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Antigének és szintetikus peptidhordozék konjugatumai

és ezeket tartaimazé vakcinak

KIVONAT

A taldlmany targyat gyengén immunogén antigének-
nek, azaz peptideknek, fehérjéknek és poliszachari-
doknak a human hsp65 hésokkfehérjébdl szarmazd T-
sejt-epitopot tartalmazoé szintetikus peptidhordozoéval
vagy annak analogjaval képezett konjugatumai és eze-
ket tartalmazo vakcindk képezik. Az emlitett peptid
vagy analdg képes lényegesen fokozni a gyengén im-

A leiras terjedelme 34 oldal (ezen beliil 19 lap dbra)

munogén antigén immunogenitasat. A talalmany sze-
rinti, kiillonosen alkalmas peptid a Pep278h, amely a
lamint a Pepll, amely a human hsp65 437-448-as po-
zicidinak felel meg, de amelyben a 442-es és 447-es
pozicioban levé két ciszteincsoportot szerincsoport he-
lyettesiti.
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A talalmany targyat T-sejt-epitopokat tartalmazd, szin-
tetikus peptidhordozdkon alapuld, fokozott immunoge-
nitassal rendelkez6 konjugatumok, valamint az emlitett
konjugatumokat tartalmaz6, immunizalasra alkalmas
vakcindk képezik.

Az antitestvalaszokat két f6 csoportba osztottik, a
T-sejt-igényiik alapjan. A T-sejt dependens (T-dep) an-
tigénekre adott primer humoralis immunvalaszt a B- és
T-sejtek aktivalodasa és proliferacidja jellemzi, ami
egyrészt a plazmasejtek és immunglobulinszekréci6 dif-
ferencidlodasahoz, masrészt germindlis centrumok és
immunologiai memoria kialakulasdhoz vezet. Az anti-
génnel valo Gjrastimuldlas utan ezek a memoriasejtek
jatsszdk a fGszerepet a szekunder immunvélaszban.
A T-dep antigénekre adott szekunder valasz f6 jellem-
zGi az antitesttermel8dés gyorsasaga, a valasznak a pri-
mer valaszhoz viszonyitott nagyobb mérete, és az
immunglobulin osztalyvaltas az IgM és IgG kozott.

Van azonban egy kisszami antigén, amely képes a
B-sejteket a T-sejtek segitsége nélkiil aktivalni, ezeket
nevezzitk T-sejtektdl fiiggetlen (T-ind) antigéneknek.
Ezek kozé tartoznak tobbek kozott a bakteridlis kap-
szuléris poliszacharidok, mint példdul a Streptococcus
pneumoniae kapszularis poliszacharidja, a polimerizalt
Salmonella flagellin, a poli-D-aminosavak és az Esche-
richia coli lipopoliszacharid. A T-ind antigének jellem-
z6 modon nagy molekulasulyuak, ismétlédo struktira-
kat tartalmaznak, és a legtobb esetben lassan bomlanak
le. Hosszu ideig megmaradnak specializalt makrofagok
felszinén, és nagy aviditassal képesek antigénspecifikus
B-sejtekhez kapcsolddni a komplementer immunglobu-
linreceptorokhoz, amelyekkel keresztkdtést hoznak 1ét-
re, valo multivalens kapcsolodasuk révén. Elég magas
koncentracidban megvan az a képességiik, hogy polil-
klonalisan aktivaljak a B-sejt-készletnek egy jelentds ré-
szét, azaz anélkiil, hogy a felszini receptor hipervaria-
Altalaban a T-ind antigének féleg IgM-valaszokat indu-
kalnak, egérben valamennyi IgG3-valaszt, €s viszony-
lag gyenge, vagy semmi memoriavalaszt.

A kapszulazott baktériumok, azaz példaul a Haemo-
philus influenza b tipus, a Streptococcus pneumoniae, a
Neisseria meningitis, B csoportba tartozé Strepto-
coccusok és az Escherichia coli K1 tipus sulyos invaziv
megbetegedéseket okoz az emberekben, kiilondsen gye-
rekekben és meggyengilt immunrendszerrel rendelke-
206 egyedekben. A plazma antipoliszacharid antitestek-
ré] kimutattak, hogy védGhatdsuk van a legtobb emli-
tett patogén altal okozott invaziv megbetegedésekkel
szemben, és tisztitott kapszularis poliszacharidokat
(CPS) tartalmaz6 vakcindkat fejlesztettek ki, hogy a
kockazatnak kitett egyedekben ilyen antitesteket indu-
kaljanak. A poliszacharidok azonban gyenge antigének
a gyerekekben, és ez a vakcinaként val6 alkalmazasu-
kat jelent&sen gatolja. A gyenge immunogenitasrol ugy
gondoljak, hogy az a T-ind antigének csoportjdhoz vald
tartozas kovetkezménye.

Avery és Goebel felfedezését [Avery, O. T. and
Goebel, W. F., J. Exp. Med., 50, 533-550 (1929)],
azaz hogy a poliszacharidok hordozéfehérjékhez valo
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kapcsolodésa fokozza az immunogenitast, Gjabban hu-
man hasznélatra szant vakcinak készitésében alkalmaz-
zdk. Mind emberekben, mind ragcsalokban ezek a
konjugdtumok 0gy viselkednek, mint T-dep antigének,
az immunoldgiai memdria indukcidja révén. Vannak
hasonlésdgok a konjugatum poliszacharid vakcinak és
a fehérjehordozo-haptén rendszerek kozott. Tehat a
CPS-konjugatumok képesek gyerekekben CPS-antites-
tek védBszintjét indukalni, mig a CPS egyediil erre nem
képes. Lehetséges, hogy a konjugatumoknak a tiszta
poliszacharidokhoz viszonyitott sokkal jobb immunge-
nitidsa a hordozospecifikus T-sejtek segitségének ko-
szénhetd, amint azt a hordozoé-haptén rendszerekben
ragesaloknal igazoltak.

A legtibb esetben a T-ind antigéneket nagy immu-
nogén fehérjékhez, mint példaul tetanusztoxoidhoz, ko-
leratoxinhoz vagy diftériatoxoidhoz kapcsoljak. Mind-
azonaltal a nagy molekulasalyd, serkent6 és szupp-
ressziv T-sejt-epitopokat hordozé molekuldkra adott
immunologiai véalaszok nem nagyon lathatok elére. Ki-
mutattak, hogy egy hordozofehérjéhez kapcesolt haptén
altal adott antitestvalasz is gatolhato, ha a befogadot
el6z6leg a modositatlan fehérjével immunizaltak. Ezt a
jelenséget hordozé indukalta epitopszuppresszionak ne-
vezik, és (jabban kimutattdk, hogy szdmos haptén-fe-
hérje konjugatumnal eléfordul. Mivel nagyszamii, eré-
sen fert6z6 organizmus elleni hatékonyabb konjugatum-
vakcina kifejlesztése még mindig fontos, ezért eréfeszi-
téseket tesznek annak érdekében, hogy jobb hordozo-
molekuldkat talaljanak, amelyek szolgaltatjak a sziiksé-
ges T-sejt-epitopokat. Az univerzalisan immunogén T-
sejt-epitopok, amelyek élesen jellemzett immunologiai
jellemzdkkel rendelkezé specifikus peptidek formaja-
ban hatarozhatok meg, az ilyen alternativ molekulak-
nak egy 0j generacidjat jelenthetik. Az immunrendszer
altal jol felismert fehérjék megfeleld forrasat lehetnek
az ezt a célt szolgalod peptideknek.

Szamos kilénb6z6, mind egymassal szoros rokon-
sagban lev6, mind filogenetikailag egymastol tavol allo
fehérjével végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy a T-
sejtek tobbsége néhany immundomindns epitépra ira-
nyul, és egy kisebb rész reagal més, szubdominans de-
terminansokkal. A determinanshasznositdsnak ilyen, a
T-sejtek altal alkalmazott hierarchidja kiilonboz6 fakto-
rok kombinéci6jabol szarmazhat, amely lehet az elérhe-
t6 MHC-molekulakhoz valé megkiilonboztetett affini-
tas, a T-sejt-repertoar diverzitdsa, az MHC-ko6tGhelye-
kért folytatott belsG versengés, €s a processzaldsban
valé finom kiilonbségek.

Egyre tobb informaci6 gydlik Gssze arrdl, hogy a
hésokkfehérjék (hsp) csaladjaba tartozd fehérjék sza-
mos patogén esetében a f6 antigének [Young, D. et al.,
Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA, 85, 4267-4270 (1988)]. A hsp fehérjéket elészor
annak alapjan irték le, illetve annak alapjan nevezték el
késébb, hogy a hdmérséklet hirtelen emelésének kitett
sejtek termelik. A hsp fehérjék kozé kiilonb6z6 moleku-
latomegli fehérjék tartoznak, azaz példaul 20 kD,
60 kD, 65-68 kD, 70 kD, 90 kD, 110 kD, és egyéb mo-
lekulatdmegi fehérjék. Az most mar vilagos, hogy a
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hsp fehérjék szamos kiilonbozé komyezeti artalomnak
kitett sejtekben indukalodnak, beleértve az oxidativ ka-
rositast, a tdpanyagmegvonast és az intracellularis
patogénekkel valo fertézést. A hsp-valasz lehetGve te-
szi a sejt szamara, hogy egyébként elnytelen korillmé-
nyek kozott is taléljen. Jollehet a cellularis stressz fo-
kozza a hsp fehérjék szintézisét, szamos hsp fehérje
konstitutiven is expresszalodik és 1ényeges szerepet jat-
szik a normalis sejtfunkciokban. A hsp-valasz meg-
talalhaté mind a prokaridtdk, mind az eukaridtak ko-
zott, és a hsp fehérjék a legjobban konzervéalodott mole-
kuldk kozé tartoznak. A tobb mint egymilliard éves
evolucios fejédés ellenére a humén és a mikobakterialis
hsp65 molekulak példaul aminosavsorrendjiiket tekint-
ve kdriilbeliil 50%-ban azonosak. Ez a kémiai konzerva-
16das szamos teljes vagy majdnem teljes aminosavszek-
venciara kiterjed. Ennek kovetkeztében minden szerve-
zet sziikségszerlien immunologiai keresztreakciot ad
sejtes fert6z6 agens hsp65 molekuldja részben része, il-
letve részben nem része barmely, immunrendszerrel
rendelkezé gazdaszervezetnek. Ezen okokbdl a hsp65
és mas hsp fehérjék megjosolhatdoan gyenge immuno-
gének. Ezzel éppen ellentétben a bizonyitékok azt su-
galljak, hogy a hsp fehérjék a legdominansabb immu-
nogének kozé tartoznak.

A hsp65, amely a hsp csaladba tartozé fehérjék
egyik jellemz0 tagja, dominans antigénnek tekinthetd,
mivel szdmos kiilonb6z6 baktérium altal okozott fertd-
zés vagy immunizaci6 indukal a hsp65 molekulara spe-
cifikus antitesteket és T-sejteket [Young, D. et al., Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences, USA,
85, 42674270 (1988)]. A Mycobacterium tuberculo-
sisszal immunizalt egerekben a baktériumra reagdld
osszes T-sejt 20%-a a hsp65-re specifikus. Erdekes mo-
don azokat a T-sejteket, amelyek reagélnak a hsp65 fe-
hérjével, normalis egészséges emberekben is azonosi-
tottak, akiknek semmilyen betegségre utald klinikai tii-
netiik nincs [Munk, M. E. et al., Eur. J. Immunol., 18,
1835-1838 (1988)]. Szintetikus peptidek alkalmazasa-
val Lamb és munkatarsai [Lamb, J. R. et al., EMBO Jo-
urnal, 6, 1245-1249 (1987)}], valamint Munk és munka-
tarsai [Munk, M.E. et al., Eur. J. Immunol., 18,
1835-1838 (1988)] kimutattak, hogy a T-sejtek vala-
szolnak a mikobakteridlis és a human hsp65 kozos
epitdpjaira; ez formalisan igazolta, a normal egyedek-
ben eléfordulé hsp6S sajat epitopjai ellen léteznek T-
sejtek.

