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A taldlmany targya eljaras herpesz viru-
sokra fajlagos monoklonalis antitest eléalli-
tasara, oly modon, hogy

gD—1 vagy gD—2 glikoproteinne! hiper-
immunizalt allat tumor sejtjeibél és 1épsejtjei-
bél hibriddmaékat allitanak eld, majd ezek ka-
zil elkillénitik az 1. és 2. tipust Herpes simp -
lex virus D-glikoproteinjéhez, valamint olyan

fehérje-jellegli anyagokhoz, melyek az aldbbi
szekvencia részét vagy egészét tartalmazzak:

PELA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV(vagy A)GTVA(vagy §)

specilikusan kapcsoldédn! képes antitest” ki-
valasztasdra alkalmas hibridémdkat és a ki-
valasztott hibridomak tenyészetébdl elkiiloni-
tik a monoklonalis antitesteket.
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A talalmany targya eljaras antitestek, pon-
tosabban olyan antitestek el6aliitasara, ame-
lyek egyedi, tébb iranyban fajlagos immun-
reaktivitast mutatnak az 1. és 2. tipusi
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tenyészetekben) valé klonozéasara és kifejezo-
désére vonatkoztak. A fehérjéket kodolo gé-
nek DNS szekvencia-elemzése ezek elsédleges
szerkezeti elrendezésének (aminosav-szekven-

Herpes simplex virus D-glikoproteinjeit 5  cia) elérejelzését eredményezték. Watsomr és
(HSVgD—1 és gD—2) és szerkezetileg rokon munkatarsai pl. [Science, 218, 318—384
anyagokat illetéen. (1982)] a gD—1-hez nyajtanak elérejelzett
A kozelmultban jelentSs kutatasi er6feszi- szekvenciat, beleértve egy ,vezet6“ teriiletet,
tés irdnyult a Herpes simplex virus gliko- és egy olyan teriiletet, amelyet ,érett* fe-
proteinek izolaldsdra és jellemzésére, amelyek 10  hérje teriiletnek jelélnek. Hasonlé rekombi-
a virion burkolat szerkezeti komponenseit nans modszerek lehetdvé tették a gD—2 szek-
alkotjdk, €és amelyek valdsziniileg fontos sze- vencia eldrejelzését, és ennek dsszehason-
repet jatszanak a virdlis fertézés beinditasa- litasat gD—1-el. Watson egy masik ismerteté-
ban. Az erre a kutatasra alapozott legjelents- se [Gene, 26, 307—312 (1983)] altaldnos in-
sebb el6rehaladds a HSVD-glikoprotein 14j 15 formaciét nyajt az érett HSVgD—-1 és
készitményeinek felfedezése, amely a jelen gD—2 DNS szekvenciaelemzés alapjan el6-
bejelent6k munkaja; ezek, amikor vakcina rejelzett elsdédleges szerkezeti elrendezése
kompoziciok aktiv immungénjeként alkalmaz- (aminosav-szekvencia), 0Osszehasonlitasara,
zak, jelentds védelmet valtanak ki a HSV fer- ez az informécié az alabbi I. Tablazatban
tézés ellen; a jelen talalmany megalkotéi 20 lathato.
tovabba felfedeztek immunologiailag jelentss Az emlitett Tabldzatban és a tovabbiak
olvan polipeptidet is, amelyek a HSV gD-ben folyaman a kovetkez6 egyes és harmas betii
jelenlevé  folyamatos aminosavszekvencia .kodok“-at alkalmazzuk az egyes aminosav-
masolatai vagy lénvegében annak felelnek -gyoksk jelolésére: A = Ala = