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;?kakgfeijé%g BO-émi;oéavméradékbél 4116 szintetikus
peptidéé;;é;éi&éﬁqéértalmaznak egy X1X2WGC szekvencidt - a
képletben’:\

:x&zé; X2 egymdstél fiiggetleniil aminosavmaradékot jelent -
és képesek valamilyen tipusu HIV-re specifikus antitesthez ko&-
t8dni, tovdbbd termindlis karboxilcsoportjuk adott esetben amid-

formdban van, és a bennik 1év8 cisztein-maradékok merkaptocso—

N

portija blokkolt:\diégﬁbéztikai vizsgdlatokban haszndlhatdék, HIV
antitestek jelenlétének kimutatéséra.

A fenti peptidek el8411litds4t is ismertetik.
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A taldlmény t4rgya el jards olyan peptidek el84lli-
t4dsdra, amelyek a humdn immunhidny virusra (HIV-ra) specifi-
kus antitestekhez képesek kot8dni, eljdrds a HIV diagnoszti-
zdl4dséra, és az erre haszndlhaté diagnosztikai készlet.

A HIV felfedezése utdn szitkségessé valt e virus jelen-
létének kimutatédsa. Az l-es tipusu HIV-re specifikus antitestek
kimutatdsdra szo0lgdld els8 generdcids vizsgdlatokban inaktivdlt
HIV-1-et haszndlnak. Olyan médsodik generdcids vizsgdlati méd-
szert fejlesztettiink ki az antitestre, amelyben a viruson azo-
nositott antigén—molekularészletnék megfeleld szintetikus pep-—
ti eket haszndlunk. Gnann és munkatdrsai /Science 237, (1987.
09. 11.)7ismertettek olyan szintetikus peptides immunoldégiai
vizsgédlatokat, amelyekben meg lehet kiilonboztetni az 1-es és
2-es tipusu HIV (HIV-2) &4ltal okozott fertdzéseket.

Sikeriilt olyan kiilonlegesen specifikus immunoldgiai
vizsgdlatot kifejleszteniink a HIV antitestekre, szintetikus
peptidek alkalmazdsdval, amelyek szabad merkaptocsoportjai
blokkoltak. A peptidek a HIV-1 gp41 glikoproteinjén levd, im-

munolégiai szempontbdl domindns antigén-molekularész szekvenci-

4djdn és a megfeleld HIV-2 szekvencidn alapulnak.

Ennek megfelel8en a taldlminy térgya eljérds legfeljebb
30 aminosavmaradékbél 4116, valamely HIV tipusra specifikus anti-
testhez k6t8dni képes péptidek el64l1itdséra, amelyek egy (I) 41-
taldnos képletii szekvencidt tartalmaznak. A képletben
X1 és X2 jelentése azonosan vagy eltérBen egy aminosavmaradék;
a termindlis karboxilcsoport adott esetben amid form&ban van;
¢s minden C-maradék merkatocsoportja blokkolt.

Az aminosavmaradékokat az egybetiis kéddal jelol jik



[Eur. J. Biochem. 138, 9 — 37 (1184)/. A termindlis karboxil-
csoport elfnyosen amid - azaz —CONH2 — forméban van, karboxil

— agzaz —-COOH - forma helyett. Az oldalldncban 1év8 merkaptocso-
port(ok) jellemz8 médon blokkoltak. Ezzel megakaddlyozhaté a
diszulfid-hidek kialakuldsa, megel8zhetd a cisztein-maradékok
oxid4cidja, és megakaddlyozhaté a peptidek hordozdkhoz valé
nemkivédnatos kotédése.

A peptidek (I) &ltaldnos képletii szekvencidt tartal-
maznak. A HIV-1 antitesthez k&t8d8 peptidekben X1 jelentése e-—
18nydsen I, L vagy M. A HIV-2 antitesthez k©6t8d8 peptidekben
X1 jelentése elényssen N és X2 jelentése S. A tobbi aminosav-
maradékot azonban v&ltoztathatjuk, feltéve, hogy a peptid a ki-
védnt médon képes a HIV antitesthez k6t8dni. Tehdt az (I) dlta—
l4nos képletii szekvencia N-termindlisdhoz és/vagy C-termindlisd-
hoz rendszerint tovabbi maradékok is kapcsolhatdk, és a peptid
igy is kot8dik az antitesthez. Az N-termindlis vég legfeljebb
14 aminsavmaradékkal, példiul legfeljebb 8, vagy legfeljebb 4
aminosavmaradékkal meghosszabithaté. A C-termindlishoz legfeljebb
14, példdul legfeljebb 8, vagy 6 aminosavmaradék kapcsolhaté.

Az (I) 41taldnos képletii szekvencia a HIV-1 gpil
glikoproteinjén 1év8 immunoldégiailag domindns antigén-molekula-
rész egy részéb8l, és a HIV-2 megfeleld helyébdl szdrmazik.

Ezek a HIV-1 esétén az 599 - 603. aminosavak, és a HIV-2 esetén
az 593 - 597. aminosavak. A HIV-1 szdmozdsa Wain-Hobson és munka-
térsai /Cell 40, 9 (1985)/ szerint tdrténik, a HIV-2 szdmozdsi
rendszere Guyader és munkatédrsai /Nature 326, 662 (1986)/ sze-

rinti. Az (I) 4ltaldnos képletii szekvencia egyik vagy mindkét



oldaldn 1év8 aminosavak a HIV specifikus torzsei szekvencia-ada-
taibdél kovetkezik. Elénydsek azok a peptidek, amelyek egy HIV-1
torzs 598 - 609. aminosav-maradékdbdél 4116 szekvencidt, vagy

egy masik HIV-tipusu torzs megfelel8 aminosa-maradékainak szek-
vencidjat tartalmazzdk. HIV-2 esetén ezért elbnybsek azok a pep-
tidek, amelyek az 592 - 603. aminosavakbdl 4116 szekvencidt tar—
talmazzédk. A szekvencia egy vagy tobb aminosav szubsztitucidjdval
médosithaté, ami nem vdltoztatja meg a peptid kivdnt antitesthesz
- azaz HIVA-re vagy HIV-2-re specifikus antitesthez - valé kotgd-
dését.

A megfelel§ aminosav-helyettesitéseket ugy vdlasztjuk
€8, hogy azok nem vdltoztatjdk meg az eredeti szekvencia fizi-
kai-kémiai jellegét, példdul nem vdltozik meg a tsltés-siiriiség,
hidrofil/hidroféb jelleg, méret és konfigurdcié. Az S példiul
T-vel helyettesithetd, és forditva; az E D-vel, és forditva; és
a Q N-nel, és forditva. Ezenkiviil a HIV-1 peptid estén az 598.
aminosavmaradék, vagy a HIV-2 peptid esetén az 592. aminosavma-
radék K is 1lehet. '

A peptidek rendszerint legaldbb 6, példdul legaldbb 9,
vagy legaldbb 12 aminosavmaradékot tartalmaznak.