Ennek az immundominancidnak a kovetkezmé-
nyeképpen nem megleps, hogy a hsp65 molekula latha-
toan részt vesz az autoimmunolégiai folyamatokban.
A hsp65 elleni immunitas autoimmun diabéteszt okoz-
hat egerekben, és kapcsolhatd esetleg a patkanyokban
és emberekben el6forduld autoimmun artritiszhez is
{Elias, D. et al., Proceedings of the National Academy
of Sciences, USA, 87, 15761580 (1990); Pearson,
C.M., Arthritis Rheum., 7, 80—86 (1964)]. Ennek kovet-
keztében a hsp65 elleni immunitas kapcsolodik az
autoimmun betegségekhez, de kapcsolodik az egészsé-
ges allapotokhoz is.
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Egy fert6zés soran mind a patogén, mind a gazda-
szervezet jelentGsen fokozza a hsp fehérjék szintézisét,
hogy védekezzen a masik altal okozott stresszhatasok-
kal szemben. A B-sejteknek az autoantigénekre adott
valaszaval analég modon el lehet képzelni, hogy a sajat
hsp-vel reagald T-sejtek, mint azok a sejtek, amelyek
specifikusan felismerik a hsp65-6t, elényds szerepet
jatszhatnak a gyulladasos folyamatok elnyomésaban, a
stresszhatds alatt 4116 sejtek eltavolitasdval. Lehetséges
azonban, hogy autoimmun betegségek léphetnek fel, ha
ez a vélasz nincs megfelelképpen szabalyozva. Cohen
és Young azt javasoljak, hogy az egészséges egyedek-
ben a ,természetes immunitds” folényben van, amit
egy olyan immunrendszer biztosit, amely egy sorozat,
korlatozott szamu ellendrzott sajat antigén elleni, erd-
sen szabalyozott és ellenfrzott immunhalézaton alapul
[Cohen, I. R. and Young, D. B., Immunol. Today, 12,
105-110 (1991)]. A hsp65 molekulardl azt allitjak,
hogy azon antigének egyike, amelyekre egy ilyen er6-
sen szervezett immunvalasz létezik a természetben
[Elias, D. et al., Proceedings of the National Academy
of Sciences, USA, 87, 1576—1580 (1990)].

Cox és munkatarsai kimutattak, hogy a Mycobac-
terium tuberculosis 65 kDa fehérje 65—85 peptidjénck
dimerje nem érinti a fehérjének azt a tulajdonsagat,
hogy a T-sejt proliferacidjat indukélja [Cox et al., Eur.
J. Immunol., 18, 2015-2019 (1988)], de fokozza az an-
titest termelGdését, és azt mondjak, hogy a heterolog
peptideknek és a mikobakterialis 65-84 szekvencia
N-terminalisdnak kombindcidja altalaban hasznalhat6
a peptidvakcindk potencirozasira. Lussow és munka-
tarsai [Lussow A. R. et al.,, Immunol. Letters, 25,
255-263 (1990)], valamint Barrios és munkatarsai
[Barrios, C. et al., Jur. J. Immunol., 22, 1365-1372
(1992)] kimutattak, hogy a Mycobacterium bovis
hsp65 és hsp70 fehérjéje hordozémolekulaként miikod-
het egerekben az antihaptén molekulak indukcidjaban.
Emellett szamos T-sejt-epitopot azonositottak a Myco-
bacterium bovis hsp65 fehérjén, ¢€s a teljes feheérjérol ki-
mutattdk, hogy immunogén szdmos kiilonbozé egér-
torzsben, amelyek az MHC haplotipusban térnek el
egymastol [Brett, S. J. et al,, Eur. J. Immunol., 19,
1303-1310 (1989)].

FeltételezhetS, hogy a hsp65 fehérjén (mind a gazda-
szervezet, mind a parazita fehérjéje) talalhatdo T-sejt-
epitdpok koziil néhany immundominanciat mutat, és ké-
pes immunolégiai memoria indukcidjara, mig masok
nem mutatnak kivételezett immunoldgiai felismerést, il-
letve nem jatszanak szerepet az autoimmunitds induk-
ci6jaban. Ezek kozott a funkcionalis T-sejt-epitopok ko-
zotti killonbségtétel univerzalisan immunogén peptidek
azonositdsahoz vezethet, amelyek biztonsagos, megha-
tarozott és potencialis alternativai lehetnek a T-ind anti-
gének hordozémolekuldinak.

Az EP 262 710 szam\ eurdpai szabadalmi leirasban
és az 5,154,923 szami amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi leirdsban a Mycobacterium bovis BCG
64 kD polipeptid 171-240 és 172-192 pozicidinak
megfelel olyan aminosavszekvencidkat irnak le, ame-
lyek jol hasznalhatok immunogénekként az autoimmun
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artritisz és hasonl6 autoimmun betegségek elleni rezisz-
tencia indukalasaban.

A WO 90/10449 szamG PCT kozrebocsatasi iratban
egy olyan, p277 jelii peptidet irnak le, amelynek amino-
savszekvencidja megfelel a human hsp65 molekula
437-460-as pozicidinak, amely jol hasznalhaté immu-
nogénként az inzulindependens diabétesz mellitusz
(IDDM) elleni rezisztencia indukalédsaban. Egy
p278 jeli kontrollpeptid, amely megfelel a humén
hsp65 458—474-es pozicidinak, nem indukalt IDDM el-
leni rezisztenciat.

Lussow és munkatarsai kimutattak, hogy ha az ege-
reket €16 Mycobacterium tuberculosis var. bovis (BCG)
vakcinaval oltottak be és tisztitott fehérjeszarmazékkal
(PPD) konjugalt ismétl6d6 szintetikus malaria szinteti-
kus peptiddel (NANP) 40 immunizaltak, akkor ez az
antipeptid IgG-antitestek hosszan tartd, magas titerét
eredményezte [Lussow A. R. et al., Immunol. Letters,
25, 255-263 (1990)]. A késGbbiekben Lussow és mun-
katarsai kimutattdk, hogy a 65 kDa méretli (GroEL
tipus) és a 70 kDa méretl {DnaK tipus] mikobakterialis
hdsokkfehérjék (hsp) hordozémolekulakként mikodtek
olyan egerekben, amelyeket elzéleg Mycobacterium
tuberculosis var bovisszal (Calmette—Guerin-bacillus,
BCG) oltottak be azzal a céllal, hogy az ismétl6d6 szin-
tetikus malériapeptid (NANP) 40 elleni IgG magas szin-
t és hosszan tarto titerét indukaljak. Az antipeptid anti-
testek akkor indukaldodtak, amikor a mikobakterialis
hsp-vel konjugalt malariapeptidet adtdk be mindenféle
adjuvans nélkiil.

Barrios és munkatarsai kimutattak, hogy a 70 kDa
méretli hsp fehérjével konjugélt peptidekkel vagy oligo-
szacharidokkal immunizalt egerek magas titerrel termel-
tek IgG-antitesteket barmely elézetes, BCG-vel valo be-
oltas nélkiil is [Barrios, C. et al., Eur. J. Immunol., 22,
1365—1372 (1992)]. Az antipeptid antitestvilasz leg-
alabb egy évig megmaradt. A 70 kDa méretii hsp-nek ez
az adjuvansmentes hordoz6 hatésa T-sejt-fliggetlen, mi-
vel sem antipeptid, sem anti-70 kDa IgG-antitestek nem
indukalodtak atimuszos nu/nu egerekben. Ha az egere-
ket kordbban 65 kDa vagy 70 kDa méretd hsp-vel immu-
nizaltdk, annak nem volt negativ hatisa az anti-peptid
IgG-antitestek indukcidjara hsp-peptid konjugatumok-
kal adjuvansok tavollétében valé immunizécié utén.
Emellett, a 65 kDa hsp-vel val6 elimmunizaci6 helyet-
tesitheti a BCG-t, ezzel hatékony el8oltast lehet biztosi-
tani az anti-NANP-antitestek indukcidjahoz. Végezetiil,
mind a 65 kDa, mind a 70 kDa méretii hsp hordozémole-
kulaként mlikodott a meningokokkalis oligoszacharidok
elleni IgG-antitestek indukcidjaban, adjuvansok tavollét-
ében, sugallva ezzel, hogy a hsp fehérjék hordozoként
valé hasznélata konjugalt konstrukcidkban antipeptid és
antioligoszacharid antitestek indukcidjdban értékes le-
het olyan 10j vakcindk tervezésében, amelyeket végeze-
tiil emberekben lehet hasznalni.

Az eléz6kben emlitett referenciak kozill egyikben
sem irnak le gyengén immunogén molekuldkhoz konju-
gélt specifikus T-sejt-epitopokat.

A talalmany egyik targyét gyengén immunogén anti-
gén és human hsp65-bdl, vagy annak analogjabol szér-
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maz6 T-sejt-epitdpbol allo szintetikus peptid hordozé-
konjugéatuma képezi, ahol is az emlitett peptid vagy ana-
16g képes lényegesen fokozni a gyengén immunogén
antigén immunogenitsat.

Az eml8s, beleértve a human és egér hsp65 moleku-
14t gyakran ,,hsp60” névvel illetik mas szerzék, mivel a
hsp60 éltalanos csaladhoz tartoznak. Ebben a specifika-
cidban, akar humén, akar egér hsp65-r6l van sz6, eze-
ket a molekulékat a ,,hsp60” jelzéshez tartozénak tart-
juk, illetve barmely mas olyan specifikiciohoz, ame-
lyet a szakirodalomban ezeknek a molekuldknak adtak.

Barmely, a human hsp65-b6l szarmazoé T-sejt-epi-
top eredetil peptid vagy annak analdgja, amely képes 1é-
nyegesen fokozni a gyengén immunogén antigén immu-
nogenitasat, hasznalhato a jelen taldlméanyban.

A talalmany szerinti elényds peptid, amelyet a to-
vabbiakban Pep278h vagy 278h jelzéssel emlitiink,
megfelel a huméan hsp65 molekula 458—474 pozici6i-
nak, szekvenciaja pedig az alabbi:

458 474

NEDQKIGIEIIKRTLKL

A Pep278h elony0s analogjai azok a Pep278m vagy
278m jeld peptidek, amelyekben a Pep278h
T471 csoportjat A471 helyettesiti, illetve a Pep278mt
vagy 278mt jeld peptidek, amelyeknek a szekvencidja
az alabbi:

EGDEATGANIVKVALEA.

Mas, a talalmany szerinti T-sejt-epitop, amely a hu-
man hsp65 molekuldbol szarmazik, és a tovabbiakban
Peptid II vagy Pepll néven emlitjiik, megfelel a human
442-es és 447-es pozicidban levé két ciszteinmole-
kulat szerinnel helyettesitettiik, szekvencidja pedig az
alabbi:

437 448

VLGGGSALLRSI

A gyengén immunogén antigénmolekula lehet egy
peptid, egy polipeptid vagy egy fehérje, példaul a HIV-
virusbol vagy malariaantigénbdl, vagy egy bakterialis
poliszacharidb6l szarmaz6 peptid, mint példdul a Haemo-
philus influenzae b tipusbol, a Streptococcus pneumo-
niae-bdl, a Neisseria meningitisbdl, a B csoportba tarto-
z6 Streptococcusokbdl, Escherichia coli K1-bdl, Salmo-
nellakbol, mint példaul a Salmonella typhib6l szarmazo
kapszularis poliszacharidok.

A hordozopeptid kovalens kotéssel kapcsolodik a
gyengén immunogén antigénmolekulédhoz, akér kozvet-
leniil, akar egy karon keresztiil.

A talalmény targyai tovabba a taldlmany szerinti
konjugatumot, vagy az antigén és a megfelelé peptid-
hordoz6 keverékét tartalmazé vakcindk.

Az alabbiakban roviden ismertetjik a csatolt 4b-
rakat.

Az 1-1a. abran lathato az egerekben csak a Vi altal
indukalt szérum anti-Vi-antitest-valasz, 12 és 24 nap-
pal az elsé immunizalas utan, és 12 nappal a masodik
immunizalas utén, 1:50 szérumhigitasnal (1), illetve
1:500 szérumhigitasnal (1a.).

A 2a—f. abrén lathat6 az egerekben csak a Vi altal,
illetve a Vi—Pepll, Vi—Pep278h és Vi—Pep348h Vi-
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konjugatumok altal indukalt szérum anti-Vi-antitest-
valasz, [(a) 2,5 pg, (d-f) 0,25 pg Vi injektalva egerek-
ként), 12 (a és d), illetve 24 (b és e) nappal az elsé im-
munizilas utdn, és 12 nappal a masodik immunizalas
utan (¢ és f)].

A 3a., 3ab., 3b. és 3bb. dbrin lithaté a Vi-fehér-
je/peptid konjugatumok (3a. és 3b.) és a Vi éltal egye-
diil (3ab. és 3bb indukalt anti-Vi-antitest-termelés kine-
tikaja [(3a. és 3ab. dbra) 2,5 pg, (3b. és 3bb. abra)
0,25 pg Vi injektalva egerekként], 12, illetve 24 nap-
pal az elsé immunizalas utan, és 12 nappal a masodik
immunizalas utan.

A 4a-b. abran lithaté a csak Vi-vel, illetve
Vi—Pepll és Vi—Pep278h konjugatummal immunizalt
egerekben kivaltott anti-Vi-antitestek specifitisa. Az
antitesteket ELISA-lemezeken hatarozzuk meg, ame-
lyeket 2,5 pg (4a. abra) vagy 1,25 pg (4b. dbra) Vi-vel
boritjuk lyukanként.

