung als Immunoad-
sorbens verwendet werden.

Die Trager, mit welchen die monoklonalen Antikérper immobilisiert werden, soliten folgende allgemeine
Charakteristiken haben: a) schwache Wechselwirkungen mit Proteinen, im aligemeinen, um nicht-spezifi-
sche Bindungen zu minimalisieren, b) gute Fliesscharakteristika, welche den Fluss durch ein Material
von hohem Molekulargewicht erlauben, c) der Tréger sollte chemische Gruppen besitzen, welche akti-
viert oder modifiziert werden kénnen, um chemische Bindungen mit dem monoklonalen Antikdrper zu er-
méglichen, d) physikalische und chemische Stabilitat unter den Bedingungen fiir die Bindung des mono-
klonalen Antikérpers und e) Stabilitit gegeniiber den Bedingungen und Bestandteilen des Puffers, wel-
cher fir die Adsorption und Elution des Antigens erforderlich ist. Einige allgemein verwendete Trager
sind Agarose, derivierte Polystyrole, Polysaccharide, Polyacrylamidkiigelchen, aktivierte Cellulose,
Glas und dergleichen. Es existieren verschiedene chemische Verfahren fiir die Bindung von Antikér-
pern an Substrate. Vergleiche im allgemeinen, Cuatrecasas, P., Advances in Enzymology 36: 29 (1972).
Die erfindungsgemassen Antikérper kénnen direkt an den Trager oder alternativ Uber einen «Linker»
oder Distanzarm verbunden werden.

Die aligemeinen Bedingungen, die fiir die Immobilisierung von monoklonalen Antikdrpern als Chromato-
graphietrager erforderlich sind, sind im Fachgebiet bekannt. Siehe beispielsweise Tijssen, P., 1985,
Practice and Theory of Enzyme Immunoassay, auf welche Publikation ausdriicklich Bezug genommen
wird. Moderne Kupplungsverfahren sind geringfiigig von den Charakteristiken und dem Typ des zu kup-
pelnden Antikérpers abhangig. Monoklonale Antikérper besitzen Charakteristiken, welche im aligemei-
nen von Batch zu Batch konstant sind, wobei es méglich ist, die Bedingungen zu optimieren. Die Bindung
erfolgt typischerweise durch kovalente Bindungen. .

Eine Suspension von Extrakten oder Lysaten des HIV-Virus des Uberstandes eines kultivierten bio-
logischen Expressionssystems oder einer Suspension von zertrimmerten Zeilen wird dann zur Tren-
nungsmatrix gegeben. Die Mischung wird unter Bedingungen und geniigend Zeit fir die Bildung des Im-
munkomplexes inkubiert, wobei Gblicherweise mindestens 30 Min. und in der Regel 2 bis 24 Std. erforder-
lich sind. Die Immunkomplexe, welche die Polypeptide mit den antigenischen Teilen von gp110 aufweisen,
werden dann von der Mischung abgetrennt. Typischerweise wird die Mischung entfernt, z.B. durch Elu-
tion und die gebundenen Immunkomplexe werden griindlich Adsorptionspuffer gewaschen. Die Immun-
komplexe konnen dann von der Trennungsmatrix ausgewaschen werden, wobei ein Elutionsmittel einge-
setzt wird, welches mit den verwendeten Tragern vertréglich ist; die Elutionsmittel sind dem Fachmann
wohlbekannt. Es kénnen ebenfalls die Polypeptide, welche die gp110 oder andere antigenische Teile ent-
halten, selektiv entfernt werden. Beispielsweise kdnnen Peptide, welche ein Epitop enthalten, das durch
die Antikorper erkannt wird, in Konkurrenz zum Antikdrper-Bindungszentrum verwendet werden, was
eine alternative Elutionstechnik darstellt, welche unter milden Elutionsbedingungen durchgefiihrt wer-
den kann. Die selektiv adsorbierten Polypeptide, welche das gp110-Antigen enthalten, kénnen von Anti-
korperaffinititsadsorbens durch Anderung des pH-Wertes und/oder der lonenstirke des Puffers elui-
ert werden. Chaotrope Mittel kénnen ebenfalls Verwendung bei der Entfernung der gebundenen Antige-
ne finden. Die Auswah! des chaotropen Mittels, seine Konzentration und andere Elutionsbedingungen
sind von den Charakteristiken der Antikérper-Antigen-Wechselwirkung abhéngig, wenn sie jedoch ein-
mal bestimmt sind, missen sie keinen Anderungen unterworfen werden, wie sie Ublicherweise bei polyklo-
nalen Affinitatstrennsystemen erforderlich sind.
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Das eluierte Material kann eine Einstellung auf einem physiologischen pH-Wert erfordern, wenn Pui-
fer von niederem oder hohem pH-Wert oder lonenstérke zur Abtrennung der gebundenen gp110-Antige-
ne von der Trennungsmatrix verwendet werden. Es kann eine Dialyse oder Gelfiltrationschromatogra-
phie erforderlich sein, um {berschiissige Salze in dem Elutionsmittel zu entfernen, um eine Rekonstituti-
on des gp110 oder der polypeptid-enthaltenden antigenischen Fragmente von gp110 in ihre natiirliche
Struktur zu ermdglichen.

gp110 oder polypeptid-enthaltende antigenische Fragmente davon kénnen in wesentlich reiner Form
entweder natiirlich durch infizierte Zellkulturen oder durch rekombinante Expressionssysteme von Bak-

_ terien, Hefen oder kultivierten Insekten- oder Saugetierzellen produziert werden. gp110 und Fragmente

oder andere gereinigte Proteine kénnen typischerweise eine Reinheit von mehr als 50% aufweisen, mei-
stens mindestens 75% und am haufigsten zwischen 95 und 99%. Diese Molekiile finden anschliessend
Anwendung in einem weiten Bereich.

Die HIV-gp110-Proteine, Polypeptide, weiche antigenische Fragmente davon enthalten oder andere
Proteine, knnen in einem weiten Bereich Anwendung finden, einschliesslich in AIDS-Untereinheitsimpf-
stoff-Formulierungen, worin das Immunogen eine effektive Dosis einer antigenischen Determinante, wie
beispielsweise gp110 oder eine neutralisierende Region davon, enthélt. Andere Komponenten fiir Formu-
lierungen kénnen diese antigenischen Teile von HIV-Proteinen oder Glykoproteinen enthalten, welche
die Produktion von Antikdrpern (vorzugsweise neutralisierenden Antikérpern) in einem immunisierten
Wirt bewirken, wobei die Antikdrper fahig sind, gegen eine anschliessende Infektion durch HIV zu
schiitzen.

Diagnostische Verwendungen der monoklonalen Antikérper

Die erfindungsgemassen monoklonalen Antikdrper sind niitzlich fir diagnostische Zwecke. Fir diese
Zwecke kénnen sie entweder markiert oder unmarkiert sein. Typischerweise haben diagnostische Tests
den Nachweis der Bildung eines Komplexes durch Bindung des monoklonalen Antikdrpers an das HIV-
Antigen zur Folge. In unmarkiertem Zustand finden die Antikdrper beispielsweise in Agglutinationstests
Verwendung. Zusatzlich kénnen die unmarkierten Antikorper in Kombination mit anderen markierten An-
tikdrpern (zweite Antikérper), welche mit den monoklonalen Antikérpern, wie Antikérper, welche fur Im-
munoglobulin spezifisch sind, verwendet werden. Alternativ kdnnen die monoklonalen Antikérper direkt
markiert werden. Es kann eine Vieizahl von Labels verwendet werden, wie beispielsweise Radionukiide,
Fluorescer, Enzyme, Enzymsubsirate, Enzymkofaktoren, Enzyminhibitoren, Liganden (insbesondere
Haptene) usw. Es sind zahlreiche Typen von Immunoassays zugénglich und beispielsweise sind einige
beschrieben in den US-Patenten der Nummern 3 817 827; 3 850 752; 3 901 654; 3 935 074; 3 984 533;
3996 345; 4 034 074; und 4 098 876, auf welche Patentschriften ausdriicklich Bezug genommen wird.

Gewbhnlich werden die erfindungsgeméssen monoklonalen Antikdrper. und Peptide in Enzymimmunoas-
says verwendet, worin beispielsweise die Hauptantikdrper oder die zweiten Antikérper von verschiede-
ner Art mit einem Enzym konjugiert sind. Wenn eine biologische Probe, welche HIV-Antigene enthalt, wie
humanes Blutserum, Speichel, Samen, vaginale Sekrete oder viral infiszierte Zellkultursuspensionen mit
den erfindungsgemassen Antikérpern kombiniert wird, erfolgt eine Bindung zwischen den Antikérpern
und denjenigen Molekillen, welche das gewiinschte Epitop aufweisen. Solche Proteine oder virale Parti-
kel kénnen dann von den ungebundenen Reagenzien abgetrennt werden, und es kann ein zweiter Anti-
kérper (enzymmarkiert) zugegeben werden. Anschliessend wird die Gegenwart des Antikorper-Enzym-
konjugates, das spezifisch an das Antigen gebunden ist, bestimmt. Andere konventionelle Techniken,
welche dem Fachmann bekannt sind, kénnen ebenfalls verwendet werden.

Es kénnen ebenfalls Ausriistungen zur Verfigung gestellt werden fur die Verwendung der erfin-
dungsgemassen Antikorper fiir den Nachweis von HIV-Infektionen oder der Gegenwart von HIV-Anti-
genen. Es werden demzufolge erfindungsgemésse Antikdrperzusammensetzungen zur Verfligung ge-
stellt, normalerweise in lyophilisierter Form, die entweder allein oder in Konjugation mit Antikdrpern, die
spezifisch fiir andere Epitope von HIV sind, vorliegen. Die Antikérper, welche mit einem Label konju-
giert oder unkonjugiert sein kdnnen, sind in den Ausrlistungen zusammen mit Puffern, wie Tris,
Phosphat oder Carbonat, Stabilisatoren, Bioziden, inerten Proteinen, wie bovinem Serumalbumin oder
ahnlichem, vorhanden. Im allgemeinen sind diese Materialien in einem Anteil von weniger als 5 Gew.-%
auf Basis des aktiven Antikorpers vorhanden und tblicherweise in einem totalen Anteil von mindestens
etwa 0,001 Gew.-% auf Basis der Antikérper-Konzentration vorhanden. Haufig ist es erwiinscht, ein
inertes Streckmittel oder einen Exzipienten zur Verdiinnung der Wirkstoffe zuzusetzen, wobei der Exzi-
pient in einem Anteil von 1-99 Gew.-% der gesamten Zusammensetzung vorhanden sein kann. Falls ein
zweiter Antikrper verwendet wird, welcher fahig ist, den monoklonalen Antikérper zu binden, ist dieser
iiblicherweise in einer separaten Ampulle vorhanden. Der zweite Antikérper ist typischerweise mit einem
Label konjugiert und in analoger Weise formuliert, wie die oben beschriebenen Antikdrper-Formulierun-
gen. Der Nachweis von gp110- oder p25-Antigenen oder des gesamten Virus in verschiedenen biologi-
schen Proben, kann Anwendung finden bei der Diagnose einer laufenden Infektion durch das HIV-Vi-
rus. Biologische Proben kénnen beispielsweise Blutserum, Speichel, Samen, Gewebebiopsieproben
(Hirn, Haut, Lymphknoten, Milz usw.), Ubersténde von Zellkulturen, zertrimmerte, eukaryontische und
bakterielle Expressionssysteme und dergleichen. Die Gegenwart des Virus wird getestet, indem der mo-
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noklonale Antikérper mit der biologischen Probe unter Bedingungen fir die Immunkomplexbildung inku-
biert wird und anschliessend die Komplexbildung nachgewiesen wird. In einer Ausfiihrungsform wird die
Komplexbildung durch Verwendung eines zweiten Antikbrpers nachgewiesen, welcher fahig ist, den mo-
noklonalen Antikérper zu binden, welcher typischerweise mit einem Label konjugiert und in analoger Wei-
se, wie die oben beschriebenen Antikérperformulierungen, formuliert ist. In einer weiteren Ausfith-
rungsform ist der monoklonale Antikérper an einen Festphasentrager gebunden, weicher dann mit der
biologischen Probe in Kontakt gebracht wird. Im Anschluss an den Inkubationsschritt wird ein markier-
ter, monoklonaler Antikdrper zum Nachweis des gebundenen Antigens zugegeben.

Herstellung und Verwendung von synthetischen Peptiden

Die vorliegende Erfindung stellt neue Peptide zur Verfiigung, welche unter anderem immunologisch mi-
mische Proteinepitope sind, welche durch das HIV-Retrovirus codiert werden, insbesondere Epitope,
welche innerhalb der env- oder gag-Regionen des viralischen Genoms codiert werden, welches die gp110
bzw. p25 codiert. Zur Stamm-zu-Stamm-Variantenakkomodation unter verschiedenen Isolaten kdnnen
Einstellungen fiir konservative Substitutionen und Selektionen unter den Alternativen, worin nichi-kon-
servative Substitutionen involviert sind, gemacht werden. Diese Peptide kénnen als Immunogene um in
vitro oder in vivo die HIV-Antigenproduktion zu hemmen oder zu eliminieren, fiir den Nachweis des Vi-
rus oder vom Antikérper zum Virus in einer physiologischen Probe verwendet werden. Je nach der Na-
tur der Versuchsanordnung kénnen die Peptide zu einem Tréger oder zu anderen Verbindungen konju-
giert, markiert oder unmarkiert oder an eine feste Oberflache gebunden sein.

In einer Ausfithrungsform kénnen die Peptide, welche von Interesse sind, von der gp110-Region des
Virus abgeleitet werden. Von besonderem Interesse ist die Region, worin sich der offene env-Leserah-
men von etwa Basenpaar (bp) 6688 bis etwa bp 6750 ausdehnt und von etwa bp7247 bis etwa 7317.

Die Peptide von Interesse, einschliesslich die blockierenden Peptide schiiessen mindestens fiinf,
manchmal sechs, manchmal acht, manchmal zwdlf, manchmal 21 und Ublicherweise weniger als 50 und am
liblichsten weniger als 35 und bevorzugt weniger als 25 Aminos&uren ein, innerhalb einer Sequenz, wel-
che dafiir durch ein HIV-Retrovirus codiert wird. Es ist erwiinscht, dass das Peptid so klein wie mdglich
ist und immer noch die gesamte Immunoreaktivitit oder die anti-virale Aktivitat des grosseren Peptides
aufweist. In einigen Fallen ist es wiinschenswert zwei oder mehr Oligopeptide zuzusetzen, welche nicht
tiberlappend sind, um eine einzige Peptidstruktur zu bilden oder um sie als individuelle Peptide gleichzei-
tig zu verwenden, wobei sie separat oder zusammen eine &quivalente Empfindlichkeit bewirken, wie das
urspriingliche Peptid.

Die Peptide konnen durch Einfilhrung von konservativen oder nicht-konservativen Substitutionen im
Peptid modifiziert werden, iblicherweise sind weniger als 20 Nummern-Prozent und in der Regel weniger
als 10 Nummern-Prozent der Aminos&uren unverandert. In diesen Situationen, worin sich Regionen als
polymorph herausstellten, ist es wiinschenswert, eine oder mehrere besondere Aminos&uren zu vari-
ieren, um eine wirksamere Nachahmung der unterschiedlichen Epitope der verschiedenen retro-viralen
Stamme zu erreichen. In vielen Fallen kann zur Erzielung von chemischer Stabilitat des Methionin durch
Norleucin (Nor) ersetzt werden.”

Es wird darauf hingewiesen, dass das Peptid, welches den Gegenstand der vorliegenden Erfindung
darstellt, nicht identisch mit einer besonderen HIV-Polypeptidsequenz sein muss, solange die erfin-
dungsgeméasse Verbindung fahig ist, eine immunologische Konkurrenz mit Proteinen einzugehen, wovon
mindestens eines vom Stamm des HIV-Retrovirus ist. Demzufolge kénnen im erfindungsgemassen Pep-
tid zahlreiche Anderungen vorgenommen werden, wie Insertionen, Deletionen und Substitutionen, entwe-
der konservative oder nicht-konservative, worin solche Anderungen bei der Verwendung gewisse Vor-
teile bringen kénnen. Unter konservativen Substitutionen werden Substitutionen innerhalb beispielswei-
se der nachstehenden Gruppen verstanden: gly, ala; val, ile, leu; asp, glu; asn, gin; ser, thr; lys, arg;
phe, tyr; und nor, met. Ublicherweise unterscheidet sich die Sequenz durch nicht mehr als 20% von der
Sequenz mindestens eines HIV-Retrovirusstammes, mit der Ausnahme, wo zusatzliche Aminoséuren an
einem der Termini angesetzt werden, um einen «Arm» zur Verfiigung zu stellen, durch welchen das erfin-
dungsgemasse Peptid in konventioneller Weise immobilisiert werden kann. Die Arme bestehen normaler-
weise aus mindestens einer Aminoséure und kdnnen bis zu 50 oder mehr Aminosauren umfassen, mei-
stens weisen sie jedoch die Lzinge von 1 bis 10 Aminoséuren auf.

Die Peptide, worin die Aminos&uresequenz durch Substitution, Addition oder Deletion von Aminosau-
reresten modifiziert wird, sollte im wesentlichen die gesamte Immunoreakiivitat oder antivirale Aktivitat
des unmodifizierten Peptides aufweisen, was durch verschiedene Assay-Techniken, welche hier offen-
bart sind, in konventioneller Weise gemessen werden kann. Die d-lsomerform einer oder mehrerer
Aminosauren kann gewiinschtenfalls verwendet werden, um biologische Eigenschaften zu modifizieren,
wie beispielsweise die Aktivitat oder den Grad des Abbaus.

Zusitzlich kénnen eine, zwei oder drei Aminoséuren an die Termini eines Oligopeptides oder Peptides
angefiigt werden, damit die Peptide miteinander leichter verbunden werden kénnen zur Kupplung an ei-
nen Trager oder ein grosseres Peptid, aus Griinden, welche nachstehend diskutiert werden, fir die An-
derung von physikalischen oder chemischen Eigenschaften des Peptides oder Oligopeptides oder der-
gleichen.
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Aminosauren, wie Tyrosin, Cystein, Lysin, Glutamin- oder Asparaginséure oder dergleichen, konnen
am C- oder N-Terminus des Peptides oder Oligopeptides gekoppelt werden, um eine niitzliche Funktiona-
litét fir eine Verbindung zur Verfiigung zu stellen. Cystein wird besonders bevorzugt, um die kovalente
Kupplung mit anderen Peptiden zu erleichtern, oder zur Bildung von Polymeren durch Oxidation.

Zusétzlich kénnen die Peptid- oder Oligopeptidsequenzen von der natiirichen Sequenz verschieden
sein, indem die Sequenz durch terminale NHz-Acylierung, beispielsweise durch Acetylierung oder Thio-
glykolséureamidierung, terminale Carboxyamidierung, z.B. mit Ammoniak oder Methylamin, zur Verlei-
hung von Stabilitat, erhdhte Hydrophobie fiir die Verbindung oder die Bindung an einen Trager oder an
ein anderes Molekdil oder fiir die Polymerisation modifiziert werden.

Wenn beispielsweise in den oben offenbarten Peptiden I-VIll und IX-XV Y oder Y’ vorhanden sind,
ist eine bevorzugte Ausfiihrungsform vorhanden, wenn Y oder Y’ einen oder mehrere Cysteinreste
oder eine Kombination eines oder mehrerer Cysteinreste mit Spacer-Aminoséuren enthalten. Glycin ist
ein besonders bevorzugter Spacer. Bevorzugte Peptide fiir die Verwendung bei der oxidativen Polyme-
risation, sind diejenigen, worin Y oder Y’ mindestens zwei Cysteinreste bedeuten. Wenn zwei Cystein-
reste am gleichen Ende des Peptides vorhanden sind, existiert eine bevorzugte Ausfiihrungsform, wenn
die Cysteinreste voneinander durch einen bis drei Spacer-Aminoséurereste, vorzugsweise Glycin, ge-
trennt sind. Die Gegenwart von Cysteinresten kann die Bildung von Dimeren des Peptides erméglichen
und/oder die Hydrophobie des resultierenden Peptides erhdhen, was die Immobilisierung des Peptides in
fester Phase oder immobilisierten Assay-Systemen ermdglicht.

Von besonderem Interesse ist die Verwendung der Mercaptangruppe von Cysteinen oder Thioglykol-
sauren, welche fiir die Acylierung von terminalen Aminogruppen oder dergleichen verwendet werden,
fir die Verbindung von zwei Peptiden, Oligopeptiden oder Kombinationen davon, durch eine Disulfidbin-
dung oder eine langere Bindung zur Bildung von Polymeren, welche eine Anzahl von Epitopen enthalten.
Solche Polymere besitzen den Vorteil einer verbesserten, immunologischen Reaktion. Falls verschiede-
ne Peptide fiir die Zusammensetzung des Polymers verwendet werden, besitzen sie die zusétzliche Fa-
higkeit, Antikdrper zu-induzieren, die mit verschiedenen antigenischen Determinanten von verschiede-
nen HIV-Isolaten eine Immunoreaktion eingehen.

Zur Herstellung von antigenischen Polymeren (synthetischen Multimeren) kénnen Verbindungen ver-
wendet werden, welche bis-Halogenacetylgruppen, Nitroarylhalogenide oder dergleichen besitzen, falls
die Reagenzien spezifisch mit Thiogruppen reagieren. Die Bindung zwischen den zwei Mercaptogruppen
von verschiedenen Peptiden oder Oligopeptiden kann demzufolge eine einfache Bindung oder eine Bin-
dungsgruppe von mindestens zwei, Giblicherweise mindestens vier und nicht mehr als sechzehn, norma-
lerweise nicht mehr als vierzehn Kohlenstoffatomen sein.

Die erfindungsgemissen Peptide kénnen an einen loslichen Macro-molekularen (z.B. von nicht mehr
als 5 kDal) Trager gebunden sein. Ublicherweise kann der Trager eine Poly(aminos&ure), natirlichen
oder synthetischen Ursprungs, sein, welchen Antikérper in humanem Serum hdchstwahrscheinlich nicht
ausgesetzt sind. Beispiele von solchen Trégern sind Poly-L-Lysin, Schiissellochkletten-Hemocyanin,
Thyroglobulin, Albumine, wie bovines Serumalbumin, Tetanustoxoid, usw. Die Auswahl des Tragers ist in
erster Linie von der beabsichtigten Verwendung des Antigens und ebenfails von der Bequemlichkeit und
Erhaltlichkeit abhangig.

Bei solchen Konjugaten ist mindestens ein Molekil von mindestens einem erfindungsgeméassen Peptid
pro Macromolekiil vorhanden und nicht mehr als etwa 1 pro 0,5 kDal, normalerweise nicht mehr als 1 pro
2 kDal des Macromolekills vorhanden. Ein oder mehrere verschiedene Peptide konnen an das gleiche
Macromolekil gebunden sein.

Die Art der Bindung ist konventionell; dabei werden Reagenzien, wie p-Maleinimidobenzoesédure, p-
Methyldithiobenzoesaure, ~Apfelsaureanhydrid, Bernsteinsaureanhydrid, ~Glutarséureanhydrid usw.
verwendet. Die Verbindung kann am N-, am C-Terminus oder an einer Stelle innerhalb des Molekiils er-
folgen. Die erfindungsgemassen Peptide konnen durch Verbindung deriviert werden, kdnnen verbun-
den werden, wahrend sie an einen Trager gebunden sind oder dergleichen.

Dem Fachmann sind verschiedene Versuchsanordnungen geléufig, welche zu dem Nachweis der Ge-
genwart von Antikdrpern gegen refrovirale Proteine oder fir retrovirale Proteine selbst verwendet
werden kénnen. Von besonderem Interesse ist die Verwendung des Peptides als markiertes Reagenz,
wobei das Markierungsmittel als nachweisbares Signal dient oder die direkte oder indirekte Bindung des
Peptides an eine Oberflache, wobei der Antikdrper zum Peptid in der Probe durch das Peptid an die
Oberflache gebunden wird. Die Gegenwart von humanen Antikérpern, welche an das Peptid gebunden
sind, kann durch Verwendung eines xenogenen Antikbrpers, welcher fir humane Immunoglobuline spezi-
fisch ist, normalerweise IgM und IgG oder durch ein markiertes Protein, welches spezifisch auf Immuno-
komplexe ist, z.B. den Rf-Faktor von S. aureus-Protein A nachgewiesen werden.

lustrativ fiir eine Assay-Technik ist die Verwendung eines Probenbehalters, z.B. die Locher von Mi-
krolochplatten, worin das erfindungsgemésse Polypeptid oder Konjugate davon auf dem Behélterboden
und/oder an den Wianden entweder kovalent oder nicht-kovalent gebunden sind. Die Probe, normaler-
weise menschiiches Blut oder Serum, das durch zweckmassig gepuffertes Medium verdiinnt ist, wird in
den Behsiter gegeben und wihrend geniigender Zeit zur Komplexbildung zwischen den Polypeptiden und
irgendwelchen verwandten Antikérpern in der Probe stehengelassen. Der Uberstand wird entfernt und
der Behilter gewaschen, um nicht spezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Ein markiertes spezifi-
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sches Bindungsprotein, welches spezifisch an den Komplex gebunden wird, wie ein xenogenes Antiserum
gegen humanes Immunoglobulin, wird fiir den Nachweis verwendet. Das Peptid kann auf verschiedene
Weisen hergestellt werden. Wegen seiner verhaltnisméssig kurzen Grosse, kann das Peptid in einer L&-
sung oder auf einem festen Trager nach iblichen Herstellungsverfahren synthetisiert werden. Heute
sind im Handel verschiedene automatische Synthesegeréte erhltlich und kénnen geméss bekannten
Versuchanordnungen verwendet werden. Vergleiche z.B. Stewart und Young, Solid Phase Peptid Syn-
thesis, 2. Auflage, Pierce Chemical Co., 1984; und Tam et al., J. Am. Chem. Soc. (1983) 105: 6442.