A peptidek nem tartalmaznak 30-ndl tobb aminosavmaradé-
kot, példdul legfeljebb 25 vagy legfeljebb 15 aminosavmaradékbél
dllnak. A peptid teljes szekvencidja el8nydsen egy HIV-tdrzs ter-
mészetes szeékvencidjdnak felel meg, a szekvencia tartalmazza a
HIV-1 esetén az 599 - 603. aminosavmaradékokat, vagy més HIV ti-
pusok esetén a megfeleld aminosavmaradékokat. A fenti természe-
tes szekvencidban azonban egy vagy tébb fent emlitett szubszti-

tucié is eld8fordulhat. A peptidek példdul az aldbbi izo0l41t HIV
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torzsekb8l szarmazhatnak:
HIV-1 (Z2-3): Wiley és munkatdrsai, PNAS USA, 83, 5038 (1986);
HIV-1 (LAV

HTVL-IIIB; HTVL-II WMJ-1; ARV-2): Wain-Hobson

BRU’ IFR’
és munkatdrsai (1985); Ratner és munkatédrsai, Nature 313, '277
(1985); Starcich és munkatdrsai, Cell, 45, 637 (1986); és
Sanchez-Pescador és munkatdrsi, Science 277, 484 (1985);

HIV-1 (LAV-ELI) és HIV-1 (LAV-MAL): Alizon és munkatdrsai, Cell,
46, B (1986); és

HIV—QROD: Guyader és munkatirsai (1987).
Eld6nytosek az aldbbi szekvencidju peptidek:

HIV-1: LGLWGCSGKLIC
LGIWGCSGKLIC
LGIWGCSGKHIC
LGMWGCSGKHIC

HIV-2: NSWGCAFRQVC
KYLQDQARLNSWGCAFRQVC
ATEKYLQDQARLNSWGC
KNSWGCAFRQVCHTTVPWVN

RVTATIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVC

A peptidben 1év8 minden merkaptocsoport védett. A mer-
kapto-véd8csoport acetamido-metil-csoport lehet, vagy egy szerves
higanyvegyiiletb8l, maleimidb8l vagy diszulfid-blokkoldszerbdl
szdrmaztathaté csoport. Diszulfid-blokkoldészerre példaként emlit-
hetjiik az Ellman-reagenst, ditio-piridilt. A véd8csoport el8nys-
sen N-etil-maleimidb8l gsz4rmazé (a) képletii csoport, vagy (b)

képletii acetamido-metil-csoport.



A‘talélméﬁy szerigti péptidék Szinfétikus'bépfidék.

Ezeket k2miai szintdzisszl &allithatjuk eld. Szilédrd fisu vagy

oldatban végbemend peptidszintizist alkalmazhatunk. A peptidet

igy az alibbi eljarassal 4llithatjuk elé:

(a) az egyes aminosavakat &s/vagy kit vagy tobb aminosavbdl 2116
aminosav-fragmentumckat a taldlmény szerinti peptidnek megfeleld
sorrendben kcndenzdljuk, mimellett ha az aminosav ciszteln,

a merkaptocsoport szabad formabaa vaan, vagy bloxkolt; ily
médon egy taldlmény szerinti peptidet kapuok, amelynek

termindlis Xkarboxilcsoportja szabad, vagy amid formaban van;

D~

S
(b) kivant esetben a cisztein-marad2k(ok) szabad merkaptocsoport-
jat blokkoljuk.

S5zilard fazisu peptidszintézis esetin a kivant peptid
anincsav-szekvenciajat a C-terminalis aminosavidl kezdve &pitjik
fel, amelyet oldhatatlan gyantdhoz koétink. A kivant peptid-szek-
vencia kialakit4dsa utan 2 peptidet a gyantardl lehasitjuk.

Ha a peptid-szintézist oldatban hajtjuk v2gre, a pepti-
det ismét a C-termin4dlis aminosavbdl kiindulva épithevjilkk fel. A
fenti aminosav karboxilcsoportja a szintdzis sorin végig blok-
kolt megfeleld viddcsoporttal, amelyet a szintézis vegin eltivo-
1itunk.

Birmelyik - szilidrd fézisu vagy oldat-fizisu = eljaras
esetdn a reakcid-rendszerbe bezdagolt Osszes aminosav rendszerint
vidett X-amino-csoporttal %s sktivAalt karboxilecsoporttal reniel-
Xezik. Az aminocsoportot fluocren-S-il-metoxi-karbonil-csoporttal
(Fmoc) vagy terc-butoxi-karbonil-csoporttal (Boc) védhetjik. A

karboxilcsoportot pentafluor-fenil- vagy l-oxo-2-hidroxi-dihid-
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ro-benzotriazin-sszter formajaban aktivalhatjuk. Az egyes kou-
denzicids lépéseket diciklohexil-karbodiimid vagy 1-hidroxi-ben-
zotriazol jelenlédtédben hajthatjuk végre.

Az oldallincckban 12vé funkcids csoporiokat reundsze-
rint szintén v3djik, p2lddul a lizin oldallincban 13vd aminocso-
portjat, vagy a treonin oldalliarcban 15v8 hidroxilcsoportjat,
vagy a cisztein cldallancban 14v6 merkaptocsoportjat.

Az L-amino-vidBcsoportot minden egyes szintzis-12pés
utdn eltavolitjuk. Az oldallénc-vidécsoportokat azonban rerdsze-
rint csak a szintdzis befejezdse utdn tavolitjuk el, vagy Kivéant
esetben nem tavolitjuk el azokat. Vadett merkaptocsoport eset2n
viszont kivant esetben a védbécsoportot nem tavolitjuk el, ha az-
zal blokkolni kivanjuk a merkaptocsopcrtot. Ha mas blokkold cso-
portot xivanunx beviuni a peptidbe, vagy a peptidet szabad mer-
kaptocsoporto(ka)t tartalmazd formaban kivanjuk elbéallitani, a
védﬁcsoportot'elfévolitjuk.

A peptideket tetszés szerint C-termindlis karboxilcs-
porttal vagy amidcsoporttal 41lithatjuk eld. Szilard fazicsu pep-

tid-szintdzis esetdn ez attdl filigg, hogy a C-termindlis aminosav

hcgyan kotdédik a hordozd gyantihoz 2s/vagy a k2sz peptidet ho-
gyan hasitjuk le a gyantiardl. A gyanta iltalaban egy sztirol

4s/vagy divinil-benzol polimer. A C-termindlis aminosav a gyan-
tdhoz 4szter-kotissel kapcsolddhat, amelyet erés savval, p2lda-
ul trifluor-ecetsavban hidrogén-bromiddal, vagy hidrog2n-Zluo-
riddal hasithatunk C-termindlis kerboxilcsoportot tartalmazd

peptidd2. Ammonolizissel megfeleld amidot Allithaunk el sza-

bad kartoxilcsopcrtot tartalamzd peptid helyett.



A peptid-amid szil4rd fizisu szintszissel vald eldal-
1it4sdnak misik mddje az, hogy a peptid C-terminilis aminosav-
jat peptid amino-benzhidril-kotéssel kapcsoljuk a gyantihoz. =zt
ugy alakitjuk ki, hogy diciklohexil-karbcdiimiddel végezzik a
kapcscldst, %s a kotist hidrogén-fluoriddal bhasithatjuk, rend-
szerint hidegen. Oldat-fazisu szintizis esetén attcl figg, hegy
G-terminilis karboxil- vagy amidcsoportot kapunk, hogy a C-ter-
minAlis amincsav karboxilcsoportjat hogyan blokkoljuk, és a szin-
tizis befejezése utdn hogyan tavolitjuk el a véddcsoportot.

A C-terminalis karboxilcsoportot tartalmazd pepdidet

D~

C-tercinialis amidcsoportot tartalmazd peptiddé alakithatjux, 2S
forditva.

A peptideket rekcmbindns DNS-eljaridsokkal is elé411it-
hatjuk. Igy a peptidet kdédold INS-szekvenciat 4llitjuk elb. K2-
szitiink =gy expresszidés vektort, amely a DNS-szekvenciat magiban
foglalja, 4s amely képes negfeleld gazdaséjtben a peptid kifeje-
zésare,

A DNS-szekvencia a vektorban transzléicids start 2s

stop jelek k0z0tt helyezkedik el. Megfeleld traunszkripcids sza-

balyozd elemeket is alkalmazuuvk, killdnOsen promotert a DNS-szexk-

venciara, 4s egy transzkripcidés terminacids helyet.