Az 5a-b. abran a csak Vi-vel vagy a Vi—Pep278h
konjugitummal egerekben kivaltott anti-Vi-antitestek
izotipusjellemzése lathatd. 5a. abra — anti-Vi IgM izo-
tipusvalasz a Vi-re és a Vi—Pep278h-ra; 5b. dbra —
anti-Vi IgG izotipusvalasz Vi-re és Vi-278h-ra.

A 6a—b. abran a csak Vi-vel, illetve Vi—Pepll és
Vi-Pep278h konjugatummal immunizélt egerekben ki-
valtott anti-Vi-antitest-termelés idGbeni lefutdsa latha-
to, 1:100 szérumhigitas (6a. bra) és 1:1000 szérumhi-
gitas (6b. dbra) mellett.

A 7aa., 7ab., 7ba., 7bb., 7ca. és 7cb. dbran az adju-
vansnak és az immunizilas modjanak a (7aa., a 7ba. €s
7Tca. abra) szubkutan (sc.) vagy (7ab., 7bb. és 7cb. dbra)
intramuszkularisan (im) egerekbe injekciozott Vi—Pepll
altal indukalt anti-Vi-antitest-termel6désre gyakorolt ha-
tasa lathato, 12 (7aa. és 7ab. dbra) és 24 (7ba. és 7bb.
4bra) nappal az els6 immunizalds utdn, és 12 nappal a
masodik immunizalas utan (7ca. és 7cb. abra).

A 8a—c. abran egerekben Vi—Pepll konjugatummal
vagy szabad Pepll és Vi keverékével indukalt anti-Vi-
antitest-termel3dés lathato, 12 (8a. dbra) és 24 (8b.
dbra) nappal az elsé immunizalds utdn, és 12 nappal
(8c. abra) a masodik immunizalas utan.

A 9. dbran a hordoz6 priming hatdsa lathaté az anti-
Vi-antitest-termelédésre egerekben, amelyeket konju-
gélt Vi-Pepll-vel immunizaltunk, az immunizélas el6tt
14 nappal el6immunizdlva szabad Pepll-vel IFA-ban
(bal), illetve eldimmunizalas nélkiil (jobb).

A 10a-d. 4bran az ugyanabban az egérben indukalt
anti-Vi-immunvalasz lathatd Vi-Pep277(S) (A anti-
gén), Vi—Pep278h (B antigén, miutdn az egereket
Vi—Pep277(S)-sel injekcidztuk), csak Vi (C antigén,
miutin az egereket Vi—Pep277(S)-sel és Vi—Pep278h-
val (D antigén) anyagokkal szemben 1:50 szérumhigi-
tas (10a. és 10b. 4bra) és 1:1000 (10c. és 10d. &bra) szé-
rumhigitis mellett, 12 nappal az elsé (10a. és 10c. dbra)
és 12 nappal a masodik (10b. és 10d. abra) immuniza-
las utan.

A 1la-f. 4bran a csak Vi-vel (11b. abra), illetve a
Vi-Pepll-vel (11c. 4bra), Vi—Pep278h-val (11d. abra),
Vi—Pepll*-gal (11c. abra) és a Vi-PCRP77-83-mal
(11f. 4bra) boritott ELISA-lemezek felismerésének szii-
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révizsgéalata lathato referencia anti-Vi-szérummal
(Burro 260) (11a. abra).

A 12a—e. abran a kiilonboz6 egértérzseknek a Vi-re
és Vi-konjugitumokra adott immunvélasza lithaté
(12a. 4bra): a BALB/c egerek immunvalasza a Vi-re,
Vi-278h-ra, Vi—-278m-re, Vi—278mt-re, Vi—SRes-re,
Vi—348-ra és Vi-277(S)-re; 12b. dbra: a BALB/k ege-
rek immunvélasza a Vi-re, Vi-278h-ra, Vi-278m-re,
Vi-278mt-re, Vi-SRes-re, Vi—-348-ra és Vi-277(S)-
re; 12c. dbra: a BALB/b egerek immunvélasza a 12b.
abra ugyanezen antigénjeire; a Vi-re, Vi-278h-ra,
Vi-278m-re, Vi—278mt-re, Vi—SRes-re; 12d. é4bra:
NOD egerek immunvalasza a Vi-re, Vi-278h-ra,
Vi-278m-te, Vi—278mt-re, Vi—SRes-re, Vi—348-1a és
Vi-277(S)-re; 12e. dbra: NON.NOD egerek immunva-
lasza Vi-re, Vi—278h-ra és Vi—278mt-re.

A 13a-c. 4bran az IFA-ban emulgealt Vi—-278h
konjugatummal, Vi és IFA keverékével, valamint
IFA/PBS-sel immunizalt egerek széruménak IgG izoti-
puseloszlasa lathato.

A 14, 4bran egerek immunvalasza lathatd Vi-frag-
mentekre, illetve Vi-fragment—278h konjugatumra.

A 15. 4brén a Vi, illetve Vi-278h, Vi-278m,
Vi—278mt és Vi-SerRes konjugatumok egerekben valo
immunogenitéasa lathato.

A 16. 4bran az egerekben kapott immunvélasz l4tha-
t6 csak FEPK polipeptiddel valé immunizélds utan, il-
letve 278h és 348h peptidekkel valo konjugalas utan.

A taldlmany szerinti elényos konjugatumokat ugy
alakitjuk ki, hogy a Pep278h vagy Pepll molekulakat
kovalens kétéssel egy bakterialis poliszacharidhoz kot-
jiik, példaul a CPS Vi-hez vagy a Salmonella typhihez,
amelyet a tovabbiakban Vi-nek neveziink, és amely a
C3 pozicioban kilonboz8képpen O-acetilezett poli-
(1-4)-GalNac lineéris homopolimere, amint az az 1. 4b-
rén lathatd. Egyeiil a Vi, csakigy, mint mas CPS-ek,
nem fejt ki erdsitd valaszt eml&sokben, sem allatokban
sem az emberben, ha Ujrainjekciozzuk, de immunoge-
nitasa fokozédik, ha egy, a taldlmany szerinti konju-
gitum formajéban alkalmazzuk, a human hsp65-bél
szarmaz6 megfelel6 peptidhez, vagy annak analogja-
hoz kapcsoljuk, illetve az ilyen peptid vagy analog ke-
verékéhez. A Vi-peptid konjugatum ujrainjekcidzésa
az anti-Vi-antitestek szintjének novekedését okozza (fo-
kozd hatéas), amit f6leg az IgG izotipus képvisel.

A Pep278h esetében a taldlminy szerinti aktiv
peptideket az jellemzi, hogy erGsen toltottek, azaz erds
elektromos tulajdonsagokkal rendelkeznek (a Pep278h
17 alkoté aminosavja koziil 7 vagy er6sen negativan,
vagy er0sen pozitivan t6ltott), és er8sen hidrofob
(6 aminosavcsoport). A Pep278 peptidet tovibba az jel-
lemzi, hogy egy polaris, negativan toltott N-terminalis
domént tartalmaz, valamint egy polaris, pozitivan tol-
tott C-terminalis domént és egy erdsen hidroféb magot.
Ezeket az 4ltalanos tulajdonsagokat kell megtartani ah-
hoz, hogy megdrizziik a hatékonysagot. Tehat a fenti 4l-
talanos jellemzés alapjan bizonyos aminosavhelyettesi-
tések aktiv peptideket eredményeznek. Még pontosab-
ban, a 6, 8, 10, 11, 15 és 17-es poziciok a Pep278h
peptidlancban (ami megfelel a 463, 465, 467, 468,
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472 és 474-es pozicioknak a human hsp65 molekula-
ban) vagy I, vagy L, vagy egyéb mas hidrof6b aminosa-
vakkal foglalhatok el, amelyek lehetnek természetes
aminosavak, mint példaul a V, M vagy F, illetve nem
természetes aminosavak, mint példdul a norleucin
(Nle) vagy a Norvalin (Nva). A Pep278h lancban az 5,
12, 13 és 16-os poziciok (amelyek megfelelnek a 462,
469, 470 és 473-as pozicidknak a human hsp65 moleku-
laban) elfoglalhatok vagy K, vagy R aminosavakkal,
vagy nem természetes, pozitivan t6ltétt aminosavakkal,
mint példaul ornitinnel (Orn). Az E és D felcserélése is
pozitiv szarmazékot eredményez.

Az ,analdg” szakkifejezés jelentése a talalményi le-
irasban olyan peptidekre vonatkozik, amelyeket helyet-
tesitéssel, delécioval vagy addiciéval kapunk a T-sejt-
az a képességik, hogy képesek jelentGsen fokozni a
gyengén immunogén antigénmolekulak immunogeni-
tasat. Stabil szdrmazékokat példaul ugy kaphatunk,
hogy az eredeti ciszteincsoportokat szerincsoportokkal
helyettesitjiikk, mint példaul a Pepll esetében. Az anal6-
gok, a Pep278h esetében olyan peptidek, amelyekben a
peptidmolekula elektromos tulajdonsdgainak és hidro-
fobicitasanak legalabb 70%-a, elénydsen 90—100%-a
megmarad. Ezeket a peptideket az alabbi leiras alapjan
allithatjuk eld.

A talalmany szerinti peptidek tartalmazhatjik az op-
tikailag aktiv aminosavaknak a D, vagy az L formajat,
illetve néhany aminosav lehet D formaj, mds aminosa-
vak pedig lehetnek L formajaak.

Az ,antigénmolekula immunogenitisanak lényeges
fokozasa” kifejezés alatt értjiik azt is, hogy az emlitett
antigén elleni antitestek szintjét indukaljuk, valamint
az emlitett antitestek koziil f8leg az IgG izotipusuaknak
a bemutatasat értjilk.

A peptidhordozo az antigénmolekulahoz kapcsolod-
hat kozvetleniil, illetve egy karon keresztiil.

A peptid és a Vi kozotti kozvetlen kapcsolatot az 1.
abran mutatjuk be, ahol a konjugatumot a késGbbiek-
ben ismertetett 3-as eljarassal kapjuk.

A kar képlete lehet -O-R-CO- vagy
~NH-R-CO-, igy észter vagy amid jon létre a Vi
karboxilcsoportjaval, és peptidkotés a peptid termi-
nalis aminocsoportjaval; lehet ~O—-R~-NH- vagy
—~NH-R-NH-, igy észter vagy amid jon létre a Vi
karboxilcsoportjaval, és amid jon létre a peptid termina-
lis karboxilcsoportjaval; vagy ~NH-R—-CH,—, amely-
ben R jelentése telitett vagy telitetlen szénhidrogén-
lanc, amely adott esetben lehet helyettesitve, és/vagy
megszakithatja egy vagy tobb aromas gyok, vagy hete-
roatomok, mint példaul az O, S vagy N atom. R jelen-
tése elénydsen egy alifds szénhidrogénlanc, amely
3-16 szénatomot tartalmaz, mint példaul az epszilon-
amino-kapronsavat.

A 2. képletii konjugatum, amelyben Ac jelentése
acetilcsoport, AC jelentése az epszilon-amino-kapron-
sav, Pep jelentése a Pep278 vagy Pepll hordozopeptid,
a szacharidcsoport jelentése pedig a Salmonella typhi
Vi kapszularis poliszacharidjanak egy ismétlddd egysé-
ge, és az 1. reakcidegyenletben leirt harom kiilonbozd,
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1, 2 vagy 4 jell eljarassal allithato el6, amelyeket az
alabbiakban részletesen ismertetiink.

Azokat a konjugatumokat, amelyekben a kar képle-
te -NH-R—-CH,~, az -NH-R-CO- csoportok reduk-
ciojaval kapjuk.

A taldlmany targyat képezik tovabba a talalmany
szerinti konjugatumokat tartalmazo vakcinak. Ezeket a
vakcindkat elényosen szubkutin lehet beadni, humén
és allatgyogyaszati célokra alkalmas hordozokban.

A talalmanyt a tovabbiakban példakkal illusztraljuk.

A példékban az aldbbi anyagokat és modszereket
hasznaljuk.

a. Anyagok: minden hasznalt oldoszer és vegyszer
analitikai mindségii, és az Aldrich, USA cégt6l szerez-
tilkk be, hacsak kiilon nem jelezziik az eltérést.

b. Peptidszintézis: a peptideket szilard fazist szinté-
zissel allitjuk elS, az N-termindlis aminocsoportok
t-Boc védelmét alkalmazva. A 0,5-0,7 meq/g aktiv
klért tartalmazé Merrifield gyantit a Chemalog, N. J.,
USA cégt6l vasaroljuk. A megfelel6 oldallancvédelem-
mel rendelkezd Boc-védett aminosavakat a Baechem,
Ca., USA cégt6l vasaroljuk. Az elsG aminosavnak a
gyantahoz vald kapcsolasat az aminosavak céziumsoéin
keresztiil végezzik. A peptidlanc meghosszabbitasat
manudlisan végezziik, a szilard fazisu eljaras altalanos
elvei alapjan [Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85,
2149-2154 (1963)]. A peptideknek a gyantardl valo le-
hasitasat és az oldallanc-védGcsoportok eltavolitasat a
HF-eljarassal végezzilk. A megszintetizalt peptidek és
analogok szekvencidit az 1. tablazatban foglaljuk 6ssze.