Alternativ kann eine Hybrid-DNA-Technologie verwendet werden, wenn ein synthetisches Gen unter
Verwendung von einzelnen Strangen, welche das Polypeptid oder im wesentlichen komplementére Stran-
ge dazu synthetisieren, verwendet werden, falls die einzelnen Strénge {berlappen und diese in einem ge-
temperten Medium zur Hybridisierung vereinigt werden konnen. Die hybridisierten Strénge kénnen dann
zur Bildung des vollsténdigen Gens vereinigt werden und durch Wahl von zweckméssigen Termini kann
das Gen in Expressionsvektoren, welche heutzutage leicht erhéltlich sind, insertiert werden. Vergleiche
beispielsweise Maniatis et all, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, CSH, Cold Spring Harbor La-
boratory, 1982. Oder die Region des viralen Genoms, welche das Peptid codiert, kann durch konventio-
nelle rekombinante DNA-Techniken gekiont und exprimiert werden (vgl. Maniatis, supra).

DNA-codierende Sequenzen von LAVeru und ARV2 von HiV-Isolaten, weiche fiir die Exprimierung
der Peptide verwendet werden kénnen, umfassen folgende:

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

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

Sequenzfragmente kénnen fiir die Expression von Peptid-Fragmenten verwendet werden, wobei kon-
servative Basenanderungen durchgefilhrt werden kénnen, wenn die modifizierten Codons die gleichen
Aminosauren codieren oder dabei kénnen auch nicht-konservative Anderungen in der Codierungsse-

quenz gemacht werden, wenn die resultierende Aminoséure eine konservative oder nicht-konservative .

Anderung in der Aminoséuresequenz darstellt, wie vorher diskutiert. Die codierende Sequenz kann ent-
weder auf dem 5'- oder 3*-Terminus verlingert werden oder das Peptid kann an beiden Enden verlén-
gert werden, wobei seine epitopischen Zentren erhalten bleiben. Die Verlangerung kann als Arm fiir eine
Verbindung dienen, beispielsweise fiir ein Label, wie ein Enzym fiir die Verbindung von zwei oder allen
Peptiden zusammen in der gleichen Kette zur Verlethung von antigenischer Aktivitét, Ublichen Restrik-
tionsstellen firr die Klonierung oder dergleichen. Die DNA-Sequenz selbst, Fragmente davon oder gros-
sere Sequenzen mit {blicherweise mindestens 15 Basen, vorzugsweise mindestens 18 Basen, kénnen als
Nukleotidsonden fiir den Nachweis von retroviralen RNA oder proviralen DNA oder fiir die Identifikati-
on von homologen Regionen fiir die Clonierung oder die Sequenierung verwendet werden. Es sind zahl-
reiche Techniken beschrieben worden, wie beispielsweise die Grunstein-Hogness-Technik, die
Southern-Technik, die Northern-Technik, das Dot-Blot und Verbesserung davon, wie andere Metho-
den, wie sie in der US-A 4 358 535 beschrieben sind, worauf ausdriicklich Bezug genommen wird.

Die erfindungsgeméassen Peptide, einschliesslich die Blockierungspeptide und ihre Analogen finden
selbst oder in Kombination Verwendung in Impfstoffen. In &hnlicher Weise konnen ebenfalls Anti-Idio-
typ-Antikérper, d.h. reaktive Antikdrper, welche mit den Idiotypen des Antikérpers der vorliegenden
Erfindung reaktiv sind und dabei Epitope enthalien, welche die neutralisierenden Regionen des HIV
nachahmen, in Impfstoffen verwendet werden. Die Peptide oder die Anti-ldiotyp-Antikérper kdnnen
ebenfalls in konventioneller Weise formuliert werden, im allgemeinen in Konzentrationen im Bereich von
1 g bis 20 mg/kg des Wirts. Es kénnen physiologisch annehmbare Medien als Tréger verwendet werden,
wie steriles Wasser, Kochsalzlosung, phosphat-gepufferte Kochsalzlosung und dergleichen. Es kén-
nen Adjuvanzien verwendet werden, wie Aluminiumhydroxygel, oberflachen-aktive Substanzen, wie Ly-
solecithin, Pluronpolyole, Polyanione, Peptide, Proteine (z.B. Diptherie oder Choleratoxide) und Olemul-
sionen. Die Peptide kénnen ebentalls in Liposome einverleibt werden oder mit Polysacchariden, Polypep-
tiden oder Polymeren fiir die Verwendung in Impfstofformulierungen konjugiert werden. Sie kdnnen
durch Injektion, z.B. durch intramuskulére, peritoneale, subkutane, intravendse usw. verabreicht wer-
den. Die Verabreichung einer immunogenisch wirksamen Dosis kann auf einmal oder durch mehrere Ma-
le, Gblicherweise mit Intervailen von 1 bis 4 Wochen, erfoigen. Eine «immunogenisch» wirksame Dosis ist
diejenige Menge eines Impfstoffes, welche zweckmassig ist, um eine Immunantwort in einem Wort her-
vorzurufen, wobei der Wirt eine zunehmende Infektion zeigt.
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Andere Merkmale und Vorteile der vorliegenden Erfindung gehen aus den folgenden Versuchsbei-
spielen hervor, welche die Erfindung mittels Beispielen beschreiben. Die Beispiele dienen der Erlaute-
rung und nicht der Einschrankung der Erfindung.

Beispiel |
Bildung und Charakterisierung von monoklonalen Antikérpern

Beispiel | beschreibt die Bildung von hybriden Zellinien, die monoklonale Antikrper produzieren, die
spezifisch auf Hillglykoproteine von HIV sind. Dieses Verfahren schiiesst die Verwendung von lectin-
gereinigten Extrakten von LAVgRu ein, welche am Linsenlectin-Agarose als Immunogen gebunden sind.
Die monoklonalen Antikérper, die anschiiessend durch hybride Zellinien gebildet werden, werden durch
ihre Fahigkeit von gp110 aus gereinigtem LAV und als biologisch exprimiertes rekombinantes Fusionspro-
tein Immunoblots und Radioimmunoprazipitate zu bilden. Die monoklonalen Antikérper, welche an Epitope
an gp110 gebunden werden, sind ebenfalls in ELISAs mit gesamten zertrimmerten Viren, Fusionsprotei-
nen und synthetischen Peptiden reaktiv und reagieren mit dem ganzen Virus in indirekten Fluoreszenz-
Assays.

Die Arbeitsvorschriften fiir die Bildung von hybriden Zellinien, welche monoklonale Antikérper produ-
zieren und die Charakterisierung der Antikorper sind folgendermassen:

Gereinigter LAV-Virus aus infizieten CEM-Zellen (ATCC-Nr. CRL8904) wurden in 50 mM Tris, pH
7,4, 0,15 M NaCl, 1,0% Aprotinin, 2,0% Nonidet p-40® (NP-40) (Octylphenoxypolyethoxyethanol) zer-
trammert. Der Extrakt wurde zweimal durch Zentrifugation geklart und auf 0,5 NP-40 durch. Zugabe von
3 Volumenteilen Zertrimmerungspuffer ohne NP-40. Linsenlectinsepharose (Pharmacia, Piscataway,
N.J) wurde in Zertrimmerungspuffer ohne NP-40 vorgewaschen und dann in Adsorptionspuffer
(50 mM Tris, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 1,0% Aprotinin, 0,5% NP-40) equilibriert. Der geklarte, virale Extrakt
wurde mit Linsenlectinsepharose wahrend 42 Std. bei 4°C adsorbiert. Das unadsorbierte Material wur-
de entfernt, indem mit einem Uberschuss an Adsorptionspuffer gewaschen wurde. Die Elution des ad-
sorbierten Materials wurde in 0,2 M Alphamethylmannosid in Adsorptionspuffer durchgefihrt. Das
Eluat wurde gegen PBS dialysiert, um den Zucker zu entfernen, und das Material wurde an die Linsen-
lectinsepharose readsorbiert.

Der Glykoprotein-Linsenlectinsepharose-Komplex wurde zur Immunisierung von BALB/c-Méausen
verwendet, indem drei intraperitoneale Injektionen ohne Adjuvanzien im Abstand von zwei bis drei Wo-
chen verabreicht wurden. Die Milzzellen wurden von den immunisierten Mausen entfernt, wobei der zir-
kulierende Antikérper gegen die Glykoproteine des HIV durch Immunoblot, RIP und/oder ELISA nachge-
wiesen wurden.

Die fiir die Bildung der Zeliinien verwendeten Arbeitsvorschriften waren im wesentlichen digjenigen
von Kohler und Milstein (Nature 256: 495 (1985) mit den Modifikationen von Goldstein, L.C., et al.,
(Infect. Immun. 38:273 (1982)). Milz-B-Lymphocyten von immunisierten Méusen wurden mit NS-1-My-
leomzellen unter Verwendung von 40% (w/v) Polyethylenglykol fusioniert. Anschliessend wurde die Fu-
sion der Zellmischung in HAT-Medium (RPM! — 1640-Medium unter Zusatz von 15% fdtalem Kalberse-
rum, 1 x 10-4 M Hypoxanthin, 4 x 10~7 M Aminopterin und 1,6 x 10-5 M Thymidin) resuspendiert, zur Aus-
wahl fir das Wachstum von Hybridzellen und dann auf 96-Loch-Mikrokulturschalen mit einer
Konzentration mit 1 bis 3 x 106 Zellen/ml dispersiert und bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphare, wel-
che 6% CO2 enthielt, befeuchtet. Die Kulturen wurden genahrt durch Ersatz der Hélfte des Uberstan-
des mit frischem HAT-Medium. Die Locher auf Zeichen von Zellproliferation unter Verwendung eines In-
versionsmikroskops beobachtet,.und wenn die Zellen eine geniigende Dichte aufwiesen, wurden die
Uberstande auf Anti-LAV-Antikdrper getestet.

Lacher, die Hybridzellen enthielten, welche Antikdrper gegen LAV produzierten, wurden durch ELI-
SAs identifiziert, wobei die Bindung an dem gesamten gereinigten, zertrimmerten Virus oder an den bio-
logisch exprimierten Fusionsproteinen gemessen wurde. Die ELISAs unter Verwendung von zertrim-
merten Viren wurden an LAV-ElA-Platten (Genetic Systems, Seattle, Washington) durchgefiihrt. Die
Platten wurden mit Zellkulturfiuiden bei 37°C wahrend 45 Min. durchgefiihrt und dann dreimal mit 0,05%
Tween 10 in phosphat-gepufferter Kochsalzlosung (PBS-Tween) gewaschen. .

Peroxidase-Geissen-Antimaus-lgG  (1:2000, verdinnt in PBS-Tween; Zymed Laboratories, Inc.,
South San Francisco, California) wurde (100 pl pro Loch) zugegeben und die Platten wurden wéhrend 45
Min. bei 37°C inkubiert und wie oben gewaschen. Das Substrat (0,025 M Zitronenséure, 0,05 M zweiba-
sisches Natriumphosphat, pH 5,0, welches 14 mg o-Phenylendiamin und 10 ul 30% Wasserstoffperoxid
pro 50 ml) wurde zugegeben und die Platten wurden wéhrend 30 Min. bei Zimmertemperatur im Dunkeln in-
kubiert. Die Reaktion wurden mit 3 N Schwefelséure gestoppt, und die colorimetrischen Reaktionen wur-
den mit einem automatischen Mikroplattenleser quantifiziert. Lécher, welche positive Resultate ergaben,
wurden durch begrenzte Verdiinnung subgeklont, wiederum auf Spezifitét getestet und dann expandiert.

Die monoklonalen Antikérper, welche durch die resultierenden Hybridzellinien sekretiert, wurden im
weiteren beziiglich Spezifitat und Reaktivitat mit Immunoblotting, Immunoprézipitation und ELISA charak-
terisiert, wobei zertrimmertes LAV-Virus rekombinante LAV-Fusionsproteine und synthetische LAV-
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Peptide verwendet wurden. Alle Antikérper wurden als IgGr-Isotypen bestimmt. Die Zellinien HIV-
gp110-1, HIV-gp110-2 und HIV-gp110-3 wurden bei der American Type Culture Collection vor der Einrei-
chung der prioritatsbegriindenden Anmeldung hinterlegt und erhielten die Hinterlegungsnummem ATCC
HB 9175, HB 9176 bzw. HB 9177.

Die rekombinanten Fusionsproteine, welche auf Reaktivitit getestet wurden, wurden vorher mit
ENV2, ENV3, ENV4 und ENV 5 bezeichnet. Das Protein ENV2 wird von pENV2 (ATCC Nr. 53071) ex-
primiert, welches eine Region des LAV vom Basenpaar (bp) 6598 bis bp 7178 darstellt (die Numerierung
wurde gemass Wain-Hobson et al., vorgenommen, Cell 44: 9 (1985)), ENV3 wird von pENV3 (ATCC Nr.
53072) exprimiert und enthélt die LAV-Region von bp 7178 bis bp 7698; ENV4 wird von pENV4 (ATCC
Nr. 53073) exprimiert und enthélt bp 7698 bis bp8572; und ENV5 wird von pENV5 (ATCC Nr. 53074) ex-
primiert und enthalt die LAV-Region von bp5889 bis bp 7698. Die Produktion der rekombinanten Fusions-
proteine ist im einzelnen in der U.S. Patentanmeldung Serial No. 721 237 beschrieben, auf weiche aus-
driicklich Bezug genommen wird.