A DNS-szekvencia a helyes transzkripcids keretber van,
igy a peptid'kifejezédhet a vektcrral Csszafirketd gazdaszerve-
zetben.

Barnely wegfeleld gazda-vektor rendszert alkalmazha-

tunk. A vektor r21d4ul plazmid lehet. Ebben az esetben bakteri-

z%

O

31lis vagy 2le

n

gazdaszervezetet haszuilhatunk. A vektor vira-
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lis vektor is lehet. Ezt enlds sejtvonal gejtjeirvek ferzdzisire
hasznilhatjuk, a peptid kifejezésére.

A blokxolt merkaptocsoportokat tertalmazd peptideket
k4tf4sle mbédon allithatjuk eld. Egyik mbédszsr szerint védets mer-
kaptocsoportokat tartalmazd cisztein-molekuldkat hasznilhatunk
az (a) lipisben, amikor a peptidet az aminosav-prekurzorokbdl
feldpitjik. Masik mddszer szerint szabad merkaptocsoporto(ka)t
tertalmazd taldlmdny szerinti peptidet 41litunk 210, amelje—
ket ezutdn blokkolunk. A merkaptocsoportot blckkold szert vagy
a szabad ciszteinnel, vagy a2z (I) Zltaldnos képlatil peptiddel
reagdltatjak, a médszertdl figzden.

Barnely megfeleld, merkaptocsoportot blokkold szert al-
kalmazbatuvk. P2ldaként az écetamido—metanolt 4s a szerves hi-
gany, maleinid 4s diszulfid blokkoldszereket emlithetjiik, Megfe-
1e18 diszulfid blokkoldszer p2ldaul az Ellman-reagens 2s a ditio-
piridil. El8nybsen N-etil-maleimidet vagy acetamido-metauclt hasz-

rialunk,

Ha a taiélmény szerinti peptidet szabad merkapto-
CSOporto(ké)t taffélmazé formaban kapjuk, amelye(ke)t azutin
blokkolni kivanunk, a peptidet elészor redukiljuk. Rendszerint

erés rsdukildszert, igy ditionitot, 2—merkapt04ﬁanoit, ditio-

-treitolt vagy ditio-sritritolt hasznilunk. El6uyds a ditio—tﬁe—
itol hasznalata. Ha a redukialdszert csak kis feleslegben hasz-
nialjuk, a redukalt peptidet nem sziikséges szeparilui a merkapto-
csoportot bleokkold szer hozzdadéisa eldit.

Rendszerint ugy jaruck el, hogy a peptid 100 - 5GO

/umél/l koncentracidéju oldatat puffsrben (e~ pH T) kizelitdleg
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kstszeres molaris feleslegben 13vd redukalészerrel, p2ldéul di-
tic-treitollal (azaz 200 - 1000 /umél/l redukialdszerrel) redukil-
Jak, legaliabb 20 percen keresztul,.rendszerint 30 wnaercen at. Zz-
utin hozzdadjuk a blokkoldszert, p2ldiul ¥-stil-maleimidet, k3-
zelitdleg kidtszeres mcléris feleslegben az Osszes j2lenldvd wer-
¥aptocsopcrtra szimolva. A blckkoldszert legalabb 1 4éran keresz-
til reagiltatjuk. 4 mbédositott peptidet ezutin megfeleld puffexr-
oldattal gilsziirhetjik. Ugy is eljirhatunk, hogy a wddositotd
reptidet tovabbreagiliatjuk a kapgsolészerrel, p32164ul S-acetil-
-tioglikolsay N-hidroxi-szukcinimid-észtersvel (SATA) vagy 4-
~(N-maleimido-me til)-ciklohexan-1l-karboxilittal (sMcc) a gilszi-
rés elétt. |

A taldlmény szerinti " peptidet HIV-re, példdul HIV-1-re
¢s/vagy HIV-2-re specifikus antitestek vizsgdlatéra alkalmazhatjuk. A vizsgélat
bérmely megfelel§ bioldgiail folyadékban - p2ldiul vizeletben, plaz-
w4dban, virbsn, szirumbtan, cnddban, konayben, nyilban vagy agy- .
-gerincveld-folyadékban - elvégezhetjik. A vizsghlati eljarss
abbdl 411, Yogy a vizsgalandd mintahoz hozziadjuk a peptidet, 2s
meghatérozzuk, hogy koidédik-e antitest a peptidhez. Erre a c2lra
kx4szithe tilnk egy teszt-készletet, amely egy taldlmdny szerinti
peptidet - 45 olyar eszkdztket tartalmaz, amelyek alkalmasak

annak meghatérczéséra; hogy a mintaban esetleg jelenlévd, HIV-re

sgecifikus antitest kotodik-e a peptidhez.

szémcs vizsgalati forma alkalmazhaté. A peptidet hasz-
ndlhatjuk a HIV-re szelektiv antitest oldatbol vald megkOtési-
re, a mir megkdtott antitest jelolssére, vagy mind megkotésre,

mind jeldlésre. Ezeunkiviil a peptidet szimos homog2n vizsgilati
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formiban is alkalmazhatjuk, amikor a peptiddel reagild antites-
tet oldatban detektaljuk, a fazisok szitvalasztisa nélkiil. A pep-
tidet HIV antigsn detektdaldsdra is hasznilhatjuk.

. Az olyan vizsgilatban, amikor a peptidet az antitestek
0oldatbdl vald megkdtdsire hasznaljuk, a peptidet egy szilard fe-
lileten immobilizaljuk. Ez a feliilet valamilyen mdédon moshatd
kell, hogy legyen. Az alkalmazhatd feliiletek példaul kiilonféle
tipusu polimerek (mikrotitrator lemezz2 priseltek; gydngyok; Kkii-
16nféle tipusu mirdpilcik; felszivd hegyek; elektrddok 2s optikai
eszk0z6k), riszecskédk (p2lddul latex; stabilizalt vér-, bakteri-
4lis vagy  gombasejtek; spbérik; arany vagy egysb fém-szolok; 2s
protein jellegii kolloidok; a részecskék 4tlagos mérete 0,1 - 5
mikron lehet), mewmbriunok (p2ldaul nitro-celluléz; papir; cellu-
léz-acetdt; %s nagyporczitisu vagy nagyfeliiletii, szerves vagy
szervetlen anyagokbdl k2sziilt membrianok) lehetnek.

A peptid feliilethez vald kGtése tortinhet optimilis
tsszetételll oldatbdl vald passziv adszorpcidval (az oldat feli-
letaktiv szereket, olddszereket, soékat, szuszpenddldszereket
tartalmazhat) vegy aktiv kémiai kOtéssel. Az aktiv kOtést kiildn-
file reakciéképes vagy aktivalhatdé furkcids csoportokoun keresz-
til alakithatjuk ki, amelyeket a feliilethez kapcsolhatunk (ilye-
nek példaul a kondenzaldészerek; aktiv 32szterek, halogenidek, an-
hidridek; aminc-, hidroxil- vagy karbcxilcsoportok; merkaptocso-
portok; karbonilecsoportok; diazocsopcritk; telitetlen csoportok).

Az aktiv kOtist proteinen kKeresztiil is kialakithatjuk
(ragat a proteint kapcsoljuk a feliilethez passzivan vagy aktiv

k0téssel) vagy hordczd proteinen - példdul albuminon vagy kaze-



inen - keresztiil, amelyhez a peptidet kiilénféle eljarésokkal k3-
miailag k&thetjik, és amely eldénydket biztosithat izoelektromos
rontja, toltise, hidrofil jellege vagy egyéb fizikai-ksmiai tu-
lajdonsigai kovetkeztiben. A peptidet is kOthetjik a feliilethez
(rendszerint, de uem szilksgszeriien membrinhoz) a reakcidelegy,
p2ld4aul immun-precipiticiods elegy elektroforetikus szétvilaszta-
sa utin.