A 278m analég peptid az egér hsp65 458—-474-es
pozicioinak felel meg, a 278mt analég a mikobakte-
ridlis hsp65 431-447-es pozicidjanak felel meg.

Az alabbi kontrollpeptideket is szintetizaltuk: a 277
(S) peptidet, amely a p277 peptid analdgja, és a human
hsp65 437-460-as pozicidinak felel meg (WO
90/10449), amelyben a 342-es és 347-es pozicioban levd
Cys (C) csoportokat Ser (S) csoportokkal helyettesityiik.
A 348h peptidet, amely a human hsp65 449-460-as pozi-
cidinak felel meg; a CRP 77—83-as peptidet, amely a hu-
man C-reaktiv fehérje 77-83-as pozicioinak felel meg,
valamint a SerRes peptidet, amely tengeri siinb6l szar-
mazik.

A 1I, 277(S), SerRes, 278mt és CRP 77-83-as
peptideket a fentiek szerint szintetizaltuk. A 278h, 278m
és 348h peptideket egy automata szintetizatorral allitot-
tuk el (Applied Biosystem model 430A), a gyarto cég
elbirasat alkalmazva a t-butiloxi-karbonil (t—Boc) straté-
giaban.

c. Forditott fazist HPLC: a peptidtermékek végso
tisztitdsat RP18 félpreparativ HPLC-oszlop (Merck,
Darmstadt, Németorszag) felhasznaldsaval végezziik
SP8750 folyadékkromatografias rendszer felhasznalasa-
val, amelyet egy SP8733 valtoztathat hullimhosszasa-
gu detektorral lattunk el, 0,1% trifluor-ecetsavat (TFA)
tartalmazd viz-acetonitril gradiensben. Az elfolyé ol-
datot 220 nm-es UV-elnyelés alapjan ellendrizziik.
A HPLC-minéségi acetonitrilt a Mercktdl vasaroljuk
(Darmstadt, Németorszag). A HPLC-tisztasag pepti-
deket aminosavelemzés alapjan jellemezziik.
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d. Vi: a Citrobacter freundii WR7011-bdl tisztitott
Vi (J.B. Robbins és S. C. Szu ajandéka, National
Institute of Health, Bethesda, Maryland) <1%-ot tartal-

maz fehérjébdl, nukleinsavbol és lipopoliszacharidbol.
A Vi molekulasulyéat 3x103 kDa-ra becsiiljiik.

1. tablazat
A szintetikus peptidek szekvencidja
Szam A peptid credete A peptid neve A peptid szekvencidja
1. Human hsp65 (458—-474) 278h NEDQKIGIEIIKRTLKI
2. hsp65-analog 278m NEDQKIGIEIIKRALKI
3. hsp65-analog 278mt EGDEATGANIVKVALEA
4. Human hsp65 (437-448) pepll VLGGGSALLRSI
5.* 277(S)y** VLGGGSALLRSIPALDSLTPANED
6. Humén hsp65 (449-460) 348h PALDSLTPANED
7. Human C-reaktiv fehérje (77-83) CRP77-83 VGGSEIL
8. Tengeri siin SerRes LRGGGVCGPAGPAGTVCS

* Az 5., 6., 7. és 8-as peptideket hasznaljuk kontrollnak.

** A 277(S) egy stabil analogja a 277-es peptidnek (WO 90/10449), amely megfelel a human hsp65 437-460-as poziciéjanak, amelyben a 442-es és
447-es poziciokban levé cisztein- (C) csoportokat szerin- (S) csoportokkal helyettesitettiik.

€. A Vi és a szintetikus peptidek konjugécioja: a kii-
16nb6z6 konjugacios eljarasokat az 1. reakciésémaban
foglaljuk Gssze

1. eljaras

A Vi és a peptid karon keresztiil valo kapcsolasa (a)

A szilard fazisa szintézis soran a II-es peptidet az N-
terminalisan meghosszabbitjuk, egy aminosavcsoport
hozziadasanal alkalmazott szokésos eljarast hasznalva,
t-Boc-epszilon-amino-kapronsavval (AC), amely kar-
ként miikodik a Vi-peptid konjugatumban. Azonos
mennyiségli Vi-t és 1I-es peptid—AC vegyiiletet oldunk
minimalis mennyiségii kétszer desztillalt vizben (ddv),
majd a pH értékét koriilbeliil 6-ra allitjuk. Két ekviva-
lens (ekv) vizben o0ldodé karbodiimidet [CDI: 1-(3-di-
metil-amino-propil)-3-etil-karbodiimid-hidroklorid]
adunk kétszer, tobboras intervallumban, majd a reak-
cidelegyet éjszakan 4t hagyjuk 4llni (EA). A nyers kon-
jugatumot foszféttal pufferelt séoldattal (PBS) szemben
dializaljuk, majd a peptid sliriségét a Vi-ben, azaz a
peptid és a Vi kozotti kotédést aminosavanalizissel meg-
hatarozzuk (2. tablazat).

A peptidhez kovalens kotéssel kotott Vi mennyisé-
gének értékelését Fourier-transzformacids infravords
(FTIR) spektroszképiaval végezzik.

2. eljaras

Az N-hidroxi-szukcinimiddel aktivalt Vi és a peptid
kapcsolasa egy karon keresztiil

Miel6tt a Peptid II-AC-hez konjugaljuk, a Vi kar-
bonsavfunkcidit aktivaljuk, N-hidroxi-szukcinimiddel
valo reakci6 elvégzésével (Sigma). Egy ekvivalens Vi-t
szuszpendalunk NMP-ben (N-metil-pirrolidon, Riedel
de Haen, Németorszag), vortexeljiik, majd 5 percig
centrifugaljuk egy Eppendorf-centrifugdban. Az iiledé-
ket NMP-ben szuszpendaljuk, majd 5-5 ekvivalens N-
hidroxi-szukcinimidet és vizben old6d6 karbidiimidet
(CDI) adunk hozza, és enyhe kevertetés kozben inku-
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baljuk. Néhany ora elteltével a reakcioelegyet lecentri-
fugaljuk, majd a Vi N-hidroxi-szukcinimid észterét tar-
talmazo feliiliszot 1 ekvivalens Peptid I1-Ac-vel kever-
juk Ossze, pH=7,5-0s vizes oldatban oldva. Néhany
oras inkubalas utan a konjugatumot ddv-vel szemben
dializaljuk, majd a peptid slrliségét aminosavelem-
zéssel hatirozzuk meg (lasd 2. tdblazat).

2. tablazat
Immunogénként hasznalt konjugatumok

. . ., Kapcsolasi Peptid/Vi
Vi-peptid konjugatum cljérés! mo'non:lerz
(moélarany)
Vi-Pep Il 1 1/127
Vi—Pepll* 2 1/400
Vi-Pep 278h 3 1/25
Vi—Pep 348h 3 1722
Vi-Pep CRP77-83 4 1/14
Vi-Pep 277(S) 4 1/10
Vi-Qval 3 1/175
! Az 1-4-es kapcesolasi cljarasokat az Anyagok és modszerek részben
ismertetjiik.

2 A peptidsiiriséget aminosavelemzéssel hatdrozzuk meg.
3 Ova=Ovalbumin.

3. tabldzat
Az egerenként injekciozott konjugalt peptid
mennyisége
a) 0,25 ng konjugalt Vi/egér dozissal végzett immu-
nizalas soran

Vi-peptid konjugatum A peptid egerenként
injekcidzott mennyisége

Vi-Pep 11 0,010 pg

Vi-Pep 278h 0,170 pg
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a) 2,5 pg konjugdlt Vi/egér dozissal végzett immuni-
z4las soran

Vi-peptid konjugatum A peptid egerenként
injekcidzott mennyisége
Vi-Pep II 0,100 pg
Vi-Pep II* 0,030 nug
Vi-Pep 278h 1,000 pg
Vi-Pep 348h 0,600 pg
Vi-Pep CRP77-83 0,510 pg
Vi-Pep 277(S) 2,200 pg
Vi+Pepll (keverék) 2,500 pg
Vi-Ova 2,200 pg
3. eljaras

A Vi és a peptid/fehérje kar nélkili kapcsolasa

Egy ekvivalens Vi-t és egy ekvivalens fehérje/pep-
tidet oldunk minimalis térfogati ddv-ben, majd 12 6ra
hosszat szobahémérsékleten inkubéljuk pH=6 értéken,
2 ekvivalens vizben oldédé CDI jelenlétében (a pep-
tidek konjugalasa esetében) és 60 ekvivalens vizben ol-
dé6do CDI jelenlétében (fehérjék konjugélasa esetében).
A reakcidelegy dializélasa utan a konjugatumban levd
fehérje/peptid slirGséget aminosavelemzéssel hataroz-
zuk meg (2. tablazat).

4. eljaras

A Vi és a peptid kapcsoldsa, a peptidlanc oldatban
egy karral torténé meghosszabbitisa utan (b)

Ahhoz, hogy a t-Boc-epszilon-amino-kapronsav
(t-Boc-AC) karboxilfunkciéjat N-hidroxi-szukcinimid-
del aktivaljuk, 1 mmol t-BOC-AC-t keveriink Ossze
1,15 mmol N-hidroxi-szukcinimiddel minimalis térfoga-
ta dioxdanban (Merck, Nénemtorszag); 1,15 mmol,
dioxdnban oldott N,N’-diciklohexil-karbodiimidet
(DCC) adunk hozza, majd harom éra elteltével a reak-
cidelegyet megszirjiik, és dioxannal mossuk. A kivalasz-
tott peptidbél 0,1 mmolt kis mennyiségli ddv-ben ol-
dunk, majd 0,2 mmol/l KHCO;-mal (Merck) elegyitjiik.
A t-Boc-AC N-hidroxi-szukcinimid észterét, és az elké-
szitett peptidoldatot Gsszekeverjiik, majd 1 dora hosszat
reagaltatjuk, erGs kevertetés kozben. A reakcidelegyet
azutan 10 ml ddv-vel higitjuk, lehitjiik, és 0,5 mol/l kén-
savval megsavanyitjuk. A terméket etil-acetattal extrahal-
juk. A szerves oldatot ddv-vel mossuk, Na,SO,-en szérit-
juk, majd szarazra paroljuk. A terméket két 6ra hosszat
foszfor-pentoxidon szaritjuk, majd 4—-5 ml TFA-ban
(Merck) oldjuk, és 10 percig reagaltatjuk; a folyadékot
30 °C-on csokkentett nyomason leparoljuk. Az anyagot
kétszer mossuk diklor-meténnal, és a folyadékot leparol-
juk, miel6tt az anyagot 2—3 dra hosszat foszfor-pentoxid
felett szaritjuk. Ezt kovetéen, a peptid-AC terméket ddv-
ben oldjuk, majd a pH-t 8-ra allitjuk. A Vi N-hidroxi-
szukcinimid észterébdl 6t mg-ot (elGallitasa a 2. eljaras
szerint) adunk hozza. Néhany ords inkubalés utan a kelet-
kezd Vi-AC-peptid konjugatumot ddv-vel szemben
dializaljuk. A peptid siiriségét a konjugatumban amino-
savelemzés alapjan becsiiljilk meg, és az eredményeket a
2. tablazatban mutatjuk be.

f. A Vi-fragmentek és a szintetikus peptidek konju-
galasa

A Vi-fragmenteket (Dominique Schultz szivessé-
gébbl, Pasteur—Merieux, Franciaorszag) az eldz6kben
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ismertetett 3. eljards alapan kapcsoljuk szintetikus
peptidekhez.

g. A teljesen D szintetikus polipeptid poli(Phe,
DGlu)-poli(Pro)-poli(Lys) (a tovabbiakban csak FEPK
néven emlitjiik) és a szintetikus hsp65 peptidek konju-
galasa

A szintetikus, random eldgazasa FEPK-polipeptidet
(Prof. Edna Mozes és Michael Sela csoportjanak szives-
ségébdl, Weizmann Institute of Science, Izrael) a 3. elja-
ras alapjan kapcsoljuk a szintetikus hsp65 peptidekhez.

h. Immunizalas

2-3 hénapos BALB/c ndstény egereket (az Olac
cégtdl beszerezve) immunizalunk szubkutan (sc.) és int-
ramuszkularisan (im.), egyszer, kétszer vagy hdrom-
szor, 12 napos intervallumokban, csak Vi-vel, Vi-konju-
gatummal, vagy peptiddel kevert Vi-vel. Az antigén és
a hasznalt adjuvéns beinjekcidzott mennyisége kisérlet-
18l kisérletre valtozott. Az egyes kisérleti csoportbdl
szarmaz6 egereket az egyes injekcidk utan 12 nappal el-
véreztetjik (72 nappal az utolsé injekcié utan, az anti-
Vi-antitest-termelés hosszitavii megfigyelése soran).

i. Szerologia

A természetes vagy konjugalt Vi éltal egerekben ki-
valtott Vi-antitest-szintet enzimhez kapcsolt immun-
szorbens vizsgalattal (ELISA) hatdrozzuk meg. Mivel a
negativan t6ltott poliszacharidok nem tapadnak j6l a szi-
lard fazisi ELISA-ban altaldnosan hasznélt polisztirol-
hoz, pozitivan toltott metilezett szarvasmarhaszérum-al-
bumint hasznalunk a Vi szilard fazishoz kotésére, na-
gyon alacsony aspecifikus kotGdéssel. Részletesen,
0,5 mg Vi-t oldunk 1 mi PBS-ben, majd 1 6ra hosszat
szobah6mérsékleten kevertetjiik. 10 mg metilezett
BSA-t (Sigma) szuszpendalunk 1 ml vizben, majd a ka-
pott oldatot egy 0,8 um-es szlrén szlrjiik at. A bebori-
tooldat készitéséhez 1 ml oldott poliszacharidot keverte-
tiink 20 percig szobahémérsékleten 50 pl metilezett
BSA-oldattal, majd ezt kdvetdéen 1:20 ardnyban PBS-
ben oldjuk. Nunclon delta Si mikrotiterlemezeket bori-
tunk harom dra hosszat 37 °C-on 100 pl per lyuk borito-
oldattal (2,5 pg Vi per lyuk). A lemezeket 6tszor mossuk
0,33% Brij35-6t (Sigma) tartalmazoé PBS-sel, majd 2 6ra
hosszat 37 °C-on blokkoljuk szaritott f6l6zott tej PBS-
ben késziilt 1%-os oldataval. Mosas utdn a higitott isme-
retlen szérumokbol és a higitott standard szérumbol (a hi-
gitdpuffer 1% folozott tejet és 0,33% Brij35-6t tartalmaz
PBS-ben oldva) 100 pl-es alikvot részeket adunk hozza,
és alemezeket 1 6ra hosszat 37 °C-on inkubaljuk. A refe-
rencia és az ismeretlen szérumokat két parhuzamosban
vissziik a lemezekre. A nem kotott antitesteket mosassal
eltivolitjuk, és a vizsgalt szérumok esetében megfelels
higitasi kecske antiegér IgG Fab2-alkalikus foszfatdz
konjugétumot (Sigma), mig a standard szérum esetében
kecske antilé IgG Fab2 enzim konjugatumot (Sigma)
adunk a lemezekhez (100 pl per lyuk). 2 o6ra hosszat
37 °C-on végzett inkubalas utdn a lemezeket mossuk,
majd a szint 100 pl szubsztratoldat (0,6 mg/ml p-
nitro-fenil-foszfat dietanol-amin—viz elegyben, pH=9,8)
hozzdadasaval hivjuk eld. Az enzimreakcidt 20 perc mul-
va allitjuk le, lyukanként 10 pl 5 mol/l NaOH-oldattal.
Az optikai siirGségeket 405 nm-en olvassuk le. A Burro
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260 anti-Vi standard szérumot, amely 550 mg Vi-
antitestet tartalmaz milliliterenként, formalinnal fixalt
Salmonella typhi Ty2 t6bbszords injekcidzasaval allitjak
elé (J. B. Robbins and S. C. Szu, NIH, Maryland ajandé-
ka). A kapott eredményeket 405 nm-en leolvasott optikai
stirGség formajaban, illetve ug Vi-antitest/ml forméjaban
fejezziik ki.

1. példa
Vi-peptid/fehérje konjugatumok készitése

A Vi Peptid II-vel valé konjugatumait az 1-es kap-
csolasi eljarassal allitjuk elé (Vi—Pepll), illetve a 2-es
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kapcsolasi eljarassal (Vi—Pepll*). A Vi-nek a 278,
278m, 278mt, 348h és ovalbumin (Ova) fehérjékkel
vald konjugatumait a 3-as kapcsolasi eljarassal allitjuk
¢l8, mig a Vi CRP 77-83-mal és 277(S)-sel val6 konju-
gatumait a 4-es kapcsolasi eljarassal allitjuk eld.

Néhany Vi-konjugatum Osszetételét aminosavanali-
zissel hatdrozzuk meg. A 2. tablazatban bemutatott ered-
mények azt mutatjak, hogy a peptid/fehérje per Vi mo-
nomer molarany valtozik. Az egerenként 0,1-0,2 pg be-
injekciozott peptidddzisok bizonyultak a leghatéko-
nyabbnak.

4. tablazat
Vi-vel vagy Vi-peptid konjugadtummal injekciozott néstény BALB/c egerek szérum antitestvalasza

Vi-antitest

Vakcina Vi-Dézis

12 nappal az
1. immunizalas utan

24 nappal az
1. immunizalas utin

12 nappal a
2. immunizalds utan

mg mg/ml mg/ml mg/ml

Vi 0,25 0,194 0,005 0,053

. 0,049 1,455 2,959
Vi-Pep 278h 0.25 (0,000-0,078) (0,296-1,906) (1,533-3,148)

BALB/c PBS _— 0,223 0,205 0,233

A 2-3 honapos ndstény BALB/c egereket kéthetenként
az egyes vakcindk IFA-oldatabol 0,2 ml-rel sc. injek-
cidztuk. Mindegyik kisérleti csoportban 5 egér volt. Ti-
zenkét, illetve huszonnégy nappal az els6, és 12 nappal
a masodik immunizalas utdn az egereket elvéreztetjik,
és szérumukban ELISA-val vizsgaljuk a Vi antiteste-
ket, az Anyagok és modszerek részben leirtak alapjan.
Az eredményeket mértani 4tlagban fejezziik ki; a zaro-
jelben az egyes csoportokban mért Vi-antitest-koncent-

.....

2. példa
A Vi és a Vi-konjugatumok immunologiai jellemzése

2.1 A természetes Vi antigenitdsa

Ahhoz, hogy vizsgaljuk a Vi 4ltal indukalt antitestva-
laszt, 2—3 hoénapos néstény BALB/c egereket (negy-6t
egér csoportonként) injekciozunk szubkutan (sc), kiilon-
b6z6 dozisu Vi-antigénnel (6nmagaban), inkomplett
Freund-féle adjuvansban, kéthetes id6kozonként. Az ege-
reket 12, illetve 24 nappal az elsd, illetve 12 nappal a mé-
sodik immunizalas utan kivéreztetjik. Az Osszes, egy
csoportba tartoz6 egér szérumat egyesitjilk. Az anti-Vi-
antitesteket az Anyagok és modszerek részben leirtak
alapjan ELISA-val mérjiik, és a specifikus antitestszinte-
ket 405 nm-en mért abszorbanciaban (A405) fejezziik ki.

Amint az az 1-1a. abran lathatd, egy Vi-injekcio
Vi-antitest-valaszt valtott ki egerekben. A Vi Gjrainjek-
cidzasa nem valtott ki fokozo hatést, amint az varhaté a
T-ind antigénektdl. Egerenként 2,5 pg Vi IFA-oldata-
val végzett szubkutdn immunizaci6 adja a legerGsebb
antitesttermelést; egy magasabb d6zis nem eredményez
fokozott immunvalaszt.
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Az ebben a kisérletben hasznalt Vi készitmény
<1%-ban tartalmaz fehérjeszennyezédéseket. A vi-
szonylag magas Vi-immunvalaszt ezzel a ténnyel ma-
gyaréazhatjuk.

2.2 A Vi-konjugatumok antigenitasa

2.2.1 Az antigéndozissal valo kapcsolat

A killonbo6z6 dozisoknak a Vi természetes €s konju-
galt formainak immunogenitasara gyakorolt hatasét
vizsgaltuk. Anti-Vi-antitestvalaszt indukéltunk egerek-
ben 2,5 pg vagy 0,25 pg Vi-vel 6nmagaban, illetve
Vi-Pepll, Vi-Pep278h, Vi—Pep348h konjugatum for-
majaban, amely 2,5 vagy 0,25 ug Vi-t tartalmazott.
Csoportonként négy ndstény BABLB/c egeret immuni-
zalunk sc 2,5 ug Vi-vel dnmagaban, IFA-ban, kéthetes
intervallumban (a peptid konjugitum formajaban injek-
talt mennyiségét illetGen lasd a 3. tablazatot). Az anti-
Vi-antitest-valaszt ELISA-val mérjilk, és a specifikus
immunvalasz méretét a 2a—f. dbrén mutatjuk be A405-
ben. Mindegyik panel ugyanazzal az antigénnel injek-
ciozott 4 egérbdl nyert szérum geometriai atlagat mutat-
ja. Kontrollként csak Vi-vel, illetve PBS-sel (IFA-ban)
immunizalt 4 egér egyesitett széruma szolgal.

A 2a-f. dbran bemutatott eredmények azt mutatjak,
hogy 2,0 ng Vi-vel, illetve Vi-konjugatummal valo elsé
injekciézas utan 12 nappal (a megfeleld injekcidzott
peptidmennyiségeket 1asd a 3b. tablazatban) mindegyik
Vi-konjugatum alacsonyabb anti-Vi-immunvalaszt mu-
tatott, mint amekkorat a Vi természetes formdja kival-
tott (2a. 4bra). Ha a Vi-antitest-szintet tovabbi 12 napig
vizsgéljuk Gjabb immunizalas végzése nélkiil, akkor ez
azt mutatja, hogy a Vi-specifikus antitestek mennyisége
vilagosan nétt Vi—Pep278h-val injekcidzott egerekben



1 HU 218425 B 2

(2b. abra). Az Gjrainjekcidzas hatarozott erdsitd valaszt
valt ki Vi—Pepll-vel, illetve Vi-Pep278h-val végzett
immunizalasnal, de nem valt ki ilyen valaszt, ha csak
Vi-vel végezziik az immunizalast (2c. abra).

Ha az injekciozott Vi dozisat egerenként 0,25 pg-ra
csokkentjitk (a megfelelS injekcidzott peptidmennyisé-
geket lasd a 3a. tablazatban), akkor ez csak alacsony
Vi-antitest-szintet eredményez csak Vi-vel és Vi-Pepll-
vel valé immunizalds esetén (2d—f. dbra). Ezzel szem-
ben a Vi—Pep278h 4ltal kivaltott immunvalasz egy ma-
sodik immunizalasra tiszta fokozé hatast mutatott (2f.
abra). Meg kell jegyezni, hogy érdekes modon ebben a
kisérletben az injekciozott peptid mennyisége csak
0,17 pg per éllat (14sd 3a. tablazat).

2.2.2 A Vi-vel, illetve a Vi-konjugatumokkal indu-
kalt anti-Vi-antitest-termelédés kinetikajat az elézékben
ismertetett moédon immunizalt egerekben vizsgaljuk.
Azokat az anti-Vi-szinteket tekintjiik pozitiv értékek-
nek, amelyek magasabbak a csak Vi-vel indukaltaknal,
az ennél alacsonyabbakat negativ értékeknek tartjuk.
A szérumokat Vi-antitest szempontjabol ELISA-val
vizsgaljuk meg. Az eredményeket a 3a., 3ab., 3b. és
3bb. dbran mutatjuk be A405 értékekben, és a geomet-
nai atlagot+ SD-t mutatunk az antigénenként beinjekcio-
zott négy egér esetében.