Das Zusammenfiigen von synthetischen Pepliden

Die Peptide | (29) und VII (110-2-2) wurden auf einem Benzhydrylamin (Polystyrol/Divinylbenzol)
Harz (Applied Biosystems, Inc., Foster City, California) zusammengesetzt. Das Peptid V (177) wurde
auf einem t-Butyloxycarbonyl(Boc)-ethylbenzylcystein-phenylacetamidomethyl  (PAM)-Polystyrol/Divi-
nylkenzenharz zusamengesetzt. Die symmetrischen Anhydridkupplungen wurden auf einem Applied
Biosystems 430A-Synthesizer durchgefiihrt. Das Cystein wurde als erster Rest in beiden Peptiden zu-
geflgt.

Es wurden Dicyclohexylcarbodiimid-Kupplungen in Gegenwart von Hydroxybenzotriazol fir Aspara-
gin und Glutamin verwendet. Weiter wurde der Seitenkettenschutz auf Basis von Benzyl und der Al-
phaamin-Schutz mit Boc verwendet. Andere Seitenketten wurden routineméssig unter Verwendung von
Boc(formyl)-tryptophan, Boc-Methioninsulfoxid, Boc(tosyl)-arginin, Boc(methylbenzyl)-cystein Boc(to-
syl)histidin, Boc(chlorobenzyloxycarbonyl)lysin und Boc(brombenzyloxycarbonyl)tyrosin verwendet.

Falls die Peptide radiomarkiert wurden, geschah dies durch Acetylierung des Aminoterminus mit 3H-
Essigsaure und einem Uberschuss von Dicyclohexylcarbodiimid.

Die Deblockierung und Spaltung der Peptide vom Harz wurde nach der Tam «nieder-hoch» HF-Ar-
beitsvorschrift (Tam et al., supra) durchgefiihrt. Die Extraktion vom Harz geschah mit 5% Essigséure
und der Extrakt wurde einer Gelfilirationschromatographie in 5% Essigsaure unterworfen.

Die synthetischen HIV-Peptide wurden mit monoklonalen Antikérpern, welche die Peptide 29, 36 und
39 enthielten, auf Reaktivitat getestet. Das Peptid 29 wird durch die LABgru-genomische Region von et-
wa bp 6688 bis bp 6750 codiert; das Peptid 36 wird durch die Region von etwa bp 7246 bis bp 7317 co-
diert; und das Peptid 39 wird durch die Region von etwa bp 7516 bis bp 7593 codiert. Die Peptide 36 und
39 sind im einzelnen im U.S.Patent 4 629 783 beschrieben, auf welches ausdriicklich Bezug genommen
wird.

Die blockierenden Peptide IX—XV wurden im wesentlichen, wie oben beschrieben, auf einem Methyl-
Benzhydrylamin (Polystyrol/Divinylbenzol)harz (Applied Biosystems, Inc., Foster City, California) zu-
sammengesetzt. Die symmetrischen Anhydrid-Kuppiungen wurden auf einem Applied Biosystem 430A-
Synthesizer durchgefithrt. Die Dicyclohexylcarbodiimid-Kupplungen in Gegenwart von Hydroxyben-
zotriazol wurden fir Asparagin verwendet. Fiir den Schutz wurden Seitenketten auf Benzyl-Basis und
der Boc Alpha-Aminschutz verwendet, wihrend Boc(brombenzyloxycarbonyl) spezifisch fiir Tyrosin-
Seitenketten verwendet wurde.

Die Acetylierung wurde, falls erforderlich, unter Verwendung von Essigséureanhydrid oder Eisessig
und Dicyclohexylcarbodiimid durchgefithrt. Die Deblockierung und Abspaltung des Peptides vom Harz
wurde nach der Standard-«<hoch»-HF-Arbeitsvorschrift (Stewart et al, supra) durchgefihri. Die Ex-
traktion vom Harz wurde mit 50% Essigséure durchgefiihrt und der Extrakt wurde anschliessend einer
Gelfiltrationschromatographie in 20%iger Essigséure unterworfen. Wie gewiinscht, wurde die Flis-
sigchromatographie auf einer Vydac C18-Saule (Rainin Instrument Co., Emeryville, CA) durchgefihrt,
wobei ein 0,1% Trifluoressigsiure-Acetonitrilgradient verwendet wurde.

Immunobloiting

Die Charakterisierung durch Immunoblotting wurde auf Kloniiberstanden oder Ascites-Flussigkeit un-
ter Verwendung von gereinigtem LAV-Virus und rekombinanten Fusionsproteinen als Antigene durch-
gefilhrt. Die Antigene wurden zuerst durch eine Polyacrylamid-Gradientengelelekirophorese (7,0-
15,0%) aufgetrennt und dann auf eine Nitrocellulosemembrane (NCM) mittels Elektrophorese transfor-
miert, wahrend 4 Std. bei 25 V in 25 mM Natriumphosphat (pH 7,0). Nach dem Transfer wurde die NCM
blockiert, um nicht spezifische Wechselwirkungen zu vermeiden, durch Inkubation in PBS-Tween oder
Blotto (5% fettfreie Trockenmilch in PBS) wéhrend 1 Std. bei Zimmertemperatur. Die NCM wurde mit Zell-
kulturiiberstand oder Ascites-Fliissigkeit, welche mit PBS-Tween verdiinnt war, wahrend 1 Std. bei Zim-
mertemperatur inkubiert und wurde dreimal mit PBS-Tween gespdilt. Im zweiten Schritt wurde die NCM mit
Geissen-Antimaus-lgG-Meerrettichperoxidase, verdiinnt in PBS-Tween, wahrend 1 Std. bei Zimmertem-
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peratur inkubiert. Dieser Inkubation folgte eine Waschung mit PBS-Tween und dann ein Tauchen in
Meerrettichperoxidase-Farbentwicklungslosung (Bio-Rad Laboratories, Richmond, California) wahrend
20 Min. Die Reaktion wurde durch Eintauchen in deionisiertes Wasser unterbrochen. Die Reaktivitat
des monoklonalen Antikérpers wurde mit einem positiven Kontroliserum verglichen, welches mit gereinig-
tem, zertriimmertem Virus oder exprimiertem Fusionsprotein reaktiv war. Die Resultate zeigten, dass al-
le Antikérper an gp110 und sein Vorlaufermolekiil gp150 gebunden waren, wenn zertrimmerte Viruspré-
parate verwendet wurden. Die Antikbrper 110-1 und 110-2 erkannten ebenfalls das Fusionsprotein
ENV3, wahrend die Antikdrper 110-3, 110-4, 110-5 und 110-6 einen immunokomplex mit ENV2 bildeteten.

Immunoprazipitation

Es wurden virale Extrakte fur die Radioimmunoprazipitation aus CEM-Zellen hergestellt, welche mit
dem LAVgru-isolat von HIV, welches an das lytische Wachstum durch kontinuierliche Passagierung
angepasst wurde. Wenn frihe cytophatische Effekte offensichtlich waren, wurden die Zellen in ein
Markierungsmedium ~transferiert, welches 35(S)-Methionin (0,05 mCi/mi) oder 3(H)-Glucosamin
(0,025 mCi/ml) enthielt und dann wéhrend 24 Std. inkubiert bis die meisten der Zellen lysiert waren und
das Virus im Kulturiberstand freisetzten. Das Virus wurde aus dem zellfreien Uberstand tablettiert
(1 Std. bei 100 000 g) und es wurden Detergenzien-Extrakte in P-RIPA-Puffer (phosphat-gepufferte
Kochsalzlosung, die 1,0% Triton X-100, 1,0% Deoxycholat, 0,1% SDS und 1% Aprotinin) enthielt, herge-
stellt. Ahnliche Extrakte wurden aus den Ubersténden von nicht infizierten CEM-Zellen hergestellt.

Die Immunoprazipitationsassays wurden mit 100 yl Virusextrakt, welches mit 100 pl Kulturiiberstand
aus der Hybridzellinie wahrend 1 Std. auf Eis inkubiert wurde, durchgefihrt. 4 ul Kaninchen-Antimaus-
lg (Zymed Laboratories, So. San Francisco, California) wurde zu jeder Probe gegeben und wahrend
30 Min. inkubiert. Immunoprazipitin (100 yl, Bethesda Research Laboratory, Bethesda, Maryland), wel-
ches in P-RIPA-Puffer, welcher 1,0% Ovalbumin enthielt, resuspendiert war, wurde zu jeder Probe ge-
geben und wahrend zusatzlichen 30 Min. inkubiert. Die gebundenen Komplexe wurden gewaschen und
durch SDS-Polyacrylgelelektrophorese (15,0% Acrylamid: DATD-Gel) aufgetrennt. Nach der Elektro-
phorese wurden die Gele fixiert, in Enhance gesplilt (New England Nuclear, Boston, MA), getrocknet
und einem Kodak XR-5-Film ausgesetzt. Ein positives Referenzserum, worin alle HIV viralen Proteine
immunoprézipitiert waren, wurde mit vira--infizierten CEM-Zellibersténden als positive und negative
Kontrollen zur Reaktion gebracht.

Die Resultate zeigten, dass alle sechs monoklonalen Antikbrper gp110 und gp150 spezifisch immuno-
prézipitierten.

Enzym-gebundener Immunoadsorbenz-Test (ELISA)

Zur Kartierung der gp110-Epitope, die durch die erfindungsgeméssen monoklonalen Antikdrper er-
kannt werden, werden Kulturiiberstande von Hybridzellinien oder Ascites-Flissigkeiten weiter durch ih-
re Reaktivitat in ELISA mit biologisch exprimierten Fusionsprotéinen und synthetischen Peptiden charak-
terisiert. Die Verfahren waren die gleichen, wie die oben beschriebenen, mit der Ausnahme, dass als An-
tigen, welches an die Oberflache der Mikrotiterlocher adsorbiert war, Fusionsproteine oder
synthetische Peptide, das gereinigte Virus ersetzten.

Bei Verwendung von Peptiden als Antigen war die Vorschrift fiir die Auftragung die folgende: lyophili-
siertes Peptid wurde in 6M Guanidin HC| aufgeldst. Unmittelbar vor der Auftragung auf die 96-Lochplat-
ten wurde die Guanidinlésung in 0,05 M Carbonat/Bicarbonatpuffer (pH 9,6) verdinnt, auf eine finale
Peptidkonzentration von bis zu 100 g/mi. ein 50 yl Volumen von verdiinnten Peptiden wurde auf jede Mi-
krotiterplatte aufgetragen und die Platten wurden ber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Uberschissige Pep-
tidisung wurde «ausgeschiittelt», die Platten wurden mit Blotto blockiert und das oben beschriebene
Verfahren folgte fir den Rest des ELISAs. In einiger Weise wurde rekombinantes Protein auf eine fina-
le Konzentration von etwa 2 pg/ml in 0,05 M Carbonat/Bicarbonatpuffer (pH 9,6) verdtinnt, bevor das
gleiche Verfahren folgte.

Die Resultate sind in Tabelle Il dargestelt. Die monoklonalen Antikérper, welche durch die Zellinien
HIV gp110-1 und HIV gp110-2 produziert wurden, reagierten mit ENV3, ENVS5, dem Peptid 36 und zer-
trimmertem Virus. Die Antikérper von den Zellinien HIV gp110-3, HIV gp110-4, HIV gp110-5 und HIV
gp110-6 reagierten mit ENV2 und dem Peptid 29, ebenso wie mit dem zertrimmerten Virus.
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Tabelle Il

ELISA, welcher die Reaktivitat der monoklonalen Antikérper mit rekombinanten Proteinen und syntheti-

schen Peptiden zeigt

Rekombinantes Fusionsprotein Synthetisches Peptid LAV CEM
ENV2 ENV3 ENV4 ENV5 29 36 39 Kontr Kon

1101 0.077 3.000 0.113 3.000 ND 2.421 0.054 0.908 0.125

1102 -0.003 3.000 0.000 3.000 ND 2.305 -0,005 1.214 0.009

1108  3.000 0.0i11 'ND ND 3.0p0 ND 0.017 0.363 0.046

1104  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 ND 1.937 ND 0.017 0.486 0.032

Die Resultate in Tabelle il demonstrierten, dass die monoklonalen Antikdrper 110-1 und 1102, welche
eine antigenische Determinante erkannten, die durch eine DNA-Sequenz innerhalb der pENV3-Region
codiert wurde, insbesondere die Region des HIV-Genoms, welches durch die Aminoséuresequenz des
Peptides 36 definiert ist, d.h. dass die monoklonalen Antikérper gp110-1 und 110-2 sich an eine Peptid-Re-
gion von gp110 binden, welche innerhalb von bp 7246 bis bp 7317 codiert wird, wie dies durch die Bildung
eines Immunokomplexes mit Peptid 36 und ENV3 nachgewiesen wird. Diese Region des HIV-Genoms wur-
de friiher als konserviert nachgewiesen, d.h. kleine Anderungen in der DNA-Sequenz in der Region,
welche durch Peptid 36 codiert wird, innerhalb verschiedener viraler Isolate von verschiedenen geo-
graphischen Gebieten. Vergleiche Starcich et al., Cell 46: 637 (1986). Im Gegensatz dazu binden die mo-
noklonalen Antikérper gp110-3, —4, -5 und —6 Peptide von HIV, weiche durch Region des Peptides 29
von bp 6688 bis etwa bp 6750 codiert werden. Die Region in gp110, welche durch das Peptid 29 definiert
wird, wurde als solches nachgewiesen, das verschiedene nukleotide Substitutionen bei verschiedenen
viralen Isolaten besitzt. Monoklonale Antikérper, welche selektiv gp110-Polypeptide, welche kon-
servierte Epitope enthalten, binden, wie die Antikérper 110-1 und 110-2, kénnen eine verbesserte Nutz-
lichkeit in einer Vielzahl von Umstinden besitzen, beispielsweise bei der Affinitatschromatographie
usw. Ebenfalls bei ELISA-Assays reagierte das Peptid 110-2-2 mit Seren von Individuen, von welchen
LAV-2 isoliert wurde.

Indirekter Immunofluoreszenz-Assay

Indirekte Immunofluoreszenz-Assays, worin monoklonale Antikorper verwendet werden, welche ge-
gen das gp110-Antigen von HIV gerichtet sind, wurden auf Aceton-fixierten und lebenden Zellen durch-
gefihrt. Es wurden Aceton-fixierte Objekiirager, welche mit LAV-infizierten CEM-Zellen hergestellt
wurden, mit verdiinnten Kulturliberstéinden oder Ascites-Fliissigkeiten wahrend 1 Std. bei 37°C inku-
biert, wihrend die lebenden Zellen mit Kulturiiberstanden oder Ascites-Flissigkeiten wahrend 1 Std. bei
4°C inkubiert wurden, bevor die Zellen auf die Objekitrager gebracht und Aceton-fixiert wurden. In bei-
den Verfahren wurde Fluorescein-Isothiocyanat-markiertes Antimaus-lgG verwendet, um Zellen nach-
zuweisen, welche das reaktive gp110-Antigen frugen. Der monoklonale Antikérper HIV-gp110-1 ergab
positive Resultate, wobei entweder lebende oder Aceton-fixierte LAV-infizierte Zellen verwendet wur-
den.

Beispiel I
Neutralisation von HIV-Infektivitat durch Anti-gp110-monoklonale Antikérper

Dieses Beispiel beschreibt und charakterisiert die Neutralisation von HIV-Infektivitat unter Verwen-
dung von monoklonalen Antikérpern, welche gp110 und Peptide, welche gp110 enthalten, binden. Die Re-
sultate zeigen an, dass die monoklonalen Antikérper gp110-3, —4, -5 und —6 eine neutralisierende Aktivi-
t4t besitzen und dass gp110-3 und gp110-4 insbesondere hohe Anteile von neutralisierender Aktivitét
besitzen.

Neutralisierungstest

Es wurde ein empfindlicher Neutralisierungstest entwickelt um den Effekt der monoklonalen Antikor-
per auf die HIV-Infektidsitét quantitativ zu erfassen. Es wurde eine A CD4+-Zellinie von hoher Anfal-
ligkeit gegen die HIV-Infektion, CEM als Zielzelle fir Infektidsitatsvergleiche verwendet. Ascites-
Flussigkeit, welche gemass dem Beispiel | hergestellt wurde oder die IgG-Fraktion davon, welche unter
Verwendung der Ammonsulfatausfallung gereinigt wurde, wurde bei 56°C wéhrend 30 Min. durch Hitze
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inaktiviert und dann, wie erforderlich in RPMI-Medium, welches 10% fotales Kéalberserum enthielt, ver-
diinnt. Es wurde eine Suspension des HIV-Stammes LAVgry aus etwa 4 Tage-Kulturen mit CEM in der
logarithmischen Wachstumsphase geerntet, durch 0,2 oder 0,45 Micronfilter filtriert, in aliquote Anteile
aufgeteilt und bei —70°C eingefroren. Ein Aliquot wurde aufgetaut, zur Bestimmung des TCIDso fitriert
und anschliessend wurden die Tests durchgefiihrt mit frisch aufgetauten Aliquoten, welche 1:500 mit Kul-
turmedium auf eine Konzentration verdiinnt, welche etwa zehnmal der Menge entsprach, welche erfor-
derlich ist, um 50% der CEM-Zellen in der Kultur (10 TCIDso) zu infiszieren. Die Virus-Suspension wur-
de mit einem gleichen Volumen (250 ul) des monoklonalen Antikérper-Préaparates in funfachen Verdin-
nungen 1:5 bis 1:9 765 625. Die Virus/Antikdrper-Mischung wurde wahrend 45 Min. bei 37°C inkubiert
und dann wurden zweifache Proben von 200 | zur Inokulation von Lochern verwendet, welche 1,0 mi von
etwa 2 x 105 CEM-Zellen pro Loch enthielten. Die Kulturen wurden bei 37°C in einer feuchten Atmosphé-
re mit einem Gehalt von 5% CO2 wihrend 14 Tagen inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, tabletisiert und
mit 1% Triton X-100 in PBS wiahrend ca. 10 Min. lysiert. Der Anteil des Virus (oder des viralen Antigens),
welches in den lysierten Zellen vorhanden war, wurde durch Verwendung eines empfindlichen HIV-Anti-
genfang-«Sandwich»-Enzymimmunoassays, wie oben beschrieben, quantitativ erfasst. Der Titer der
neutralisierenden Aktivitat, falls vorhanden, wurde als reziproker Wert der Verdiinnung des monokio-
nalen Antikérpers, welcher die Antigenproduktion mehr als 50% der Kontrollviruskulturen, welche ohne
Antikérper inkubiert wurden, hemmte oder mit einem monoklonalen Antikdrper des gleichen Isotyps, von
welchem vorher nachgewiesen wurde, dass er keine neutralisierende Aktivitat zeigt.

Der HIV-antigenische Fangtest bezieht sich auf die oben verwendeten zwei monoklonalen Antikor-
per, welche gegen die p25-Antigene als Fangmittel gerichtet sind. Diese Hybridomzellinien wurden durch
die oben beschriebenen Verfahren mit kieineren Anderungen gebildet, einschliesslich der Verwendung
eines rekombinanten gag-Fusionsprotein als Immunogen und der Charakterisierung der resultierenden
monoklonalen Antikérper beziiglich Spezifitat und Reakiivitét unter Verwendung von rekombinanten Fu-
sionsproteinen, welche vorlaufig als GAG~1, GAG-2 und GAG-3 bezeichnet wurden und des syntheti-
schen Peptides 141. Das Protein GAG~1 wird von pGAG-1 (ATCC Nr. 53 379) exprimiert, GAG-2 wird
von pGAG-2 (ATCC Nr. 53 111) exprimiert und GAG-3 wird von pGAG-3 (ATCC Nr. 53 112) exprimiert.
Die Produktion der rekombinanten Fusionsproteine ist im einzelnen in den héngigen US-Patentanmeldun-
gen der Serial numbers 764 460 und 828 828 beschrieben, auf welche ausdriickiich Bezug genommen
wird. Das synthetische Peptid 141 wird durch die genomische Region LAVgRu in Ubereinstimmung mit den
Aminosaureresten 198 bis 242 codiert. Die monoklonalen Antikérper, welche durch die Hybridomzelliini-
en p25-2 und p25-3 produziert werden, haben sich als reaktiv mit den rekombinanten Fusionsproteinen
GAG-1, GAG-2 und GAG-3 erwiesen und der monoklonale von p25-3 ist ebenfalls mit dem syntheti-
schen Peptid 141 reaktiv.

Zur Durchfiihrung des Antikdrperfangtests wurden die Fangreagenzien zuerst auf einen festen Tra-
ger adsorbiert. Die von den Hybridomzellinien p25-2 und p25-3 abgeleitete Ascites-Flussigkeit wurde
1:5000 mit 25 mM Tris-Puffer, pH 8,5, verdiinnt und 200 ul wurden in die Locher von Mikrolochplatten
gegegeben. Die Locher wurden verschlossen und wahrend etwa 16 Std. bei 4°C inkubiert. Die Losung
wurde aus den Lochern durch Absaugen entfernt, bevor eine Blockierungslosung aus 0,3% Blotto in
PBS zugegeben wurde. Die Blockierung wurde wahrend 15 Min. bei Zimmertemperatur durchgetihrt. Die
Blockierungslésung wurde abgesaugt und die Proben wurden zugegeben. 200 Mikroliter lysierte Zell-
suspension und 5,0 ul des Nachweiskonjugates, hergestellt wie oben beschrieben, wurden in jedes Loch
gegeben. Die Lochstreifen oder -platten wurden 2 Std. bei 37°C inkubiert, wonach die Suspension abge-
saugt und die Locher viermal mit Puffer (0,05% Tween in 20% PBS) gewaschen wurden. Das Nachweis-
konjugat wurde folgendermassen hergestelit: Die monoklonalen Antikérper p25—6 und p25-7 wurden mit
Meerrettichperoxidase (HRP) in einem Molverhaitnis von 3:1 (Ab: HRP) wahrend 3 Std. unter Verwen-
dung eines Periodat-Oxidationsverfahren konjugiert (Nakane, et al., J. Histochem. Cytochem 22: 1084
(1974)). Die Konjugate wurden 1:1500 in 2,5% (w/v) in entfetteter Trockenmilch, 0,02% Thimerosal und
0,005% Antischaum-A in 20 mM Natriumcitrat verdiinnt. Der Rest des ELISA-Verfahrens wurde wie in
Beispiel | beschrieben durchgefihrt.

Die Resultate des Neutralisierungsaktivitatstests mit den Antikérpern gp110-3, —4, ~5 und -6 sind fol-
gende. Die hdchsten Titer, in welchen zurlickgebliebene Neutralisationsaktivitat nachgewiesen wurde,
waren: gp110-3 = 15 625; gp110—4 = 9 765 625; gp110-5 = 125 und gp110-6 = 625.

Wegen der vorausgesagten genetischen Variierbarkeit der Region, welche durch das Peptid 29 defi-
niert wird, wurde die Fahigkeit des monoklonalen Antikdrper gp110—4 gepriift, andere Isolate von HIV zu
erkennen. Die Immunofluoreszenz-Tests wurden wie oben beschrieben durchgefihrt. Der Antikdrper
gp110-4 liess Antigen in Kulturen von mindestens drei der sechzehn getesteten HIV-Isolate nach.

Der Antikdrper gp110-4 war fahig, Viren zu neutralisieren, welche von einem Schimpansen isoliert
wurden, 15 Wochen nach dem dieser in einem Tierkontroliversuch bei einem AIDS-Impfstofftest mit
LAVgry inokuliert wurde. Der monokionale Antikérper war fahig, die Isolate zu neutralisieren, obschon
das Tier Serum-Antikdrper aufwies, welche den HIV jn vitro neutralisierten und eine netzbare, zerver-
mittelte Immunantwort gegen die HIV-Infektion entwickelt wurde. Dies zeigt einen Mangel des antigeni-
schen Triebes in vivo fiir das Epitop, welches durch den gp110-4-Antikdrper erkannt wird.
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Beispiel HlI

Neutralisation der HIV-
und Anti-p25

Dieses Beispiel beschreibt die Neutralisation der HIV-Infektidsitat unter Verwendung von monoklo-
nalen Antikdrpern, welche sich an gp110 und Peptide innerhalb von gp110 binden in Kombination mit mono-
klonalen Antikérpern, welche sich an p25 und Peptid innerhalb von p25 binden, welche allein nur eine
Kleine oder keine neutralisierende Wirkung aufweisen. Die Resultate zeigen an, dass die monokionalen
Antikdrper gp110-2 in Kombination von entweder p25-6 oder p25-7 besonders hohe Niveaus von neu-
tralisierender Aktivitat aufweisen. Die Hybridomzellinien p25-6 und p25-7 wurden durch die oben be-
schriebenen Verfahren gebildet, jedoch mit Anderungen, welche die Verwendung von inaktiviertem, zer-
trimmertem Virus oder eines gereinigten rekombinanten gag-Fusionsproteins, das in E._coli exprimiert
wurde, als Immunogen umfassen und die resultierenden monoklonalen Antikdrper beziiglich Spezifitat
und Reaktivitat unter Verwendung der rekombinanten Fusionsproteine, die vorlaufig als GAG-1, GAG—
2 und GAG-3 und den synthetischen Peptiden 15, 88, 150, 137 und 148 charakterisiert wurden. Die syn-
thetischen Peptide werden durch die LAVgru codiert, welche wie folgt, den Aminosaureresten ent-
spricht. Peptid 15, Aminoséurereste 329 bis 350; Peptid 88, Aminoséurereste 325 bis 350; Peptid 150,
Aminoséurereste 318 bis 363; Peptid 147, Aminoséurereste 278 bis 319; und Peptid 148, Aminosaurere-
ste 290 bis 319. Die durch die Hybridomzellinien p25-6 und p25-7 produzierten monoklonalen Antikdrper
sind mit dem rekombinanten Fusionsprotein GAG-3 reaktiv, p25-6 ist reaktiv mit den synthetischen Pep-
tiden 147 und 148 und p25-7 ist mit den synthetischen Peptiden 15, 88 und 150 reakiv. :

Die Neutralisationstests wurden wie oben beschrieben durchgefithrt mit der Ausnahme, dass wenn
Cocktails verwendet wurden, die individuellen monoklonalen Antikérper zuerst 1:5 mit Kulturmedium ver-
diinnt und dann in gleichem Verhéltnis gemischt wurden, um eine finale Konzentration von 1:10 zu erhal-
ten. Der Rest des Test wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Die monoklonalen Antikérper gp110-2, p25~6 und p25—7 zeigen weniger als 50% neutralisierende Akti-
vitat, wenn sie allein verwendet werden. Bei der Verwendung in einem Cocktail, welches die monoklona-
len Antikorper gp110—2 mit p25-6 und gp110-2 mit p25-7 in einer 1:10-Verdiinnung enthielt, wurde eine to-
tale Neutralisation festgestellt. Ein Cocktail, welches die monoklonalen Antikdrper p25-6 in Kombination
mit p25-7 umfasste, ergab eine neutralisierende Aktivitat von 60 bis 90%.