A pecrtidet hordozd feliiletetl a vizsgalandb mintival
val érintkeztetve (reagiltatva), majd a vizsgilandd minta feles-
legdt valamely arra alkalmas médséerrel (mcsédssal, centrifugilis-
sal, szlirissel, mignesess2ggel, kapilldris hatdssal) eltédvolitva
a megkOtott antitestet valamilyen detektalhatd jelet szolgdltatd
mdédszerrel meghatirozzuk. P21ddul egy fent megadott jelzett mc-
lekulat vagy részecsk2t hasznialunk, amely reagil a megkdtott an-
titesttel (p2ldaul protein pA-t vagy protein G-t vagy hasonld mo-
lekulat; anti-speciest vagy anti-immunglobulin altipust;
reumatoid faktort; a peptidhez kompetitiv médon vagy irreverzi-
bilisen k6t8d6 antitestet; vagy barmely olyan molekulidt, amely
a peptidet felédpitd részt vagy magit a peptidet tartalmazza; vagy
a HIV_b6l kozvetlen vagy kozvetett mdédcn szarmazé mas proteine-
ket %s peptideket).

A detektdlhaté jel optikai, radioektiv vagy fizikai-
-kémiai jellegi lehet, amelyet ugy nyeriink, hogy a kivant mole-
kuldt kbzvetleniil p2ldiul egy festékkel, radioaktivan, elektro-
aktivan, maguneses rezonanciésan vagy fluoreszcencidsan; vagy
kozvetve Zelezzik, p2ldaul ugy, hogy a molekuldt vagy részecs--

kst egy enzimmel jelezziik, amely k2pes valamely mirhetd valto-
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z4ést okozni. A detektalhatd jel p2ldaul agglutinacid, diffrakci-
bs hatis vagy kitszeres finytorés kovetkezménye is lehet, amely.
akkor 134p fel, ha az emlitett felilet részecske forméban van.

Az olyan tipusu vizsgalatokban, amikor a peptidet ar-
ra hasznaljuk, hogy azzal egy mir megkitott antitestet jelezzlok,
a peptidet valamilyen mddon jelezni kell, amelynek segits2givel
ezutin detektalni tudjuk. A jelz2s kozvetlen lehet, amiXkcer a pep-
tidhez k%miailag vagy passzivan p2ldéul radio-, mizneses rezonan-
ciz-, riszecske- vagy enzim-jelzd1 kGtiink; vagy kbzvetett, ami-
xor egy clyan molekulat jelziink valamilyen formaban, amely maga
kires reagilni a peptiddel, ilyen molekula p21d4ul 2 pepticddel
szembeni antitest, 4s a jelzett molekula ezt kivetlen a peptiddel
reagil.

A jelzisuek a peptidhez vald k6tése k2miailag kozvet-
len lehet olyan csoporton keresztil, amely eredetileg is Jelen
van a peptidben, ilyer példiul egy aminocsoport; vagy egy, & pep-
tidbe utbdlagosan bevitt .csoporton, példaul maleimidcsoporton ke-
resztiil. Az antitestek megkttise lejatszdédhat valamely feunt em-
litett feliileten, barmilyen mdédon, p2ldiul passziv vagy aktivalt
adszorpcidval, amelynek eredméduyeként specifikus antitest vagy k0-
t6tt immur-komplexek keletkezuek. Az antitest megkotése kOzelebb-
rél anti-speciesek vagy anti-immunglobulin-altipusok, reumatoid

fatorck, protein A, G 4s hasonldk Altal; vagy barmely, a peptid

artigén-szakaszat tartalmazd molekula 4ltal torténhet.

Az olyan tipusu vizsgdlatokban, amikor a peptidet a min-

tadban 1év6 HIV  antitest mérésére hasznal juk, a peptidet vala-

mely fent ismertetett mddon jelezhetjik, és vagy kompetitiv mo-
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don vald kétésre hasznaljuk, amikoris a peptidnek a fent ismerte-
tett feliileten 1év6 specifikus molekulédkhoz vald kotddését gé-
tolja a mintédban 1év8 antigén; vagy nem-kompetitiv mddon vald ko-
tésre, amikoris a mintédban 1év8 antigént kotjik specifikusan vagy
nem-specifikusan egy fenti felililethez, ami viszont egy specifi-
kus két vagy t&bb vegyértéku molekuldhoz - példaul antitesthez -
k6tddik, és a molekula fennmaradd vegyértékét haszndljuk fel a
jelzett peptid megkdtésére.

Homogén vizsgdlati mOdszer alkalmazdsa esetén dltaldban
a peptidet %25 az antitestet jelezziik, ugy, hogy amikor az anti-
test a peptiddel szabad oldatban reagil, a k3t jelzés kdlcstnha-
tasa kOvetkeztiben p2ldiul az egyik jelzéssel kapcsolddd energia
a wésik jelzisre nem-sugirzisos mbédon Attevddik, 3s a gerjesz-
tett misodik jel vagy kibltott elsé jel megfelelden mirhetd (p3l-
daul fluorimetriidsan, migneses rezonanciisan vagy enzimatikusan).
Antig2n vagy antitest hozziaddsa a mintiban a jelzett parok ko-
z0ttli kOlcsbnhatast gyengiti, igy a detektialas sorian eltird nagy-

sigu jelet kapunk.

A HIV-1 vagy HIV-2 detektéléséra alkalmas médszer a
kozvetlen szendvics enzim immunvizsgdlati médszer (EIA). A mikro- .
titrdtor lemesz bemélyédéseit bevonjﬁk eg& talélméﬁy szerinti
peptiddel, amelyhez a HIV-1 és HIV-2 antitestek egyike kot8dik.
Ezutédn egyidejiileg bemérjiik a vizsgdlandd mintdt és egy, a fenti
HIV-1 és HIV-2 antitestek egyikéhez kapcsolédni képes taldlmény
szerinti peptidet, amelyet egy enzimhez kapcsoltunk (konju-
gédlt peptidet).

A specifikus antitestek mind a mélyedést bevondé peptid-

hez, mind a konjugdlt peptidhez k&t&dnek. Rendszerint ugyan-
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azt a taldlmény szerinti peptidet alkalmazzuk a szendvics

mindkét oldaldn. Mos4s utdn a megkttott enzimet szinvdltozdst o-

kozé specifikus szubsztrittal detektdljuk. A fenti EIA kivitele-

zésére alkalmas készlet Osszetétele az aldbbi:

(1) egy enzimmel jelzett, taldlmdny szerinti el jdréssal el8alli-
tott vegyilet, amelyhez a HIV-1 és HIV-2 antitestek kozil az
egyik kotédik;

(2) az enzim egy szubsztritja;

(3) olyan eszkéz, amely megfelel8 feliilettel rendelkezik a taldl-
mény szerinti el jdrdssal el84llitott, jelzetlen peptid immo-
biliz4ldsédra, és amelyhez a HIV-1 &s HIV-2 antitestek kozil
az egyik kot8dik; és

(4) kivdnt esetben mosdoldatok és/vagy pufferek.

A taldlmdny szerinti peptideket kombindlt vizsga-
latban is hasznédlhatjuk, a HIV-1-re és HIV-2-re specifikus anti-
testek egyiittes kimutatdsédra. Ekkor a vizsgdland§ mintét egy, a
HIV—1 és HIV-2 antitestek koziil az egyiket megkstd, taldlmény sze-—
rinti eljdrdssal el6411litott peptiddel, és egy olyan polipeptiddel
hozzuk érintkezésbe, amely a HIV-1 éa HIV-2 antitestek kozil a
mdsikra specifikus antitestet megkotd antigén-molekularészt tar-
talmazza, és meghatdrozzuk, hogy kdtddik-e antitest a taldlmény
szerinti . peptidhez és/vagy a fenti polipeptidhez. Barmely
fent emlitett vizsgdlati médszert alkalmazhatjuk erre a célra,
megfeleld médositédsokkal.