A 3a., 3ab., 3b. és 3bb. abran a Vi-termelddés kife;-
16dését latjuk Vi és Vi-konjugatumok két egymast kove-
t6 injekcidjanak hatasara, két kiilonbozd antigénddzis-
ban. 3a. abra: egerenként 2,5 pg Vi injekcidozva
Vi-Pepll, Vi—-Pep278h, Vi—Ova, Vi—Pep348 és
Vi—-CRP 77-83 forméjaban; 3b. abra: egerenként
0,25 pg Vi injekcidzva Vi—Pepll és Vi—-Pep278h for-
majaban. 3ab. és 3bb. abra — 6sszehasonlitas céljabol a
csak 2,5 pg Vi altal indukalt Vi-antitest-szintek. Amint
az a 3a. abran lathato, tizenkét nappal az elsé immuniza-
l4s utdn mindegyik konjugatum tisztan alacsonyabb Vi-
antitest-szintet mutatott, mint amit egyediil a Vi valtott
ki, jollehet ugyanazt a Vi-mennyiséget injekcidztuk.
Egy koriilbelil 12 napos ,lag” fizis utin a Vi-konju-
gatumokkal immunizalt allatok széruma jelentdsen
megnovekedett specifikus Vi-antitest-szintet mutatott.
Ez a hatas kiilonosen nyilvanvalé a Vi—-Pep278h
konjugatum esetében, mindkét alkalmazott ddzisban
(3a—b. 4brak). A 24 nappal késébbi Ujrainjekcidzés a
T-dep antigénekre jellemz8 erdsité valaszt valt ki
(az Osszehasonlitishoz lasd a 3ab. és 3bb. abran).
A Vi-Pepll, Vi—Pep278h és Vi—Ova magasabb szintii
Vi-antitest-szinteket indukalt, mint amit akkor kaptunk,
amikor csak a Vi-t injekciéztuk. Erdemes megjegyezni,
hogy a Vi-Pep278h konjugatum erdsebb anti-Vi-im-
munvalaszt ad, mint a Vi-Ova Vi-fehérje konjugétum
(3a. 4bra).

Egy tizszer kisebb antigéndozissal végzett immuni-
zalas fokozta a Vi—Pep278h altal indukalt Vi-antitest-
termelGdés ismertetett hatasat (3b. abra).

Az egerekben a Vi-Pep278h konjugitummal kival-
tott Vi-antitest-koncentraciokat a 4. tiblazatban adjuk
meg. A Vi—Pep278h éltal indukalt specifikus antitest-
szint harmincszoros ndvekedést mutatott a 13. és
24 nap kozott, az els6 immunizalds utan. Az Gjrainjek-
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cidzas a Vi-antitest-koncentracid megkétszerez8dését
eredményezte, korilbelil 3 pg/ml-re, ami 55-sz6r ma-
gasabb, mint az, amit a Vi egyediil kivalt.

2.2.3 Anti-Vi-antitest-specifitas

A T-dep antigénekre adott immunvélaszt germi-
nalis centrumok létrejotte jellemzi, amelyek az immu-
noldgiai memoria koncepcidjaval kapcsolatosak. Ezek-
8l uigy gondoljak, hogy egy bizonyos mikrokoryeze-
tet biztositanak, amelyek lehet6vé teszik a B-sejtek sza-
maéra, hogy V-gén hipermutacion essenek at, és igy ma-
gasabb affinitdsi receptorokkal és megvaltozott izo-
tipuseloszlassal rendelkez8 antitesteket expresszél-
janak.

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, vajon a Vi-peptid kon-
jugatumok 4ltal indukalt Vi-specifikus B-sejtek is ates-
nek-e ezen az érési folyamaton, a Vi természetes és
konjugatum formai altal kivéltott Vi-antitestek speci-
fitasat hasonlitjuk ossze. Négy-6t néstény BALB/c ege-
ret immunizalunk a Vi, Vi—Pepll, és Vi—Pep278h anti-
génekkel (sc.) [FA-ban, mindegyik 2,5 pg Vi-t tartal-
maz, vagy onmagaban, vagy konjugatum formajaban.
Az allatokat a masodik injekcio utan 12 nappal elvérez-
tetjilk, és a Vi-antitesteket ELISA-val meghatdrozzuk.
A 4a-b. abran lathaté szimbolumok az egyes csopor-
tok egyedi reprezentativ egereire vonatkoznak. Az
ELISA-lemezeket vagy 2,5 pg Vi-vel boritjuk lyukan-
ként (4a. dbra), vagy 1,25 pg Vi-vel boritjuk lyukan-
ként (4b. abra); a 4a. abran az lathato, hogy csak a Vi al-
tal indukalt Vi-specifikus antitesttiterek alacsonyab-
bak, mint amelyeket a Vi—Pep278 indukal. Ha az
ELISA-lemez boritasara hasznalt antigén mennyiségét
csokkentjitk (4b. abra), akkor egy tisztabb képet ka-
punk. A Vi-peptid konjugatumok éltal indukalt Vi-anti-
testek jelent8s szinten felismerik a csokkent mennyisé-
g Vi-t, mig a természetes Vi-vel immunizélt egerek
széruma alig valami kot6dést mutat.

Ahhoz, hogy tovabb megerdsitsiik a Vi-peptid konju-
gatumok T-dep jellemz6it, az el6z6kben egerekben csak
Vi-vel, illetve Vi—Pep278h-val kivéltott Vi-antitestek
izotipuseloszlasat meghatdrozzuk. Az immunizalt ege-
rekben az anti-Vi-antitestek UgM- és IgG-Osszetételét
ELISA-val vizsgiljuk. A specifikus IgM antitesteket,
amelyek felismerik a Vi-t, kecske antiegér Fab2 IgM
peroxiddz konjugatummal mutatjuk ki (5a. 4bra), és a
specifikus IgG-antitesteket kecske antiegér Fab2 IgG al-
kalikus foszfatdz konjugatummal mutatjuk ki (5b. abra).
Az eredmények egy jellemzd egérre lathatok.

Az ismételt immunizalds utdn kapott anti-Vi-szé-
rumok izotipusspecifitasit az Sa—b. dbran mutatjuk be.
A természetes Vi molekula elleni antitestekr6l ugy ti-
nik, hogy fBleg az IgM izotipusra korlatozddnak, mig a
Vi-Pep278 konjugatum tiszta Vi-antigén elleni IgG an-
titestvalaszt is kivalt, jelezve, hogy ha egy kivalasztott
T-sejt-epitdpot (ebben az esetben a 278h peptidet) egy
T-ind antigénhez kapcsoljuk, mint példaul a Vi-hez, ak-
kor egy Vi-specifikus B-sejt-populacid izotipus osztaly-
valtast kapunk, ami jellemz6 modon a T-dep antigének-
nél figyelheté meg.

Ahhoz, hogy kovessiik az anti-Vi hosszd tavua ter-
mel8dését, allatokat harmadszor is immmunizilunk,
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majd a specifikus immunvalaszt 72 napig kovetjik.
4—5 ndstény BALB/c egeret injekciozunk sc. csak Vi-
vel, Vi-Pepll és Vi—Pep278h antigénnel (IFA-ban), a
6a-b. abran jelzett idSpontokban. Az immunvalaszt
108 napig kovetjiik (72 nappal az utolsé immunizélas
utdn), a Vi-antitest szintjét ELISA-val hatirozva meg
a kiilonbozé szérumokban. A kapott eredményeket
geometriai 4tlag forméjéban fejezziik ki, és 1: 100 (6a.
abra), valamint 1:1000 (6b. dbra) szérumhigitasnal
mutatjuk be. A Vi-Pepll és Vi-Pep278h Vi-peptid
konjugatumoknak ezen tovabbi injekcidzasaval foko-
z0 hatéas nem figyelhetd meg. A konjugatumok altal in-
dukalt anti-Vi-szintek magasabbak, mint a csak Vi
altal indukaltak, és 2,5 honapig nem csdkkentek
(6. abra), sét az utolsé injekcid utin 6 honap elteltével
(nem kozolt adatok).

2.2.4 Az adjuvans és az immunizalas moédjanak hata-
sa a Vi—Pepll 4ltal indukalt anti-Vi-antitest-termel6-
désre

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk az adjuvans hatasat a
természetes és modositott Vi altal indukalt Vi-speci-
fikus antitestek képzddésére, az antigéneket szubkutin
injekcidzzuk vagy IFA-ban, vagy PBS-ben. A Vi-Pep
konjugatumot IFA-ban és PBS-ben is elkészitjik. Egy
négy egérbdl all6 csoportot sc. injekcidzunk (7aa., 7ba.
és 7ca. abra), mig egy masodik csoportot is injekcio-
zunk (7ab., 7bb. és 7cb. dbra) az egyes antigénkészitmé-
nyekkel (egerenként 2,5 pg Vi-t injekcidzunk). A széru-
mokat az elsé immunizalas utan 12 (7aa. és 7ab. abra)
és 24 (7ba. és 7Tbb. abra) nappal vessziik, illetve 12 nap-
pal a masodik immunizalas utén (7ca. és 7cb. dbra). Az
anti-Vi-antitesteket ELISA-val mérjiik, A 405 értékben
adjuk meg, (atlag + SD). A 7aaa., 7bc. €s 7ca. dbran be-
mutatott eredmények azt mutatjak, hogy az IFA sziiksé-
ges ahhoz, hogy kifejezze egy T-dep immunvélasz-ki-
netikajat.

Ha az immunizalas médjat megvaltoztatjuk, oly mo-
don, hogy a Vi-t intramuszkularisan (im) adjuk be, ak-
kor ez két dolgot mutat (amint a 7ab., 7bb. és 7cb. ab-
ran lathato). Eldszor, a Vi-konjugétum intramuszkuld-
ris bevitele magasabb primer Vi-immunvalaszt eredmé-
nyez, mint az, amikor ugyanazt az antigénpreparatumot
szubkutin adjuk be. Masodszor, ez az injekciozasi ut
nem eredményez fokozo hatast, mint az a szubkutén im-
munizalasnal megfigyelhetS. Ugyanez a trend figyelhe-
t6 meg, ha a Vi—Pepll-t PBS-ben injekciézzuk, akar
szubkutan, akar intramuszkuldrisan (7aa., 7ab., 7ba.,
7bb., Tca. és 7cb. abrak).

Tovabbi kisérletekben, melyekben az egercket
Vi-278h-val immunizaljuk IFA-ban, PBS-ben vagy
CFA-ban (komplett Freund-féle adjuvans), az anti-Vi-
antitestek Osszehasonlithato titerét kapjuk a hdrom adju-
vanssal (nem kozo6lt adatok).

2.2.5 Immunizalés el6tt Vi-vel kevert szabad Il-es
peptid altal indukalt anti-Vi-antitest-termelédés

Ahhoz, hogy kiértékeljiik annak sziikségességét,
hogy a Vi-t az immunizalds el6tt kovalens kotéssel pep-
tidepitépokhoz kossiik, a Vi-t és a Pepll-t fizikailag
osszekeverjiik, és szubkutan injekciozzuk IFA-ban nés-
tény BALB/c egerek csoportjanak, majd az eredményt
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Osszehasonlitjuk a Vi—Pepll konjugatummal kapott im-
munizalds eredményével. Mindkét antigénpreparatu-
mot sc. injekcidézzuk 4 egérbdl allo csoportoknak IFA-
ban (a Pepll és a Vi keverékét egy fecskendGbdl injek-
cidzzuk). Az allatokat az elsé immunizalas utan 12, il-
letve 24 nappal (8a. és 8b. abra), és 12 nappal a maso-
dik immunizalas utan (8c. 4bra) elvéreztetjilk. Az anti-
Vi-antitesteket ELISA-val hatarozzuk meg, az eredmé-
nyeket A405-ben adjuk meg. Mindegyik gorbe értelme
geometriai atlag + SD.

Amint az a 8a—c. 4brarol lathatd, ha a Vi-t és a II-es
peptidet Osszekeverjiik, akkor pontosan ugyanazt az
eredményt kapjuk, mint amit a Vi—PeplI konjugitumra
leirtunk. Az els6 immunizalas csak alacsony Vi-anti-
test-szinteket eredményezett, mig az ujrainjekciozas
tiszta fokozo6 hatast eredményezett.

2.2.6 A ,hordozo” priming hatdsa az anti-Vi-anti-
test-termelésre

Ahhoz, hogy vizsgaljuk a szabad peptiddel végzett
priming hatdsat a Vi-peptid konjugatumok altal indu-
kalt poliszacharidvélaszra, egy 4 ndstény BALB/c egér-
bdl allé csoportot oltunk be allatonként sc. 1 pg Il-es
peptiddel, IFA-ban. Két héttel késdbb az allatokat
Vi—Pepll konjugatummal injekcidézzuk, amely 2,5 pg
Vi-t tartalmaz. Szérumokat a 9. abran jelzett idGpontok-
ban vesziink, és ELISA-val elemezziik. Az antipolisza-
charid antitestszinteket, amelyeket a jelzett idépontok-
ban lehet mérni, a 9. dbran mutatjuk be. Ha egerenként
1 pg Il-es peptiddel végezziik a ,,priming”-ot, akkor erd-
sebb primer immunvalaszt kapunk a Vi-re, mint azok-
ban az 4llatokban, amelyek nem kaptak ,,priming” keze-
1ést. Mindazonaltal, a szekunder immunvalaszt illetGen
nem figyeltiink meg ,,priming” hatast.