Beispiel IV

Immunopotenz des Peptides 29 und der Homologen

Die Fahigkeit des Peptides 29 und der homologen Peptide, einschliessiich Peptid 177, eine Immunant-
wort gegen HIV zu stimulieren, wurden an zwei Mausestdmmen gepriift. Die Verfahren fir die Herstel-
lung der Peptidimmunogene der Arbeitsvorschriften fiir die Immunisierung und fir die Charakterisie-
rung der gebildeten Immunantwort sind nachstehend im einzelnen angefihrt.

Das Peptid 29 wurde durch Konjugation mit einem gereinigtem Thyroglobulin fiir die Immunisierung vor-
bereitet. Das thyroglobulin kann mit N-Succidinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat
(SMCC) fur die Konjugation deriviert sein, gemass dem Verfahren, welches in der US-A 4 629 783,
Spalte 10, Zeilen 28-51, beschrieben ist. Als zweites Immunogen wurde Thyroglobulin folgendermassen
mit Glutaraldehyd deriviert. Schweine-Thyroglobulin, 27 mg, wurde in 1 mi 0,1 M Natriumbicarbonat aufge-
Iost, zu welchem 8,3 | 25% Glutaraldehydlésung tropfenweise zugegeben wurde und die Mischung wurde
iiber Nacht bei Zimmertemperatur geriihrt. 1 ml des Natriumcarbonat-bicarbonatpuffer (pH 9,3) wurde
zur Lésung gegeben und dann wahrend 8 Std. gegen 2 | des gleichen Puffers bei 4°C dialysiert, wobei
das Dialysat nach 4 Std. vollstandig ersetzt wurde. Das Peptid 29 wurde dann zum derivierten Thyroglo-
bulin in etwa 100 molarem Uberschuss zugegeben und die Mischung wurde bei Zimmertemperatur dber
Nacht geriihrt. Nicht umgesetztes Glutaraldehyd wurde mit 200 pl 0,2 M Lysinidsung blockiert und die
Mischung wahrend mehreren Stunden (oder {ber Nacht) bei Zimmertemperatur geriihrt. Das Peptid-Thy-
roglobulinkonjugat wurde dann erschépfend gegen PBS bei 4°C dialysiert.

Zwei Mausestamme (C57 schwarz und BALB/c) wurden mit Peptiden, welche nach allen Konjugatsme-
thoden hergestellt wurden, inokuliert. Samtliche Tiere waren zur Zeit der Inokulation etwa 2-4 Wochen
alt. Die Inokulationswege umfassten die Pfoten, die Schwanzskarifikation oder erfolgten subkutan, in-
tranasal oder intraperitoneal. Das Inokulum bestand aus 25 pg konjugiertem Peptid, welches in 0,5 ml
volistandigem Freund-Adjuvans bestand, wobei die Verstarkungsinokulationen nach den Wochen 2, 3
und 5 durch das gleiche Immunogen, welches in unvolistédndigem Freunds-Adjuvans aufgeldst war, wie-
derholt wurden. Es wurden Serumproben von einzeinen Méusen genommen, vor der Immunisierung, 4
Tage nach der Verstérkungsimmunisierung, nach 3 Wochen und 4 Tage nach der finalen Verstarkung
nach 5 Wochen. Die Serumproben wurden auf Antikérper gegen homologe Peptide oder das gesamte Vi-
rus durch Screening in ELISAs analysiert. Die Seren, welche eine Antikdrperaktivitét gegen LAV zeig-
ten, wurden einem weiteren Screening auf neutralisierende Aktivitat unterworfen, gefolgt durch Analy-

22

»




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

CH 675 728 A5

sieren des Gens durch Immunoblots gegen zertrimmertes LAV-Antigen und Radioimmunoprazipitations-
test mit radiomarkiertem gp110.

Die Resultate der immunisierungen zeigten, dass Méuse, welche mit dem Peptid 29 immunisiert waren,
Antikérper entwickelten, welche mit dem Peptid 29 und dem zertrGmmerten LAV-1-Virus geméass ELISA
reaktiv waren. Die Konjugation des Peptides 29 mit Glutaraldehyd rief im allgemeinen hohere Antikorper-
titer gegen das Peptid 29 in BALB/c-Méusen hervor, obschon die Konjugation mit Maleinimid erfolgreich
Anti-Peptid 29-Antikdrper in einigen BALB/c-Mausen hervorrief. Mause, welche mit dem Peptid 177 im-
munisiert waren, entwickelten Antikdrper gegen das Peptid und die Konjugation des Peptides 177 mit
Glutaraldehyd war besser fiir die Hervorrufung einer Immunantwort. Die C57-Mause zeigten eine gros-
sere Reaktion auf Immunostimulation mit dem Peptid 177, als die BALB/cMause. Méause, welche mit dem
LAV-2-Peptid 110-2-2 immunisiert waren, entwickelten Antikérper gegen 110-2-2 und LAV-2-Virus, wie
durch ELISA gezeigt wurde. Die Peptide 110-2-2, welche mit Glutaraldehyd konjugiert waren, zeigten Im-
munogenitét, sowohl in den C57- als auch in den BALB/c-M&usen, obschon die Titer gegen die 110-2-2-
Peptide bei BALB/c im allgemeinen héher, als bei C57-Mausen waren, wiahrend die Titer gegen das LAV-
2.Virus bei den C57-Mausen héher waren, als bei den BALB/ ¢c-Méusen.

Im allgemeinen sind Serumproben von immunisierten Mausen, welche (i) Antikbrper gegen das gesam-
te Virus zeigten, (ii) fahig, das HIV zu neutralisieren, wie dies in den Tests im Beispiel Il beschrieben ist
und (jii) sind in ELISAs reakiiv mit dem Peptid 29, was kumulativ die Wirksamkeit der Verwendung des
Peptides 29 in einer Impfstoffformulierung angibt.

Beispiel V
Immunoaffinitatstrennung von gp110 unter Verwendung von monoklonalen Antik6rpern

Monoklonale Antikérper gegen gpi110-Antigen von HIV kénnen bei Immunoaffinitatstrennverfahren
verwendet werden, um bakteriell exprimierte, rekombinante Fusionsproteine wesentlich zu reinigen.
Wenn das exprimierte Protein durch das Bakterium ausgeschieden wird, kann das Protein aus dem Kul-
turliberstand isoliert werden; wenn das Protein nicht ausgeschieden wird, kann eine Zertrimmerung der
bakterielien Zellen erforderlich sein.

Die Konstruktion des Plasmides pENV-5 (ATCC Nr. 53 074) ist beschrieben in der parallelen US-Pa-
tentanmeldung Serial number 721 237, auf welche hier ausdriicklich Bezug genommen wird. Das Plasmid
pENV-S codiert den Hauptteil des Carboxy-Terminus von gp110 und einen Teil des Amino-Terminus von
gp41 von LAV, welcher in den trp-Expressionvektor insertiert ist. E. coli €600, welche durch diesen
Vektor transformiert wird, exprimiert, sekretiert jedoch das gp110-Fusionsprotein nicht.

Das E. coli C600, welches das Plasmid pENV-5 enthdlt, wird in einem Medium, das Tryptophan enthéit
(20 pg/ml) und Ampicillin (100 pg/mi) Uber Nacht bei 37°C unter Luftzufuhr geziichtet. Die Ubernacht-
Kulturen werden dann 1:100 in frischem minimalem Medium inokuliert, welches Ampicillin (100 pg/ml), je-
doch kein Tryptophan enthielt. Diese Kulturen werden Beliiftung wéhrend 2 bis 3 Std. geziichtet (bis zu
einer frihen logarithmischen Phase), bei 37°C. Der Induktor 3-B-Indol-acrylséure (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO), wird bis zu einer finalen Konzentration von 20 pg/ml aus frisch gemachten Vorréten von
20 mg/mi in 95 % Ethanol zugegeben. Die induzierten Kulturen werden dann bei 37°C unter Bellftung
wahrend 4 bis 5 Std. geziichtet und dann deletisiert und gegebenenfalls eingefroren. Die Proteinausbeu-
ten von pENV-5 sind typischerweise kleiner als 1 mgi/l.

Die pelletisierten Bakterienzellen werden unter Verwendung von P-RIPA-Puffer ( PBS, enthaltend
1% Triton X-100, 1% Desoxycholat, 0,1% Natriumdodecylsulfat und 1% Aprotinin ) lysiert, wobei die E. co-
li-Zellen lysiert werden. Die Suspension kann beschalit werden, um die DNA und die RNA voneinander
zu trennen und anschliessend kann durch Zentrifugation das partikelfsrmige Material entfernt werden.
Ein Verdinnungs- oder Konzentrationsschritt kann erforderlich sein, um die Proteinkonzentration zu
standardisieren.

Der monokionale Antikérper HIV-gp110-1 wird zuerst von Ascites-Flissigkeit oder Zellkutturiiber-
standen bei Zimmertemperatur oder in der Kélte mit (NH4)2804 oder Na2SO4-Losungen, die bei pH 7, 3
auf eine finale Sattigung von 33 bzw. 18% geséttigt sind, ausgefallt. Die ausgefallten Proteine werden
durch Zentrifugation entfernt und wiederum in PBS aufgeldst und ein zweites Mal mit 33% (NH4)2S04
oder 12 bis 15% NazSO4 ausgefilit. Dieser Schritt kann nétigenfalls wiederholt werden. Die durch Zen-
trifugation erhaltene Pastille wird wiederum in PBS aufgeldst und die {iberschiissigen Salze werden
durch Gelfiltration, durch eine Entsalzungsmatrix oder durch erschopfende Dialyse gegen PBS entfernt.

Der gereinigte monoklonale Antikérper 110-1 kann dann an Cyanbromid-aktivierte Sepharose gekop-
pelt werden. Der erforderliche Anteil Gel wird in 10-3 M HCl-Losung auf einem Glasfilter gequollen (1 g
gefriergetrocknetes Material ergibt ein finales Gelvolumen von ungefahr 3,5 ml) und wéhrend 15 Min.
mit der gleichen Losung gewaschen und der Antikdrper wird unmittelbar danach zugegeben. Im allgemei-
nen erfolgt die Kupplungsreaktion am wirksamsten in einem pH-Bereich von 8-10, es kann aber, falls es
die Antikdrperstabilitat erfordert, ein tieferer pH verwendet werden. Der Antikbrper sollte in PBS oder
in einem Carbonat/Bicarbonat- oder einem Boratpuffer mit 150 mM NaCl von hoher lonenstérke aufge-
lost werden. Die aktivierte Sepharose und die Antikdrpersuspension wird dann massig wéhrend 2 bis 4
Std. bei Zimmertemperatur oder {iber Nacht bei 4°C geriihrt und dann auf einem Probenglas-Frittenfilter
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mit dem Kupplungspuffer gewaschen. Samtliche verbleibenden aktiven Gruppen werden durch Behand-
lung mit 1,0 M Ethanolamin bei pH 8 wahrend 2 Std. blockiert. Das Antikérper-Sepharoseendprodukt
wird dann abwechslungsweise vier- bis fiinfmal mit einer Pufferldsung mit einem hohen und niederen pH-
Wert gewaschen (Boratpuffer, 0,1 M, pH 8,5, 1M NaCl und Acetatpuffer 0,1 M, pH 4,0, 1 M NaCl). Die-
ses Waschen entfernt Spuren von nicht kovalent adsorbierten Materialien. Die fertigestellte Immunoaf-
finitts-Trennungsmatrix wird unterhalb von 8°C in Gegenwart eines zweckméssigen Bakteriostatikums,
wie 0,01% Azid aufbewahrt.