A HIV-1-re és HIV—2—revspecifikus antitestek kimutatd-
s4dra alkalmas kombindlt vizsgdlatra megfeleld készlet tartalmaz
egy taldlmédny szerinti eljéréssal el84al1litott peptidet, amelyhez

a HIV-1 és HIV-2 antitestek kozil egyik kotdédik, egy olyan poli-
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peptidet, amely egy, a HIV-1 é&s HIV-2 antitestek koziil a mési-

kat megkdt8 antigén-molekularészt tartalmaz, és olyan eszkizbket,

amelyekkel kimutathatdé, hogy a vizsgdlt mintédban esetleg jelenlé—

v HIV-1 vagy HIV-2 elleni antitestek kot8dtek-e a fenti polipep-—

tidhez, vagy a taldlmdny szerinti eljér4dssal el84llitott peptid-

hez.

A fent emlitett EIA médszer alkalmas a kombindlt vizs-—
gédlatra is. A HIV-1 és HIV-2 antitestek k&ziil a midsikat megksts
antigén-molekularészt tartalmazd polipeptiddel is bevonjuk a mik-
rotitrdtor lemez bemélyedéseit, A fenti polipeptidet, példdul egy
enzimmel jelzett azonos polipeptidet a vizsgdlandd mintdval és a
taldlmédny szerinti eljdrdssal el84llitott konjugdlt peptiddel e-
gylitt hozzdadjuk. A polipeptiden 1év8 enzim-jelzés azonos vagy
kii16nb6z8 lehet, mint a taldlmdny szerinti peptiden 14v8 jel-
zés. Igy a fenti (1) - (4) komponenseken kiviil az ilyen EIA vizs—
gdlatra alkalmas készletek az aldbbi komponenseket tartalmazzgk:
(5) egy, a HIV-1 és HIV-2 antitestek ko&ziil a mdsikat megksts

antigén-molekularészt képvisel8 polipeptidet, amely egy en-—
zimmel van jelezve;

(6) atban az esetben, ha az enzim a taldlmdny :szerinti peptid
jelzésére haszndlt enzimt8l eltérd, egy szubsztritot az enzim
szdmdra; és

(7) a HIV-1 és HIV-2 koziil a midsikat megkot8 antigén-molekula-
részt képviseld jelzetlen polipeptid immobilizédldsdra alkalmas
feliiletet biztositd eszkozdket.

Ha a. taldlmdny szerinti peptidet &s a (7) pontban
emlitett, jelzetlen polipeptidet ugyanazon feliileten immobilizdl-

juk, a (3) éa (7) pontban megadott eszksztk azonosak.
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A HIV-1 és HIV-2 antitestek koziil a mdsikat megkot$
polipeptidet kémiai uton is elddllithatjuk. Ez egy olyan po-
lipeptid is lehet, amelynek egy vagy minden merkaptocsoportja
blokkolt a taldlmény szerinti eljdrdsnak megfelelfen. A fenti po-
lipeptid azonban rekombindns polipeptid is lehet.

A HIV-1 kiilondsen kétféle tipusu antitestet provokéal.
Ezek a gag protein elleni anti-p24 és az env protein elleni anti-
-gph1. El84llitottunk egy olyan specidlis fuzidés peptidet, amely-
hez mind az anti-p24, mind az anti?gp41 k6t8dik. Ez a protein e-
zért a HIV-1 antitestet megkst8 antigén-molekularészt képvisell
polipeptidként haszndlhaté. A fenti protein szekvencidja az a-
14bbi:

10 20
MetAsnSerProAspThrGlyHisSerSerGanalSerGlnAsnTerroIleVaIGln

pl8> P24>

30 | 40
AsnI1eGlnGIyGInMetVaIHisGInAlaI1eSerProArgThrLeuAsnAlaTrpVa1
50 60
LysValValGluGluLysAlaPheSerProGluValIleProMetPheSerAlaLeuSer
70 80
GluG1yA1aThrProGlnAspLeuAsnThrMetLeuAsnThrValGlyGlyHisGlnAla
90 100
AlaMetGlnMetLeuLysGluThrI1eAsnGluG1uA1aA1aGluTrpAspArgValHis
110 120

ProValHisAlaGlyProIleAlaProGIyGlnMetArgGluProArgGlySerAslee
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130 %0
AlaGlyThrThrSerThrLeuGlnGluGlnIleGlyTrpMetThrAsnAsnProProlle
150 160
ProValG1yG1uIleTerysArgTrpIleI1eLeuG1yLeuAsnLysIleValArgMet
170 180
TyrSerProThrSerIleLeuAspIleArgGlnGlyProLysGluProPheArgAspTyr
190 ‘ 200
ValAspArgPheTyrLysThrLeuArgAlaGluGlnAlaSerGlnGluValLysAsnTrp
210 : 220

MetThrGluThrLeuLeuValGlnAsnAlaAsnProAspCysLysThrIleLeuLysAla

230 240
LeuGlyProAlaAlaThrLeuGluGluMetMetThrAlaCysGlnGlyValGlyGlyPro
250 : 260
AsnSerProArgGlnLeuLeuSerGlyIleValGlnGlnGlnAsnAsnLeuleuArgAla
gpal>
270 280
I1eGluAlaGlnGlnHisLeuLeuGlnLeuThrValTrpGlyIleLysGlnLeuGlnAla
290 300
ArglleLeuAlaValGluArgTyrLeuLysAspGlnGlnLeuLeuGlyIleTrpGlyCys
310 320
SexrGlyLysLeulleCysThrThrAlaValProTrpAsnAlaSerTrpSerAsnLysSer
330 340
LeuGluGlnIleTrpAsnAsnMetThrTrpMetGluTrpAspArgGlulleAsnAsnTyr
350 360
ThrSerLeulleHisSerLeuIleGluGluSerGlnAsnGlnGlnGluLysAsnGluGln
370

GluLeuLeuGluLeuAspLysTrpAlaSerLeuTrpAsnTrpPheAsnGlyAspPro.
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A fenti proteint DM626 jelzissel lattuk el. £163lliti-
sat 8630170.5 szimu eurépai-szabadalmi be jelentésiinkben ismertet-
tiik. A protein szekveunciidja egy vagy tobb aminosav helyettesi-
t4sivel, inzercidjaval 2s/vagy delicidjiaval és/vagy egyik vagy
mindk2t vig meghosszabitdsival médosithatd, feltéve, hogy az i-
lyen médositott szekvenciiju protein kipes megkdtni az anti-p24-
-et 4s az anti-gp4l-et, %s legaldbb 75 % homoldbgia van a mddosi-
tott 3s médositatlan szekvencia kozdtt.

A mbdositatlan szekvencia alapvetfen a HIV-1-b8l izo-
141t CBL-1 p24 %s gpd4l protein riszeinek fuzionilidsiabdl szirma-
zik (WO 86/C4423). Ezex a riszek a 121 - 356.3s 542 - 674, ami-
nosavaknak felelnek meg, Meusing 2s munkatirsai szimozisi rendsze-
re szerint /Nature 313, 450 - 458 (1985)/. A fenti riszek kezde-
te a fenti aminosavszekveuncia 17. 2%s 244. aminosavjinil van. Az
5 - 16. aminosavek a pl8 proteinbdl szirmaznak. Az 1 - 4., 241 -
-~ 243.4s 377 - 379. aminosavak abbdl az expresszids vektorbdl
szidrmaznak, amelybdl a fuzidés proteint kaptuk, illetve a DNS-
-manipulacidkbdl.