2.2.7  Anti-Vi-immunvalasz  indukélhato
Vi-Pep278h-val, de nem indukalhato Vi—Pep277(S)-
sel ugyanabban az egérben

4 ndstény BALB/c egérbdl 4ll6 csoportot injekcio-
zunk sc. Vi-Pep277(8)-sel IFA-ban, kéthetenként (az
egyes egerekbe injekcidzott konjugatum Vi-tartalma
2,5 pg). Az anti-Vi immunvalaszt 12 nappal az elsé és
12 nappal a masodik injekciozas utan ELISA-val hata-
rozzuk meg (10a-b. abra). Ezek koziil az allatok koziil
kett6t jrainjekciozunk Vi—Pep278h-val, mig a masik
kett6t csak Vi-vel (2,5 ug Vi egyediil és konjugatum-
ban). Az egereket ismét elvéreztetjitk 12 nappal az elsé
(10a. és 10c. abra) és a masodik immunizalas (10b. és
10d. 4bra) utan, és a Vi-antitest-szinteket meghataroz-
zuk. Osszehasonlitas céljabol az azokban az allatokban
indukalt immunvaélaszt, amelyeket csak Vi—Pep278-cal
mjekcioztunk, ugyanazon az dbran abrazoljuk. Az ered-
ményeket A405-ben fejezziik ki, és 2 kiilonboz6 szé-
rumhigitdsban mutatjuk be: 1:50 (10a. és 10b. abra),
€s 1:1000 (10c. és 10d. abra). Az adatok geometriai at-
lagok, +SD. Az antigén A=Vi—Pep277(8), az antigén
B=Vi—Pep278h (miutin az egereket Vi—Pep227(S)-
sel injekcioztuk), az antigén C=Vi egymagaban (miu-
tin az egereket Vi—Pep277(S)-sel injekcidztuk, és az
antigén D=Vi-Pep278h.

Amint az a 10a—d. abran lathat6, a ndstény BALB/c
egerek Vi—Pep277(S)-sel valéo immunizaldsa nem ered-
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ményez kimutathaté Vi-antitest-valaszt (A antigén).
Annak vizsgalatara, hogy a valasz elmaradasa az egyes
egerek miatt van, illetve a specifikus konjugitum az oka,
ugyanazt az egeret, amely nem reagalt a Vi—Pep277(S)-
re, Vi—Pep278(h)-val (B antigén) immunizéljuk, vagy a
természetes Vi-vel (C antigén). A Vi—Pep278h-val valo
ujrainjekciozas hatarozottan noveli a Vi-antitest-szin-
teket, amint azt a csak Vi—Pep278h-val (D antigén) in-
jekcidzott egerekre kimutattuk. A csak Vi-vel vald
ujrainjekcidzas is emelte a Vi-immunvalaszt, azonban
kisebb mértékben, mint amennyire a Vi-konjugatum
indukalja.

2.2.8 A Vi-peptid konjugatumok felismerése kiilon-
bdz6 anti-Vi-szérumokkal

A Vi-t és a Vi—Pepll, Vi-Pepll*, Vi—-Pep278h és
Vi—CRP77-83 Vi—peptid konjugatumokat hasznaljuk
immunogénként ELISA-lemezek boritasara, és ellen-
driztiik a felismerést a megfeleld konjugatummal immu-
nizalt allatokbol nyert szérumokkal, illetve a tobbi Vi-
konjugdtummal immunizalt allatbol nyert szérumok-
kal. A megkotott antitest mennyiségét ELISA-val hata-
rozzuk meg, és a 11a—f. abran A405 értékben fejezziik
ki. Standard anti-Vi-szérumot (Burro 260, 1la. abra)
hasznalunk 1:12 000 szérumhigitasban, a tobbi széru-
mot (11b—f. abra) 1:200 ardnyban higitjuk.

Annak elemzésére, hogy a peptidek hozzakapcsolasa
megvaltoztatja-e a Vi-egység antigénstruktirjat a kon-
jugatumban, a kiilonbozé Vi-konjugatumokat, valamint
a természetes Vi-t megvizsgaltuk, hogy mennyire ismeri
fel a referencia anti-Vi-szérum (Burro 260) (11a. dbra).
A peptidnek a Vi-hez val6 kotése lathatoan befolyasolja
a Vi-molekula antigénaktivitasat, mivel az dsszes kon-
jugatum, a természetes Vi-vel dsszehasonlitva, csokkend
mértékben ismerhetd fel a Burra 260 antiszérummal.
Nem talalhaté korrelacid a Vi-molekulara vitt peptid
mennyiségével (lasd 2. tablazat). Mindazonaltal, ezek az
eredményeit részlegesen magyarazzak a kiilonbozd Vi-
peptid konjugatumok altal expresszalt antigénaktivitas-
ban talalt kiilonbségeket. A Vi—Pepll és a Vi—Pep278h
lathatéan nagyobb mennyiségii Vi-antitestet kot meg a
Burro 260 antiszérumbol, mint a kevésbé immunogén
Vi—Pepll* és Vi—Pep CRP77-83 konjugatumok.

A kiilonb6z6 konjugatumok altal indukalt Vi-anti-
testek jellemzése a 11. abran lathato, a B—F paneleken.
A Vi-Pepll és a Vi—-Pep278h altal indukalt antiszé-
rumok mutatjak a legmagasabb keresztreaktivitst a ter-
mészetes Vi-molekuldval, de meglepé méodon csak
gyengén ismerik fel azt a konjugdtumot, amely ellen ké-
szitettik. A Vi—Pepll*-vel és a Vi—Pep CRP 77-83-
mal vald injekci6zas utan kapott antiszérumok nem mu-
tattak semmilyen kotGdést a természetes Vi-molekula-
hoz, vagy a bemutatott konjugdtumantigénekhez. A va-
lasztott peptid természete mellett ezek az eredmények a
peptid mennyiségének €s a kapcsolasi eljarasnak a hata-
sat is igazoljak a Vi-peptid konjugatum immunogén tu-
lajdonsagaira.

2.2.9 Immunvalasz kiilonb6zd egértdrzsekben a Vi-
peptid konjugatumokra

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a Vi-peptid konjuga-
tumok immunogenitasat a csak az MHC-génjeikben kii-
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16nb6z8, kongenikus egértorzsekben, BALB/c (H-2d),
BALB/k(H-2k) és BALB/b (H-2b) egereket immuni-
zalunk csak Vi-vel, illetve a Vi-278h-val, Vi-278m-
mel, Vi-278mt-vel, Vi—-277(S)-sel, Vi—SRes-sel
(Vi-SerRes). Az egyes torzsekbdl (BALB/c, BALB/k,
BALB/b, NOD és NON.NOD) 6t egérbdl all6 csoporto-
kat (12a—e. 4bra) injekcidézunk szubkutan 2 pg Vi-vel
az 4bran jelzett konjugdtumok formdjéban, IFA-ban
emulgealva. 4 hét elteltével az egerek ugyanabbodl az
antigénddzisbol kapnak egy ersitést, majd 12 nappal
késdbb elvéreztetjiik Sket. Az egyes egerekbdl kapott
szérumoknak ELISA-val vizsgiljuk a Vi-antitestjeit.
A specifikus antitestszinteket a 12a—e. abran a standard
anti-Vi szérum (Burro 260) szazalékaban fejezziik ki.

A 12. 4bran lathato eredmények azt mutatjak, hogy
a Vi278h, valamint a Vi-278m konjugitum reakcidja
nem korlatozodik egy bizonyos MHC-restrikciora.
A peptidek mind BALB/c, mind BALB/k egerekben an-
titesttitert indukélnak a konjugatum cukorrésze ellen.
Ezzel szemben, a BALB/c egerek nem reagalnak egyik
injekciézott konjugatumra sem. Tehat a harom MHC
genotipus koziil kettd reagalt.

A NOD és NON.NOD egerek, amelyek ugyanazo-
kat az MHC-géneket tartalmazzak (H~-2nod), eltér6 im-
munologiai reakcidmintdzatot mutatnak a Vi-peptid
konjugatumokkal szemben. Csak a mikobakterialis
278mt homolog képes egy Vi-specifikus segitd hatas ki-
fejtésére.

2.2.10 Az anti-Vi szérumok IgG izotipuseloszlasa

Csoportonként 6t BALB/c egeret immunizalunk sc.
2 ug Vi-vel, illetve Vi—278h konjugatummal, IFA-ban
immunizalva. Négy héttel késdbb az egereknek ugyan-
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majd 12 nappal késébb elvéreztetjilkk 6ket. Az egyedi
szérummintaknak vizsgaljuk az antipoliszacharid IgG
antitestjeit, biotinilezett nytl antiegér alosztaly-speci-
fikus antiszérumokkal és sztreptavidinhez konjugélt al-
kalikus foszfatdzzal, ELISA-val. A Vi-antitest-szinte-
ket A405-ben fejezziik ki.

A bakterialis szénhidrat elleni ragcsalo antitestek
alosztalyeloszlasanak vizsgélata azt a meglepd megfi-
gyelést eredményezte, hogy a szénhidrat 6nmagaban a
nagymértékben a ritka IgG3 alosztilyra korlatozodo
IgG-valaszt serkent. A hordozéfehérjek, mint példaul
a BSA vagy a tetanusztoxoid, bakterialis kapszularis
poliszacharidokhoz konjugilva, hajlamosak egerek-
ben f6leg IgGl izotipust anticukor antitestvélaszt indu-
kalnj.

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a Vi-hez konjugalt
278h peptid hatasat, meghataroztuk az anti-Vi-széru-
mok IgG alosztaly eloszlasat. Amint az a 13a—c. dbran
lathato, ha csak Vi-t injekcidzunk, akkor olyan immun-
valaszt kapunk, amely csak az IgG3 alosztalyra korlato-
z6dik, mig a peptid-cukor Vi—278h konjugatum vilago-
san eltolja az alosztalyeloszlast egy IgGl altal domi-
nalt irdnyba.

Ha a hsp65-peptidet egy T-ind antigénhez konjugal-
tatjuk, akkor ez képesnek latszik arra, hogy jelents
mennyiségi valtozdsokat indukéljon a komplex T-ind
egysége elleni immunvalaszban.
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3. példa

3.1 A Vi-fragment-peptid konjugatumok antigenitasa

A poliszacharidok, beleértve a Vi-antigént is, im-
munogenitdsa a molekulaméretiilkhéz kapcsolodik.
A Vi-fragmentek (korilbelil 45 kDa), amelyeket ultra-
hangos hasitassal allitunk eld, amely kezelés nem val-
toztatja meg a monomer egységek szerkezetét, €s
amely viszonylag homogén poliszacharidot eredmé-
nyez, kevésbé immunogén, mint a természetes Vi (ko-
rilbelil 3x103 kD) [Szu, S. C. et al., Infect. Immun.,
86, 3823-3827 (1989)]. Csoportonként 6t BALB/c
egeret injekcidzunk sc. 2 pg Vi-fragmenttel, illetve a
Vi 278h peptiddel valé konjugatumaval, IFA-ban
emuigealva. Az erdsitd injekcio utani 12. napon szé-
rummintakat vesziink és ELISA-val vizsgaljuk, hogy
mennyi Vi-fragment antitest van benniik. A specifikus
antitestszinteket a standard anti-Vi-szérum szazaléka-
ban fejezzik ki.

Amint az a 14. abran lathato, a BALB/c egerek 2 ug
Vi-fragmenttel valé immunizalasa nem eredményezett
semmilyen anti-Vi-immunvalaszt. Ezzel szemben, a
278h peptidhez konjugalt Vi-fragmentek fokozott anti-
genitast mutatnak, jelentGs mennyiségi anti-Vi-anti-
test-titert valtva ki.

4. példa

4.1. A 278h peptid homoldgjaival konjugalt Vi anti-
genitasa

Ahhoz, hogy meghatarozzuk, hogy vajon a peptidek,
amelyek a hsp65-bdl szarmaznak, és sajat, valamint ide-
gen epitopokat képviselnek, képesek-e egerekben T-
sejt-hordozokként funkciondlni T-ind antigének eseté-
ben, megszintetizaltuk a 278m és 278mt peptideket,
amelyek a human 278 szekvencia egér illetve mikobak-
tériumvariansanak felelnek meg (lasd 1. tablazat), majd
Vi-vel konjugaltuk 6ket. Négy BALB/c egeret injekcioz-
tunk szubkutan 2 pg Vi-vel, illetve Vi—278h-val,
Vi-278m-mel, Vi-278mt-vel és Vi—SerRes konjuga-
tummal, IFA-ban emulgealva. Tizenkét nappal az erdsi-
tGinjekcid utan az egereket elvéreztetjiik, majd a széru-
mokban ELISA-val megvizsgaljuk a Vi-antitesteket. A
specifikus antitestszinteket a standard anti-Vi-szérum
szazalékaban fejezziik ki.