Die Zugabe der Suspension des exprimierten Proteins zur Immunoaffinitatstrennungsmatrix fiihrt zur
selektiven Entfernung des gp110-Antigens. Die Mischung kann 2 bis 24 Std. miteinander reagieren, vor-
zugsweise 12 bis 18 Std. unter schwachem Rithren oder Schaukeln. Es kann ebentalls ein Saulenformat
verwendet werden, worin die Immunoaffinitatsmatrix in die Saule gegossen, equilibriert und die Losung
des exprimierten Proteins langsam in die Saule gegeben wird. Nachdem die Proteinsuspension zugege-
ben wurde, solite der Durchfiuss gestoppt werden, um eine maximale immunkomplexbildung zu ermdgli-
chen.

Ungebundenes Material wird durch erschdpfendes Waschen mit Adsorptionspuffer ausgewaschen
oder abgetrennt. Ein grober Glasfrittenfilter mit Vakuum oder der Saulendurchfluss kann dazu verwen-
det werden. Das gebundene Material wird dann eluiert, wobei Pufferlésungen mit niederem und hohem
pH-Wert (Acetatpuffer, pH 4,0 oder Boratpuffer, pH 8,56) oder ein chaotropes Mittel verwendet wer-
den.

Beispiel VI
Immunoaffinitatsreinigung von rekombinantem gp110 aus einem Saugetierexpressionssystem

Die erfindungsgeméssen monoklonalen Antikérper finden Verwendung bei der Immunoaffinitétsreini-
gung von rekombinantem Fusions-gp110, welches durch Saugetierzellen exprimiert wird. Die Saugetier-
zellen sind mit einem rekombinanten Vaccinia infisziert (Mackett et al.,_J. Virol. 49: 857 (1984)), welches
Sequenzen enthilt, welche mindestens einen Teil von gp110, welches antigenisch ist und neutralisierende
Antikdrper hervorruft, codiert.

Der rekombinante Vaccinia ist geméass dem Verfahren, welches in der US-Patentanmeldung Serial
number 842 984 beschrieben ist, konstruiert worden. Kurz gesagt werden dabei Sequenzen, die das
Hillglykoprotein von HIV codieren in einem Plasmid-Vektor (pGS20) stromabwérts vom Vacciniatrans-
kriptions-Kontrollelement insertiert. Dieses chimére Gen wird durch Sequenzen flankiert, welche das vi-
rale Thymidinkinase (TK)-Gen codieren.

Chimare Plasmidvekioren, welche den Vaccinia-Viruspromotoer aufweisen, welcher an das LAV-
Hiligen gebunden ist, werden verwendet, um den E. coli-Stamm MC1000 umzuformen. Die Insertion der
chimaren LAV-env-Sequenzen in das Vaccinia-Virusgenom wurde in_vivo durch Rekombination erzielt,
was durch die Tatsache ermdglicht wurde, dass die chimaren Gene in den Plasmiden pv-env5 durch
Vaccinia-Virussequenzen flankiert sind, welche das TK-Gen codieren. Dieses Plasmid wird dann in die
Zellen eingefithrt, welche vorher mit dem Wildtyp des Vaccinia-Virus infiziert worden sind und die Re-
kombination konnte zwischen den TK-Sequenzen auf dem Plasmid und den homologen Sequenzen im vira-
len Vacciniagenom ablaufen, wobei das chimére Gen insertiert wurde. Leberzellen des afrikanischen
grinen Affen (Stamm BSC-40, eine Linie, welche von BSC-1-Zellen abgeleitet wurden, ATCC Nr.
CCL26) wurden im Expressionssystem als Wirt verwendet.

Zusammenfliessende BSC-40-Zellen werden durch eine Vielzahl von Infektionen von 10 rekombinan-
ten Vaccinia-Viren infisziert. Die Infektion wurden wihrend 12 Std. fortschreiten gelassen, wonach die
Zellen geerntet, einmal mit PES gewaschen und durch Zentrifugation gesammelt wurden. Die Zellpastilien
wurden in Lysenpuffer wiederum suspendiert (1,0% NP 40, 2,5% Natriumdesoxycholat, 0,1 M NaCl, 0,01
M M Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA) und das Lysat wurde dann durch Zentrifugation gekiért. Die Immu-
noaffinitatsreinigung des exprimierten rekombinanten Fusionsproteins wird wie oben fir das bakterielle
Expressionssystem beschrieben durchgefiihrt, wobei der monoklonale Antkérper gp110~1 verwendet
wird. .Die durch dieses Expressionssystem produzierten Proteine gleichen dem natiirlich produzierten
HIV-gp110 mehr, da das Verfahren und die Glykosilierung durch Séugetierzellen erfolgte.

Beispiel VI
Hemmung der HIV-Infektion durch blockierende Peptide

Die Wirksamkeit von blockierenden Peptiden bei der Hemmung von Gewebekulturzellen durch den
LAVgryu-Stamm des HIV wurde studiert, wobei eine modifizierte Arbeitsvorschrift fiir die Auswahl des
Peptides T verwendet wurde, wie sie durch Pert et al,, supra, publiziert wurde. Die bevorzugten HIV-
Hemmungstests umfassen die Kombination von gleichen Volumen von blockierenden Peptiden und CEM-
Zellen (2,5 x 105) im Medium (RPMI, 10% FCS und 2 mg/ml Polybren) und die Inkubation wiahrend 45 Min.
bei 37°C. Das Virus wird dann in verschiedenen Dosen (10, 50, 500 TCID 50) zugesetzt und die Mi-
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schung wéhrend 14 Tagen bei 37°C inkubiert, wonach der Uberstand auf eine Virus-Antigen-Produktion
(z.B. die Anzahl p25) getestet wurde.

Die Wiederinkubation der CEM-Zellen mit den-Peptiden vor der Zugabe des Virus in die Kulturen er-
hahten den Hemmungseffekt in den Tests. Die Hemmung erwies sich als abhéngig von der Virusdosis,
was die starke Aktivitat bei niederen und mittleren Dosen, jedoch die geringere Aktivitat bei hchsten
Virusdosen zeigt.

Es wurde etwa 60 bis 90% -Hemmung der Virus-Antigen-Produktion bei niederen Virusdosis-Experi-
menten mit dem Peptid T erzielt. Zusatzliche Experimente mit den Peptiden X-XV, typischerweise mit ei-
nem amidierten COOH-Terminus und einem acetylierten NHz-Terminus zeigten &hnliche Resultate, wéh-
rend das Peptid X! Uiber einen breiten Dosisbereich besonders wirksam war. Die neutralisierenden Anti-
kérper kdnnen entweder wihrend der Preinkubationsperiode oder zur Zeit der Viruszugabe zugegeben
werden, um eine zusétzliche oder synergistische Hemmung der viralen Antigenproduktion zu erreichen.

Aus dem vorhergehenden ist ersichtlich, dass die erfindungsgeméssen monoklonalen Antikérper und
Peptide, einschliesslich der Blockierungspeptide verbesserte Verfahren fir die Neutralisierung
und/oder Hemmung von HIV-Infektionen erméglichen. Dies erlaubt, dass leichter prophylaktische und
therapeutische Zusammensetzungen entwickelt werden kénnen, welche wirkungsvoll gegen Infektionen
eingesetzt werden konnen, die durch die meisten, wenn nicht durch alle HIV-Stamme verursacht wer-
den. Zusatzlich finden die neuen Materialien Anwendung in diagnostischen Tests und anderen wohibe-
kannten Verfahren.

Obschon die vorliegende Erfindung im einzelnen durch Erlauterungen und Beispiele zum Zwecke des
kiaren Verstindnisses beschrieben ist, ist es offensichtlich, dass gewisse Anderungen und Modifika-
tionen innerhalb des Geltungsbereiches der beiliegenden Anspriiche durchgefithrt werden kdnnen.

Hinterlequngsdaten fiir die Mikroorganismen

Die folgenden Mikroorganismen, welche einen Teil der vorliegenden Erfindung darstellen, wurden bei
der American Type Culture Collection, 12 301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20 852, USA, hinter-
legt. Die Daten, welche die Hinterlegungen betreffend sind folgende:

Wissenschaftl. Beschreibung Ref. des Hinterlegers  Ref. ATCC Hinterlegungsdatum
Mausehybridom (balb ¢/NS-1) Hiv-gp 1101 HB 9175 15. August 1986
M&usehybridom (balb ¢/NS-1) HIV-gp 110-2 HB 8176 15. August 1986
Méausehybridom (balb ¢/NS-1) HIV-gp 110-3 HB 9177 15. August 1986
Méausehybridom (balb ¢/NS-1) HIV-gp 110-6 HB 9404 _ 30. April 1987
Mausehybridom (balb ¢/NS-1) HiV-gp 1104 HB 9405 30. April 1987
Mausehybridom (balb ¢/NS-1) HIV-gp 110-56 HB 9406 30. April 1987
Mausehybridom (balb ¢/NS-1) - HIV-p 25-2 HB 9407 30. April 1987
Mausehybridom (balb ¢/NS-1) HIV-p 25-3 HB 9408 30. April 1987
Mausehybridom (balb ¢/NS-1) HIV-p 256 HB 9409 30. April 1987
Méausehybridom (balb c/NS-1) HIV-p 25-7 HB 9410 30. April 1987

Die Hybrodome HB 9175, HB 9176 und HB 9177 wurden getestet und am 26. August 1986 als lebensta-
hig befunden. Die restlichen Hybridome wurden getestet und am 4. Mai 1987 als lebensfahig befunden.

Patentanspriiche

1. Zusammensetzung fir die Verwendung bei der Behandlung von HIV-Infektionen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass sie eine therapeutisch wirksame Dosis mindestens eines monoklonalen Antikérpers, wel-
cher fahig ist, spezifisch mit einem oder mehreren Epitopen des HIV zu reagieren und einen pharmazeu-
tisch annehmbaren Trager enthalt.

2, Zusammensetzung geméss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Epitope in den env- oder
gag-Regionen des HIV-Genoms codiert werden.

3. Zusammensetzung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Epitope in den HIV-Pro-
teinen gp110 oder p25 lokalisiert sind.

4. Zusammensetzung gemass einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusétzlich
eines oder mehrere blockierende Peptide, welche fahig sind, die HIV-Infektiésitat zu verringern
und/oder monoklonale Antikérper, welche mit den Epitopen der genannten Peptide reaktiv sind, enthalt.

5. Zusammensetzung geméass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusétzlich eine Mi-
schung von monoklonalen Antikérpern enthalt, welche mit verschiedenen Homologen der genannten Se-
quenz der blockierenden Peptide reaktiv sind.
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6. Zusammensetzung geméass Anspruch. 1, dadurch gekennzeichnet, dass der monokionale Antikérper
mit mindestens einem Epitop von LAVeru p25-Aminosauresequenz 278 bis 319 und/oder Homologen da-
von reaktiv ist und ein zweiter Antikérper mit mindestens einem Epitop in der LAVBRu p25-Aminoséure-
sequenz 315 bis 363 und/oder Homologen davon, reakiiv ist.

7. Zusammensetzung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der monokionale Antikorper
mit mindestens einem Epitop von HIV reakiv ist und ein zweiter Antikérper mit mindestens einem Epitop

von HIV gp110 reaktiv ist.
8. Zusammensetzung gemiass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das p25-Epitop in der

fe

LAVaru-Aminoséuresequenz 278 bis 319 oder 315 bis 363 oder in Homologen von den genannten Se- ¥

quenzen lokalisiert ist.

9. Zusammensetzung gemass Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das gp110-Epitop in der
LLAVgRy-Aminosauresequenz 308 bis 328 oder Homologen davon lokalisiert ist.

10. Zusammensetzung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie weiter einen monoklona-
len Antikérper enthélt, welcher fahig ist, mit einem blockierenden Peptid von HIV zu reagieren.

11. Zusammensetzung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie die nachstehenden Kom-
ponenten a) und b) enthalt:

a) mindestens einen monoklonalen Antikérper, welcher mit einem Epitop von HIV reaktiv ist und

b) blockierendes Peptid, welches mindestens fiinf nebeneinanderliegende Aminoséauren der folgenden

HIV-gp110-Aminoséuresequenzen oder Homologen davon enthélt:

IX (173)
Y—Ala—Ser-Thr—Thr—Thr—Asn—Tyr—Thr—Y’; oder

Xv (191)
Y¥-Ala-Val-Phe-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Y¥°,

worin Y und Y, falls vorhanden, je eine AminosAuresequenz von bis zu 20 Aminos&uren darstellen.
12. Zusammensetzung gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie die nachstehenden
Komponenten a) und b) enthalt:
a) einen monoklonalen Antikérper, welcher spezifisch fiir ein Epitop des HIV ist und
b) ein Peptid, enthaltend mindestens eine der folgenden Aminosduresequenzen oder Homologen da-
von:

XI (187)
¥Y-Thr-Thr-Ser-Tyr-Thr-¥~; oder

XIT (188)
Y¥-Thr-Asp-Asn-Tyr-Thr-Y; oder

XIIT (189)
Y-Asn-Thf—Ser—Tyr-Gly—Y’; oder

XIV (190)
Y-Asp-Thr-Asn-Tyr-Ser-Y’;,

worin Y und Y, falls vorhanden, je eine Aminos&uresequenz von bis zu 20 Aminosauren darstellen.