A szekvencia egy vagy tObb aminosav helyettesitésivel,
inzercidjaval 4s/vagy delicidjaval mbédosithatd. Ezek a mdédosita-
sok a szekvencidban barhol eléfordulhatnak, de kiildndsen a szek-
veucia azon riszeiben, amelyek nem a p24 3s gp4l proteinbdl szir-
maznak. Szubsztitucid esetén a mdédositatlan szekveuncia egy vagy
tobb aminosavjit egy vagy tobb olyan aminosavval helyettesitjiik,
amelyek megbrzik a szekvencia fizikai-k2miai tulajdonsigait,
p41d4ul nem valtozik a tOltés-siiriiség, Hdrofil/hidrofob jelleg,
méret %s konfiguricid. Igy p2lddul a Ser-t Thr-nal helyettesit-

hetjiik, 2s megforditva;'a Glu-at Asp-val, 2s megforditva; wmig a
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Gln-t Asn-nal, s megforditva. A 10. aminosavat kipviseld Ser-t
tsu-nal helyettesithetjik.

A szekvencidt egyik vagy mindk3t v2g2n meg is nyujt-
ratjuk. 2z adott esetben legfeljebb egy tovabbi karboxil-termina-
lis Jys-maraddk hozziaddsat jeleanti. Lz aminosav-szekvenciat a-
zcaban 50 aminosav-maradik hozziadisival is meghosszabithatjuk,
egyik vagy mindx2t vigin. A mddositatlan szekvencidhoz igy lez-
feljzsbb 40 aminosavat, p2ldsal 20 aminosavat adhatunk az amino-
-terminilis %s/vagy karboxil-terminilis vigen. Az amino-termini-
1i3 aminosav azonban rerdszerint Met, a proteint kifejez0d nukle-
insev-szekvencia transzlicids start-kodonja kdvetkezisben.

Zz a helyzet, hacszk a protein nem ugy fejezddik ki,

N

)

m

ogy amino-terminilisén egy hordozd-preteinrel van fuziondlva,

4s a fuzids proteint hasitva kapjuk a talalminy szerinti prote-
iant.

A szekvenciat ugy médosithatjux, hogy a médositatlan
proteint k6dold DNS-szekveuncidban vigrehajtjuk a megfeleld vil-
toztatisokat. Ezt barmely arra alkalmas médszerrel vigrehajthat-
juk, p2ldiul a szekvenciit egy endounukledzzal megroviditjik, be-
illesztiink. egy kot6-szekvenciat, exonukledzokat 2s/vagy polime-
rizokat 3s hely-irinyitott mutageuezis technikit alkalmazuuk.
Azt, hogy a mbdositott DNS-szekvencia olyan médositott proteint
kédol-e, amelyhez mind az anti-p24, mind az anti-gp-41 képes
k6tédni, egyszeriien megallapithatjuk. A médositott szekvenciat
egy megfeleld plazmidba kldnozzuk, a plazmiddal egy gazdasejtet
transzformalunk, 4s a kifejez8dott proteint megvizsgiljuk, hogy

!’ ’
K2

cs-e kOtédnl az anti-p24-gyel 4s az anti-gp4l-gyel. Tehat leg-

3

alicdh 75 %, p3ldsul 85 %, vagy tobb, vagy 90 % vagy tobb kell,



hogy legyen a homoldgia mirtike a mddositott 25 mdédositatlan
proteinek aminosav-szekvenciijiban,

A taldlmény szerinti  peptidre specifikus antites-
tek termelédisit egy fenti peptid alkalmaziasaval valthatjuk ki,
Az 2ntitest moncklonidlis vagy poliklonalis lehet. Az antitestet
a peptid-sarzsok mindségi kontroll-vizsgilatira; a rekombinins
protein, peptid vagy virdlis lizatum tisztitdsira; antigén-mo-
lekalarisz feltirkipezisire; 2s ha jelzett, antitest-detektali-
si korpetitiv tipusu vizsgilatban konjugidtumk2nt; valamint an-
tigir-detektaldsi vizsgalatickban hasznilhatjuk.

Poliklonilis antitest el64l1litdsdra a hordozbdhoz kap-
csolt (I) 4ltaldnos képletii peptidet egy emlds veagy egydb illa-
ti szervezetbe injextaljuk, p2ldiul egsrbe, patkinyba, birkiba
vagy nyalba, és a peptiddel szemben termeléddtt za2ntitestet ki-
nyserjik. A pegtid-hordczd konjugiatumot rendszerint ianjektalhatd
K3szitminy forméijdban adagoljuk, amely fizioldgiailag elfogad-
hatd higitdszert is tartalmaz. A k3szitminy adjuvinst - p2ldiul
Frsund-f2le adjuvianst (FCA-t) vagy Freund-féle nem teljes adju-
vanst (FIA-t) is tartalmazhat. Az allatckat megfeleld iddtarta-
mon Kerssztil immuniziljuk. Az allatoktdl megfeleld idEkdzOkben
vért vesziink a peptid-ellenes aktivitis meghatirozisira. Ha az
aktivitis megfeleld szintet 3r el, az Aallatokat elvireztetjitk.
Az antitestet extrahialjuk 2%s pdldiul sdval kicsapva 2s affinité-
si kromatografiis eljardssal tisztitjuk, immobilizilt szinteti-
kus tpeptidet alkalmazva.

A monoklondlis antitestet termeld hibriddémat ugy a1lit-
hatjuk elé, hogy a szaporoddst biztositd sejteket a taldlmény

szerinti peptiddel szembeni antitestet termeld sejtekkel fu-




- 20 _

ziondljuk. Jellegzetes mbédon egy 4llati gazdaszervezetet, p2lda-
ul egeret immunizaluuk a peptiddel szemben. A lipet eltavolit-
juk 2z immunizalt 41llatbdl. A lipsejteket egy feunntartd sejtvo-
nallal, p4ld4ul egrbdl szirmazd myeloma-sejtvonallal fuzionil-
juk. Ily mddon peptid-specifikus monoklondlis aniitestet kiva-
1esztb hibridomat kapuck. Az antitestet a fent ismertetett mb-

dcn tisztithatjuk..

A talalminyt kozelebbrbl az alabbi p2ldixkal kivianjuk

szeml3ltetni. Hérom referenciapélddt is ismertetiink.

l, referenciapélda

Karboxil-terminzlisian amidcsoportot tartalmazd KYIQDR-

ARINSWGCAFRQVC peptid eldillitisa

A peptidet Merrifield médszerinek /Merrifield, JACS,
85, 2149 - 2154 (1963)/ Houghten 4ltal leirt médositisival szin-
tetizaljuk [ﬁoughten,'Prbc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 5131 -

- 5135 (1985)/.

A peptidet p-metil-benzhidril-amin-divinil-benzol gyan-
t4n szintetizdljuk. Az egyes aminosavak <-amino-csopcrtjat terc-
~-butoxi-karbonil-csopcrttal (Boc) vadjik. Az egyes kapcsolasi
13pések az aliabbiak: » .

1. a gyantidt diklér-metinnal mossuk - 10 perc

2. mosis 5 % diizopropil-etil-amint tartalmazd diklér-metinnal -
2 perc, haromszor

3, mosds diklér-metiunnal - 1 perc, kitiszer

4. terc-butoxi-karbonil-aminosav kapcsoliasa diklér-metanban,
0,3 mbé1l/1 diizopropil-karbodiimid jelenldtiben - 60 perc

5. azonos a 3. l2psssel
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. vidécsoport eltdavolitiasa 50 % trifluor-ecesavat tartalmazd
diklér-metannal - 20 perc
7. mosis dikldr-meténnal - 1 perc, hatszor

8. folytatni a 2. 12péstdl.