A 15. 4bran vilagosan lathato, hogy egy sajat epitop,
amelyet az egér 278m homolog képvisel, képes fokozni
az immunviélaszt a T-ind antigén Vi-vel injekciozott
BALB/c egerekben. A mikobakteridlis 278 epitp nem
mutatott semmilyen segité hatast a BALB/c egerekben,
de ez volt az egyetlen peptid, amelyet megvizsgaltunk
mint T-sejt-hordozét NOD, valamint NON.NOD ege-
rekben (12. abra).

5. dbra

5.1 A 278h peptid azon tulajdonsaga, hogy képes T-
sejt-hordozoként mikddni szintetikus, random eldgaza-
st polipeptidek D izomerjeivel

Az aminosavak D izomerjeibdl 4116 szintetikus poli-
merekrdl kozismert, hogy a T-ind antigének csoportja-
ba tartoznak. Ahhoz, hogy kideritsiik, hogy a hsp65 ere-
detii peptidek képesek-e T-sejt-hordozokként mikddni
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az antigének ezen csoportjanal is, megvizsgaltuk az im-
munvalaszt egerekben a hsp65 peptidek kozé tartozod
278h vagy 348h konjugétumokkal, valamint a poli(Phe,
Glu)-poli(Pro)-poli(Lys) szintetikus polipeptiddel
(FEPK) BALB/c egerekben. Harom BALB/c egeret im-
munizaltunk sc. csak a FEPK polipeptiddel, illetve a
278h vagy 348h peptidhez konjugélva, IFA-ban emul-
gealva. Tiz nappal az ugyanazzal az antigénpreparatum-
mal végrehajtott erGsit6 injekcid utan az egyes egerek-
bdl szérummintékat vettiink, és egy modositott ELISA-
eljarassal megvizsgaltuk, hogy vannak-e benniik
FEPK-specifikus antitestek. A lemezeket 2,5 pg
FEPK-val boritjuk, majd éjszakan at 4 °C-on inkubal-
juk. Az eljaras tGbbi részét az Anyagok és modszerek
részben leirtak alapjan végezziikk. Az eredményeket
OD405-ben fejezziik ki.

A csak a polipeptid altal kivaltott IgG1l-immunva-
laszt a 278h peptiddel konjugalt polipeptid 4ltal indu-
kalt immunvalasszal Gsszehasonlitva azt tapasztaljuk,
hogy a konjugdtum immunogenitisa sokkal jobb.
A 348h kontrollpeptid nem mutat semmilyen segitd ha-
tast, ami megegyezik azokkal az eredményekkel, ame-
lyeket Ggy kaptunk, hogy ezt a peptidet a Vi poli-
szachariddal konjugaltattuk (16. abra). Tehat a 278h
peptid funkcionalhat T-sejt-hordozoként, nemcsak a
T-sejtekt6l fliggetlen cukorantigének esetében, hanem
az aminosavakbol allo szintetikus polipeptidek eseté-
ben is.

A fenti kisérletek bizonyitékot szolgéltatnak arra,
hogy a taldlmany szerinti Vi-peptid konjugatumok ké-
pesek részt venni egy T-limfocita segit6 hatdsaban, ami
egy T-dependens antigénekre jellemzd immunvélaszt
eredményez. Ezt a bizonyitékot az alabbiakban foglal-
hatjuk dssze.

(i) A Vi immunogenitisa fokozodik, ha specifikus
peptidjeldltekhez kapcsolt konjugatumként mutatjuk
be Gket; ez a hatds nem kovalenskotés-fliggd, mivel a
két komponens egyszerti keverése hasonld immunva-
laszt ad.

(ii) A konjugitum Vi-komponensének az immuno-
genitasa fugghet a poliszacharidhoz kapcsolt peptidtdl.
A talalmany szerinti Pepll és Pep278 peptidek fokoz-
zak a Vi immunogenitasat, mig a kontrollpeptidek, a
348h, a 277(S) és a CRP 77-83 nem képes szérum
anti-Vi-valaszt indukalni.

(i) A Vi-peptid konjugatumok tdbbszori injekcio-
zé4sa az anti-Vi-antitest szintjének emelkedését indukal-
ja (er6sitd hatas).

(iv) A Vi-peptid konjugatumok altal indukalt anti-
Vi-antitestek lathatéan nagyobb antigénspecifitassal
rendelkeznek, mint amilyet a Vi egyediil indukal, és f6-
leg az IgG izotipusba tartoznak.

(v) A ,,Peptid priming”, amit a II-es peptid okozott,
magasabb szérum anti-Vi-antitest-valaszt eredménye-
zett a megfelel Vi-peptid konjugatummal végzett kez-
deti immunizalasnal.

(vi) Mind az sc. aton végzett antigénbeadagolds,
mind az IFA felhasznélasa lathatdan sziikséges egy, a
T-dependens antigénekre jellemzd anti-Vi-immunva-
lasz indukalasahoz.
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Az Osszes, az el6z8kben a human Pep278h-val ka-
pott eredményt megismételtiik a Pep278m, egérvarians
szekvencidval, amely a humén Pep278h-t6] abban kii-
16nbozik, hogy a 471-es pozicidban egy T helyett A ta-
lalhat6. Annak ellenére, hogy a Pep278m az egér egy
sajat epitopja, T-sejt-hordozoként miikddik a Vi immu-
nogenitasinak fokozasaban. Tehat az egerek reagalnak
mind az egér, mind a human szekvencidkra, amelyek sa-
jat, illetve kozel sajat szekvencidk, jelezve, hogy az em-
berek ugyantgy fognak valaszolni a human szekven-
cidkra, mint ahogy az egerek vilaszolnak az egérszek-
vencidkra.

Az Osszes, el6zOkben emlitett tény azt mutatja, hogy
a poliszacharid-peptid konjugatum Vi-komponense egy
timusztd] fiiggetlen immunogénbdl egy timuszfiiggd im-
munogénné alakult.

Az nem nyilvanvalo, hogy a human hsp65-bél szar-
mazo6 peptidek hasznalhatok gyengén antigén moleku-
lak immunogenitasanak fokozéasara, el3szor azért, mert
egy sajat, human hsp65 fehérje nem tekintheté immu-
nogénnek emberekben, masodszor pedig azért, mivel
el6zdleg igazoltdk, hogy a human szekvenciabol szér-
maz6 peptidek, mint példaul a Pep278, nincsenek hatds-
sal az autoimmun valaszok tolerancidjéra, illetve korla-
tozasara (WO 90/10449).

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Konjugatum, azzal jellemezve, hogy egy antigént
tartalmaz, amely kovalensen kapcsolodik egy szinteti-
kus peptidhordozéhoz, amely a hsp65 T-sejt-epitdpja,
mimellett a szintetikus peptidhordozoé a kdvetkezd pep-
tidek valamelyike:

(a) NEDQKIGIEIIKRTLKI (Pep278h),

(b) NEDQKIGIEITIKRALKI (Pep278m),

(c) EGDEATGANIVKVALEA (Pep278mt),

(d) VLGGGSALLRSI (Pepll), és

(e) a Pep278h analdgja:
458 474
NEDQKIGIEIIKRTLKI,

amely rendelkezik a humén hps65 458-474 szakasza
elektromos és hidrofob/hidrofil jellemzdi legalabb
70%-~aval.

2. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a szintetikus peptid a Pep278h analdgja,

458 474
NEDQKIGIEIIKRTLKI,
ahol
E459 jelentése E vagy D,
D460 jelentése D vagy E,

K462 jelentése K, R vagy Orn (ornitin),

1463 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle (norleucin) vagy
NVa (norvalin),

1465 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle vagy Nva,

EA466 jelentése E vagy D,

1467 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle vagy Nva,

1468 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle vagy NVa,

K469 jelentése K, R vagy Orn,

R470 jelentése R, K vagy Orn,
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L472 jelentése L vagy I, V, M, F, Nle vagy Nva,
K473 jelentése K, R vagy O, és
1474 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle vagy Nva.

3. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy az antigén egy peptid, fehérje vagy poli-
szacharid.

4. A 3. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a peptid HIV-virusbol vagy malariaanti-
génbol szarmazik.

5. A 3. igénypont szerinti konjugitum, azzal jelle-
mezve, hogy a poliszacharid egy bakterialis polisza-
charid.

6. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a Pep278h szintetikus peptidhordozo a

458 474

NEDQKIGIEIIKRTLKI
szekvencidji human hsp65 molekula 458—474 helyé-
nek felel meg.

7. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a Pep278m szintetikus peptidhordozo a hu-
man hsp65 molekula 458—474 helyének felel meg,
amelyben a T471 maradékot A471 maradék helyet-
tesiti.

8. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a Pep278m szintetikus peptidhordozé a ko-
vetkezd szekvenciaju:

EGDEATGANIVKVALEA.

9. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a Pep Il szintetikus peptidhordozé a hu-
man hsp65 molekula 437-448 helyének felel meg,
amelyben a 442 és 447 helyen két ciszteinmaradékot
szerinmaradékok helyettesitik, és a szekvencia a kovet-
kez4:

437 448

VLGGGSALLRSL

10. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a szintetikus peptidhordoz6 vagy analégja
kozvetleniil kapcsolodik, kovalens kotéssel az antigén-
molekuldhoz.

11. A 10. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy az antigénmolekula egy bakteridlis poli-
szacharid.

12. A 11. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a bakterialis poliszacharid a Salmonella
typhi Vi burokpoliszacharidja (CPS).

13. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy a szintetikus peptidhordozd vagy analogja
kovalensen kot8dik egy immunogén antigénmoleku-
lahoz térkoztartoként —-O—R-CO-, —-NH-R-CO-,
-NH-R-NH-, -O-R-NH- vagy -NH-R-CH,
kozbeiktatasaval, ahol

R jelentése adott esetben helyettesitett és/vagy egy
vagy tobb aromas csoporttal vagy heteroatomokkal
— amilyen a N, O vagy S — megszakitott telitett vagy te-
litetlen szénhidrogéncsoport.

14. A 13. igénypont szerinti konjugatum, azzal jelle-
mezve, hogy R jelentése 3—16 szénatomos alifas szén-
hidrogéncsoport.

15. A 14. igénypont szerinti konjugatum, amelyben
R jelentése e-amino-kapronsav-maradék.
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16. A 15. igénypont szerinti

CO-NH-AC-CO-NE-Pep-COOH

“+~o—0 5

AcO a (n

NAc

altalanos képletii konjugatum, azzal jellemezve, hogy
Ac jelentése acetilcsoport,

AC jelentése e-amino-kapronsav maradék,

Pep a Pep278h peptidhordozé vagy Pep II hordozo ma-
radéka és a szacharidmaradék a Salmonella typhi Vi
burokpoliszacharidja (CPS) ismétlddd egysége.

17. Vakcina, azzal jellemezve, hogy az 1., 10. vagy 20
13. igénypontok barmelyike szerinti konjugatumot tar-
talmazza.

18. A 17. igénypont szerinti vakcina, azzal jellemez-
ve, hogy hatasfokozot tartalmaz.

19. Eljaras egy antigénmolekula immunogenicita-
sanak fokozasara, azzal jellemezve, hogy azt hozzakot-
jiikk egy-egy szintetikus peptidhordoz6hoz, amely a
hsp65 T-sejt epitopja, és szintetikus peptidhordozoként a
kovetkezb peptidek valamelyikét alkalmazzuk:

(a) NEDQKIGIEIIKRTLKI (Pep278h),

(b) NEDQKIGIEIIKRALKI (Pep278m),

15

25

30

15

(c) EGDEATGANIVKVALEA (Pep278mt),

(d) VLGGGSALLRSI (Pepll), és

(€) a Pep278h analdgja:

458 474

NEDQKIGIEIIKRTLKI,
amely rendelkezik a human hps65 458—474 szakasza
elektromos és hidrofob/hidrofil jellemzdi legalabb
70%-aval.

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy szintetikus peptidként a Pep278h analogjat al-
kalmazzuk, ahol
EA459 jelentése E vagy D,

D460 jelentése D vagy E,
K462 jelentése K, R vagy O (omitin),
1463 jelentése 1 vagy L, V, M, F, Nle (norleucin) vagy

NVa (norvalin),

1465 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle vagy Nva,
E466 jelentése E vagy D,

1467 jelentése 1 vagy L, V, M, F, Nle vagy Nva,
1468 jelentése 1 vagy L, V, M, F, Nle vagy NVa,
K469 jelentése K, R vagy Orn,

R470 jelentése R, K vagy Om,

LA472 jelentése L vagy I, V, M, F, Nle vagy Nva,
K473 jelentése K, R vagy Om, és

1474 jelentése I vagy L, V, M, F, Nle vagy Nva.

21. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy antigénmolekulaként egy peptidet, fehérjét
vagy poliszacharidot alkalmazunk.

22. A 19. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy antigénmolekulaként egy bakteridlis polisza-
charidot alkalmazunk.
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