13. Zusammensetzung gemass Anspruch 10, worin das genannte blockierende Peptid mindestens eine
antigenische Determinante definiert, welche féhig ist, Antikdrper in einem Wirt hervorzurufen, wobei die
genannten hervorgerufenen Antikérper protektiv gegen HIV-Infektionen sind.

14. Monoklonale Antikdrper entsprechend den monoklonalen Antikérpern in Zusammensetzungen ge-
mass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie fahig sind, spezifisch mit einem Epitop des HIV zu
reagieren.

15. Monoklonale Antikérper geméss Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Epitop im Hull-
glykoprotein gp110 des HIV lokalisiert ist. :

16. Monoklonale Antikdrper geméass Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das genannte Epi-
top die HIV-gp110-Aminoséuresequenz von 301 bis 336 oder 308 bis 328 oder Homologe der genannten
Sequenzen umfasst.

s
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17. Monoklonale Antikérper gemass Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Epitop in HIV
p25 lokalisiert ist.

18. Monoklonaler Antikdrper geméss Anspruch 14, welcher fahig ist, spezifisch mit einer antigeni-
schen Determinante des HIV zu reagieren, wobei der monoklonale Antikdrper die Bindung eines Antikor-
pers blockiert, welcher durch die Zellinien mit den ATCC-Nrm. HB 9175, HB 9176, HB 9177, HB 9405, HB
9406, HB 9404, HB 9409 oder HB 9410 produziert wird.

19. Peptid von Epitopen des HIV, welches mit monokionalen Antikorpern gemass Anspruch 14 spezi-
fisch reagiert, dadurch gekennzeichnet, dass es mindestens fiinf aneinandergrenzende Aminoséauren
der folgenden HIV-gp110-Aminoséuresequenzen oder Homologen davon enthélt:

II (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.

20. Peptid geméss Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die aneinandergrenzenden Aminoséu-
ren mindestens eine antigenische Determinante bilden, welche fahig ist, Antikdrper hervorzurufen,
nach der Immunisierung eines Wirts, wobei die genannten Antikdrper protektiv gegen HIV-infektionen
sind.

21. Peptid gemass Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass es eine der folgenden HiV-gp110-
Aminoséuren oder Homologe davon enthéli:

I (29)
Y<Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-Ile-Gln-Arg-Gly-Pro-
Gly-Arg—Ala-Phe-Val—Thr-Ile—Gly—Lys-Ile—Y',

. v (177)
Y-Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Tyr-Ile-Gly-Pro-Gly-Arg-
Ala-Phe-His~Thr-Thr-Gly-Arg-Ile-Gly-A', oder

. VIII (110-2-2)
Y—Lys—Thr;Val-Lys-Ile—Nor—Leu-Nor—Ser—Gly—His-Val-
Phe-His-Ser-His-Tyr-Gln-Pro-Y',

worin Y und Y’, wenn vorhanden, je eine Aminoséuresequenz von bis zu 20 Aminoséuren umfassen.

22. Peptid gemass Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass Y und/oder Y’ einen Aminos&urerest
von Glycin, Tyrosin, Cystein, Lysin, Glutaminséure oder Asparagin bedeuten.

23. Nukleinsauresequenz, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Nukleinséuresegment von ungefahr
150 Nukleotiden oder weniger enthélt, welches ein Peptid von Epitopen des HIV codiert, mit welchen ein
monoklonaler Antikérper geméss Anspruch 14 spezifisch reagiert.

24. Nukleinsauresequenz gemass Anspruch 23, welche die Peptide der Anspriiche 19 oder 22 codiert.

25. Nukleinsauresequenz geméass Anspruch 23, welche zusétzlich ein blockierendes Peptid des HIV
codiert.

26. Nukleinsauresequenz geméass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass das Peptid minde-
stens funf Aminoséuren der LAVeRru-gp110-Aminosauren 301 bis 336 oder LAVeRu-p25-Aminosaurese-
quenzen 278 bis 319 oder 315 bis 363 und der Homologen der Sequenzen enthait.

27. Probeplaite fir die Verwendung bei diagnostischen Hybridisierungsversuchen, dadurch gekenn-
zeichent, dass sie mindestens zwei Nukleinsduresequenzen gemass Anspruch 23 enthlt, welche die
Peptide geméss der folgenden Tabelle | codieren:
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TABELLE I

HXB2 HO6?0>>Q>OOO>50>>0>w6>0>>0>bwv>m>...............Wﬂoomeweo

O%mawhvhmwhowmswm:bm:ﬂ?uwﬂab%mwnm...............Hpmbhmem
BH102 -~ e m BeY—m—m e m—m
BHE e LYS—m————————— e m
HXB3 - LyS———m—————m— e mm—
HIM  cmmmeme e e — BRY e e e e
BRU —crmmmm e e e BEY —m— e e e
MAL  ——mmmmm—— Gly-————mmm— ArgGly————m————m—m———— HisPhe
ELI ——=Ala————--— TyrGln-——————-- Gln——————=——=— ———————— ThrPro—-—-—
ARV2 e e e Ser—~——m—m— e —————— Tyr——-
WMJ2 ——mm—mm————m Tyr—————— Val---ArgSer———————w=—————- LeuSer---—
RPENV — e e e e e e e - 1 Tttt L el ThrLys
726 @ ———m———————— TyrLys—————==—--— GlnSer-———=———————————— ThrPro---
23 e GlySerAspLysLysIle-—-—-————=———————— GlnSer—--
NY5 e e Lys---Gly-——--—=—=————m—m - Ala---
CDC42 - His-—————m————— ValThrLeU. .o eeeeeooenass
LAV2 ———————————— Gly---Lys—---Val---Gln---—-—--——=——————-— MetLeu

0 4 2 & & 8 3 g 2

50

309
309
309
309
309
314
314
310
312
306
322
311
306
304
320
302
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HXB2

Z3
NY5
CDC42
LAV2

FORTS. TABELLE I

CAGAGA.........GGACCAGGGAGAGCATTTGTTACAATAGGAAAAATAGGAAATATG
OHD>H@.........oHmmﬂompwwumwwmmsm<mperHHHmmpmb%mHmewmwm:zmﬁ
e e e Gln---LeuTyr---Thr---IleVal---AspIle
GlyLeu--——————=-——~ ...GlnSerLeuTyrThr---Arg---IleValSerArgSer
e e e e e His---Thr---Arg---IleGlyAsp
e e e e ————— e Arg---ArgGlu...---IleGlyIle
e e e e e <mwHpmewwwwmerﬂzllmablleHmmH<>m©
GlyLeu——————=————= —...GlnAlaLeuTyrThr---Arg---ArgThrLysIlelle
Arglle—-—————————mm———— LysVal---TyrAlaLys---Gly............
GlyPro—m————m——m—— ThrLeuTyrAlaArgGlu--—-—-—~—--— AspIle
e s et e et e e e e ————— ValTrpTyr---Thr---Glu---LeuGlyAsn
MetSer—————m——m———— HisVal---HisSerHisTyrGlnProlle---Lys
= 2 & & 8 3 e Q?

50

326
326
326
326
326
331
329
323
327
320

337

327
319
320
335
323
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HXB2 ...AGA...CAAGCACATTGT
...Arg...GlnAlaHisCys 331

BH102 ———mmm——mtm 331
BHE  —-mm———mmmmmmm e 331
HXB3 ——m—mme———memm——mm 331
HIM  —mmmmmmmmem e 331
BRU  ——mmm——mmmmmmmmm 336
MAL, ————————- Arg---Tyr--- 334
ELI IlelleGly—~——==-——===——= 330
ARV2 Ile-—-LyS...———=——==—— 333
WMJ2 Ile-————————m———————- 326
RFENV Ile—-—-LyS...,==—=—=—== 343
zZ6 Gly...———==————m————m 334
73 IleThrGly—————===——== 326
NY5  —mmmmmmmmmm e 325
CDC42 Ile——m—mmmmmmm e 341
LAV2Z ArgProlArg--—-—--- Met--- 330

28. Impfstoff gegen eine HIV-Infektion, dadurch gekennzeichnet, dass er eine immunologisch wirksa-

‘me Dosis eines oder mehrerer Peptide mit weniger als 50 Aminos&uren, welche die Epitope von gp110

und/oder P25 umfassen, mit denen monoklonale Antikérper gemass Anspruch 14 spezifisch reagieren,
enthélt, wobei die genannten Peptide in Mischung mit einem physiologisch annehmbaren Tréger vorlie-
gen.

29. Impfstoff gemass Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass er zusétzlich eine Sequenz von
finf Aminos&uren eines blockierenden Peptides enthalt.

30. Immortalisierte Zellinien zur Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers nach Anspruch 14, wel-
cher fahig ist, mit einer antigenischen Determinante eines Huillglykoproteins, welche in einem Epitop des
HIV enthalten ist, zu reagieren.

31. Die Zellinien HIV-gp110-1 mit der ATCC-Nr. HB 9175, HIV-gp110-2 mit der ATCC-Nr. HB 9176,
HIV-gp110-3 mit der ATCC-Nr. HB 9177, HIV-gp110-4 mit der ATCC-Nr. HB 8405, HIV-gp110-5 mit der
ATCC-Nr. HB 9406, HIV-gp110-6 mit der ATCC-Nr. HB 9404, HIV-p25-6 mit der ATCC-Nr. HB 9409
und HIV-p25-7 mit der ATCC-Nr. HB 9410 als immortalisierte Zellinien geméss Anspruch 30.

32. Monoklonaler Antikdrper gemiss Anspruch 14, hergestellt durch eine Zellinie geméss Anspruch
31. .
33. Verfahren zur Bildung von Zellinien geméss Anspruch 30, welche Antikdrper produzieren, die mit
antigenischen Determinanten des HIV-gp110 reaktiv sind, dadurch gekennzeichnet, dass einem Wirt
eine immunogene Menge eines Antigen-Préparates verabreicht wird, welches an HIV-Proteinen ange-
reichert ist, der immunisierte Wirt auf die Produktion von Antikdrpern, welche mit gp110-Antigen-Deter-
minanten reaktiv sind, gepriift wird, die antikérper-produzierenden Zellen des Wirts gewonnen werden
und die gewonnenen Zellen immortalisiert werden, aus den immortalisierten Zellen diejenigen, welche HIV-
gp110 produzieren ausgewihit werden und die immortalisierten Zellen zur Herstellung der Zellinien ge-
klont werden.

34. Verfahren gemiss Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass die HIV-Proteine rekombinante
Fusionsproteine sind, welche durch einen eukaryontischen oder bakteriellen Wirt exprimiert werden
oder dass die HIV-Proteine von einem Extrakt oder Lysat von HIV extrahiert werden.

35. Verfahren filr die Diagnose der Gegenwart von HIV in einer biologischen Probe, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein monoklonaler Antikdrper geméss Anspruch 14, welcher fahig ist, mit HIV-gp110 zu
reagieren, mit einer biologischen Probe inkubiert wird und die Gegenwart des Immunkomplexes, welcher
mit dem monoklonalen Antikérper und der antigenischen Determinante der biologischen Probe gebildet
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wird, nachgewiesen wird und daraus die Gegenwart oder die Abwesenheit von HIV in der Probe bestimmt
wird.

36. Verfahren gemass Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, dass der monoklonale Antikorper fa-
hig ist, mit einem Epitop oder einem blockierenden Peptid von gp110 zu reagieren.

37. Verfahren fiir die Diagnose der Gegenwart von Antikbrpern gegen das HIV in einer biologischen
Probe, dadurch gekennzeichnet, dass ein Peptid geméss Anspruch 19 eines Epitops von HIV-gp110 oder
p25 mit der biologischen Probe inkubiert wird und die Gegenwart des Immunkomplexes, welcher zwischen
dem Peptid und den Antikdrpern gebildet wird, in der mit dem Peptid reaktiven Probe nachgewiesen wird
und daraus die Gegenwart oder die Abwesenheit von HIV in der Probe bestimmt wird.

38. Verfahren fiir die Diagnose der Gegenwart von HIV in einer biologischen Probe, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine Nukleinsiuresequenz gemass Anspruch 23, welche mindestens einen Teil eines Epi-
tops von HIV codiert, mit Nukieinsaure in der biologischen Probe unter hybridisierenden Bedingungen
inkubiert wird und die Gegenwart des Hybridkomplexes, welcher zwischen dem Nukleinsauresegment
und der Nukleinsaure in der Probe gebildet wird, nachgewiesen wird und daraus die Gegenwart oder Ab-
wesenheit von HIV in der Probe bestimmt wird.

39. Verfahren zur Bestimmung eines HIV-Stammes in einer biologischen Probe, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die biologische Probe mit einem Peptid geméss Anspruch 19 eines Epitops von HIV inku-
biert wird und die Gegenwart des Immunkomplexes zwischen dem Peptid und dem Antikdrper in der Probe
nachgewiesen wird und daraus der Stamm des HIV bestimmt wird.
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