A kapcsolasi ciklusok tefejez2se utian a peptidet a
gyantirdl lehasitjuk, kidrog2un-fluoriddal 1 érén-keresztul kezel-
ve, 10 % anizol (scavenger) jelenldt2ben. A peptidet a fenti mod-
don C-terminilisin amidcsoportot tartalmazd formédban kapjuk. A
termiket ezutin Aterrel mossuk, sziritjuk, 15 %-os ecetsavban

oldjuk %4s liofilizaljuk.

2. referenciapélda

Karboxil-termindlisin amidcscportot tartalmazd ATEKYI-

QUQARINSWGC %S KNSWGCAFRGVCHITVPWVN peptidek el64lli-

tisa

A cim szerinvi peptideket az l.referenciapélda sze-
rint 411itjuk e16. Ezsrt miadkét peptid C-termindlisin amidecso-

portot tartalmaz.

1. p2lda

Merkaptocsopor tok_blokkoiasa

Az 1. %4s 2. pilda szerint el6allitott egyes peptidek
merkaptocsoportjait az alidbbiak szerint blokkoljuk.

A peptid 25 mmdl/1 kouncentricidju HEPES pufferrel (pH
7,0) k3sziilt, 100 - 150 /umél/l koncentriacidju oldatat kitszeres
mbélfeleslegii (azaz 200 - 1000 /umél/l) ditio-treitollal redukzil-
juk 30 percen keresztiil. Az AIEKYIQDQARLNSWGC peptid esetén azon-
ban csak egyszeresmdlfeleslegi (azaz 1C0 - 500 /umél/l) ditio-

-treitolt hasznialunk, mivel a peptid csak egyetlen cisztein-ma-
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rad 2kot tartalmaz.

Az ©Osszes jelenlsvd merkaptocsoportra szimitva kitsze-
res molaris feleslegben N-etil-maleimidet adunk az elegyhez. A
blokkoldsi reakcidt 1 dr4n keresztiil hegyjuk vigbemenni. A mddo-

sitott peptidet ezutian pufferoldatba g2lsziirjik.

2. _p2lda
Blokkolt merkzptocsoportokat tartalmazdé KYLODCARINSW-

GCAFRQVC pepyiddel veégzett kfzvetlen szendvics SIA

A péptiddel rasszivan bévonjuk a mikrotitrator lemez
lyukait. A lyakakba a szérum-mintakkal egyiitt bem2rjik a konju-
galt pep%idet. A peptid-konjugatun eczim-kKompcnense lugos roszfa-
tdz. A lem2zt kb, 1 dérian keresztil inkubiljuk, majd a lyukakat
kimoszuk 2s bemdrjik az enzim szubsztritjat. A szubsztrat ciklusos e-
résitési rendszerrel nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADP). Az
anti-HIV-2 jelenldtét a mintéban hasonld mdbdon kezelt standard-
dal Osszehasonlitva mutatjuk ki. Az eredményeket az 1. tablizat-
ban ismertetjiik.

1. tabliazat

Ismerten HIV-2 Ismerten HIV-1 Ismerten HIV

pozitiv mintdk pozitiv mintdk negativ mintik

vizsgalatban + 115 0 0
vizsgalatban - 2 : 15 170
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3. referenciapélda

fonzim_ immunvizsgilat l-es 2%2s 2-es tipusu humin immun-

hidny virus (HIV-1 %s HIV-2) kimutatisira, KYIGDQAKL-

NSWGCAEEQVC HIV-2 peptid _ 3s_a 17_- 18. oldalakon hi-

vatkozott szekvenciaju HIV-1 fuzids peptid felhasznili-

A peptidekkel bevonjuk a mikrotitritor lemez lyukait,
A konjugialt peptidekkel egyiitt bemirjik a szirum-mintékat az igy
eldksszitett lyukakba. A konjugétﬁmck ugyanezen antiginek elegyei,
amelyeket eldzbleg lugos foszfatiazzal jeleztink. A lemezeket kb.
1 46rian keresztil inkubaljuk, majd a lyukakat kimossuk 2s az eun-
zim szubsztratjit bemsrjik. Szubsztritkint ciklusos ersitd rend-
szerrel nikotinamid-adenin-dinuklectid-foszfatot (NAD2) haszni-
lunk, amely szines reakcidtermdket eradminyez. Az enzimreakcidt
megfeleld inkubalds utin ledllitjuk, 2s a szint spektrofotometri-
4san meghatarozzuk. A konjugatum meunnyisige, 2s eunnek kovetkez-
t4ben a szin a lyukakban egyeunesen ariunyos & HIV-vel szembeni an-
titest koncentricidjaval a mintdban. Az eredminyeket a 2., 3. 2s
4. tablizatban ismertetjik.
2. tdblazat:; HIV-1l-re %s HIV-2-re specifikus antitest kimutaidsa

szérum-mintikban (A, C, D %s Ecsoport) 3s plazma-

-mintiaban (B csoport) eurdpai viraddk esetin
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Csoport Vizsgalt Nem reagalé Kezdetben Ism2telten
minta szima feagélé reagald

A 2064 2055 9 3

B 1842 1836 6 1

C 1897 1893 4 2

D 1757 1756 1 0

E 1557 1553 : 4 1
Osszesen 9117 902 14 (0,26%) 7 (0,CE%)

3. tabliazat: AIDS-es, AIDS-szel kapcsolatos betegsigben szenvedd,
erbsen veszilyezte tett cscportba tartozd 2s egysb
betegsdgben szenvedd egyedekbdl vett szirum reakti-

vitidsa, surdpai klinikai mintédk eset2n

— —— —— ——

Klinikai Mintdk  HIV-1 és HIV-2 Ismételten HIV-1 anti-
csoport szina antitestre pozitiv  testre pozitiva

ATIDS 117 117 117

ARC 107 107 107

erdsen 304 219 219

veszélgez—

tetett

vegyes® 15 13 13

AIDS-sel 140 1 1

nem kapcso-
latos beteg-
stgek

a: Western blot 4s/vagy legalébb k2t masik immunoldgiai vizs-

gdlattal megerdsitve
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meghatirozott veszidlyeztetett csoportba tartozd bastegek

: AIDS-szel kapcsolatos betegsigeskbten szervedd betegek (p2ldiul

41landbsult 3s Altalidnos nyirokcsomdmegbetegedss)
skut viralis fertézisben, autoimmun betegsigben 2s daganatos

betegsigben szesunvedd betegeka

t4blizat: A Wellcozyme HIV-1 és HIV-2 antitest reaktivitasit
385 nyugat-afrikai mintdban vizsgaltuk. Az Gsszes
HIV-1l-re 3s HIV-2-re detektialt mintit pozitivrek
talaltuk HIV-2 antitest immunoldgiai vizsgilatban,

Nyugas-afrikai betegek széruminak rezktivitisa

Mintzk Antitest~pozitiv Antitest-pozitiv

szima HIV-l-re %s HIV-2-re  HIV-2-re vigzett

vizsgilva immunoldgiai vizsgalatban

AN

2612 2597

o

k2t minta 21lentmond6 eredméuyt adott; az egyix anti-HIV-1

4s anti-HIV-2 alternativ kimutatésdra szolgild vizsgilatck-
ban negativ volt, csak p24-et lehetett kimutatni HIV-1 Western
Blot mdédszerrel, 3s uem kaptunk HIV-2 Western Blot eredm2unye-
ket; a misik minta anti-HIV vizsgilatban negativ volt, egyér-
telmiien az anti-HIV-2 vizsgilatban, 3s hatirozatlan az egyiit-
tes HIV-1 %s HIV-2 Western Blot vizsgalatban

az 8sszes minta pozitiv volt anti~-HIV-2 immanvizsgilattan;

a mimadkat HIV-2 Westeru Blot vizsgélatnak aliavetve 26 egy-

Artelmien pozitiv volt, mig 3 nem adott hatarozott eredm2nys.
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Szabadalmi igény pontok

1. Elj4rds legfeljebb 30 aminosavmaradékbdél 4116,
valamely HIV tipusra specifikus antitesthez kot8dni képes pep-
tidek elB84llitdsédra, amelyek egy (I) 4ltaldnos.képletii szekven-—
cidt tartalmaznak, ahol
X,| és X2 jelentése azonosan vagy eltér8en egy aminosavmaradék;

a termindlis karboxilcsoport adott esetben amid formdban van;

és minden cisztein-maradék merkaptocsoportja blokkolt,

az z al jelleme3zve ; hogy

(a) - az egyes aminosavakat és/vagy két vagy tobb aminosav-
bél 4116 aminosav-fragmentumokat a kivant sorrendben kon-—
denzdljuk, mimellett ha az aminosav cisztein, annak mer-
kaptocsoportja szabad vagy blokkolt formdban vanj; és

- kivéant esetben a kapott peptid termindlis karboxilcsoport-

jdt amidcsoporttd alakitjuk, és kivdnt esetben a cisztein-
maradék(ok) szabad merkaptocsoportjdt blokkoljuk;
vagy

(b) - egy gazdasejtet egy olyan vektorral transzformdlunk, amely
tartalmazza a tédrgyi kdrben meghatdrozott peptidet kdédo-
16 gént, és amely képes a gazdasejtben a peptidet expresz-
szédlni;

— a transzformdlt gazdasejtet tenyésztjiik; és

— a kifejez8ds6tt peptidet kinyerjiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljédrds olyan peptidek eld-
411it4sdra, .amelyek termindlis kaboxilcsoportja amid form&ban

van, a z z a 1 jellemezve, hogy a megfeleld ki-
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induldsi vegyiileteket haszndl juk.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljérds olyan
peptidek el841litdsdra, amelyekben minden cisztein-maradék mer-
kaptocsoportja blokkolt, a z z a 1l jellemezve

b

hogy a megfelel8 blokkoldszereket haszndl juk.

4, A 3. igénypont szerinti eljirds olyan peptidek eld-
411ité4sdra, amelyekben a merkaptocsoportok acetamido-metil-, di-
tio-piridil- vagy Ellman-reagensb8l, szerves higanyvegyiiletbdl
vagy maleimid-vegyiiletb8l szdrmazé csoporttal vannak blokkolva,
azzal jellem ez vVve, hogy a megfelel8 blokkolé-

szereket haszndl juk.

5. A 3. igénypont szerinti eljér4ds olyan peptidek elé-—
41lit4sdra, amelyekben a merkaptocsoportok N-etil-maleimidbél
sz4drmazé csoporttal vannak blokkolva, a z z a l jelle—-

me z Vv e:; hogy a megfelel8 blokkolészert haszndljuk.

6. Az 1. igénypont szerinti-eljdrds olyan peptidek
el8411it4ds4ra, amelyekben az (I) &ltaldnos képletii szekvencid-
ban X,l jelentése G és X2 jelentése I, L vagy M, a z z al
jellemezve, hogy amegfelel6 kiinduldsi vegylilete—

ket haszndl juk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljdréds olyan peptidek
el641lit4s4ra, amelyekben az (I) &ltaldnos képletii szekvencidban
X1 jelentése N és X2 jelentése S, a z z a l jellemez -

v e , hogy a megfeleld kiinduldsi vegyiileteket hasznal juk.
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8. Az 1. igénypont szerinti eljdrds olyan peptidek

el84llitdsdra, amelyek N-termindlisukon és/vagy C-termindlisu-

kon aminosav-meghosszabitidst tartalmaznak, azgzal jel-
lemezvVve-, hogy a megfeleld kiinduldsi vegyilileteket hasz-
nal juk.

9. A 8. igénypont szerinti eljérds olyan peptidek eld-
411itdséra, amelyek N-termindlisukon 1 — 14 aminosavmaradékkal
vannak meghosszabitva, az zal jellemezve,.

hogy a megfeleld kiinduldsi vegylileteket hasznéal juk.

10. A 8. igénypont szerinti eljdrds olyan peptidek elé6-
41litdséara, amelyek C—termindlisukon 1 - 14 aminosavmaradékkal
vannak meghosszabitva, az z al jellemezve

’

hogy a megfeleld kiinduldsi vegyiileteket haszndljuk.

11. Az 1. igénypont szerinti eljérés a
KYLQDQARLNSWGCAFRQVC
aminosav-szekvencidju peptid el84llitdsdra, a z z a 1l jel-
lemezvVve, hogy a megfelel8 kiindulédsi vegyiileteket hasz-—

nal juk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljérés a

KYLQDQARLNSWGCAFRQVC
aminosav-szekvencidju peptid el84llitdsdra, amelynek termindlis
karboxilcsoportja amid formdban van, és minden C-maradék mer-
kaptocsoportja blokkolt, azzal jellemezve

b}

hogy a megfeleld kiinduldsi vegylileteket haszndljuk.
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13. Eljdrds HIVi-re és/vagy HIV-2-re specifikus anti-
testek jelenlétének kimutatdsdra testfolyadékokban, azzal
jellemezve, hogy
(a) a vizsgélati mint4t egy szildrd fézison immobilizdlt, egy,

az 1 — 12. igénypontok bdrmelyike szerinti eljdrédssal els-
4llitott peptiddel hozzuk érintkezésbe, ¢és
(b) megfeleld eszkozokkel meghatdrozzuk, hogy a vizsgdlati minta

tartalmaz-e egy fenti antitestet.

14 . A 13. igénypont szerinti eljdrds, a z z a l
jellemezve, hogy eszkozként jelzett molekuldt vagy

részecskét haszndlunk.

15. A 14 . igénypont szerinti eljdrds, a z z a l
jellemezve, hogy jelzett molekulaként vagy részecske-
ként lugos foszfatdzt, protein A-t, protein-G-t, .anti-speciest,
vagy anti-immunglobulin-altipusokat, reumatoid faktort, vagy az
1 - 12. igénypontok badmelyike szerinti eljdrdssal elS4llitott
peptidre, vagy a peptid antigén-szakaszdt tartalmazé barmely

molekuldra specifikus antitestet haszndlunk.

16. Teszt-készlet a HIV-1 és/vagy HIV-2 antitestek jJe-
lenlétének kimutatdsédra, a z z a 1 jellemezve,
hogy
(a) egy, az 1 - 12. igénypontok szerinti el jirédsok barmelyikével

el8dllitott, enzimmel jelzett peptidet,
(b) az enzim egy szubsztratjét,

(c) az 1 — 12. igénypontok barmelyike szerinti eljdrdssal el8dl-

litott peptid immobiliz4ldsdra alkalmas feliiletet biztosité



tositd eszkdzdket, és
(d) kivant esetben mosécoldatokat és/vagy puffereket

tartalmaz.

17. A 16. igénypaont :szerinti teszt-készlet, a z z a 1
jellemezve, hogy a pepbtid egy HIV-1 gag és/vagy env

szekvencia.

18. A 17. igénypont szerinti teszt-készlet, a z z al
"jellemezve, hogy a gag szekvencia a 121 - 356. ami-
nosavakat magdban foglalé HIV-1 szekvencia, és az env szekvencia

az 542 - 674. aminosavakat magdban foglalé HIV-1 szekvencia.

e A meghatalmazott:

éavtdiagyltodam

\/33\

Aktaszdmunk: 68446-881-SI

Ugyintéz8nk: dr. Kiss I1diké
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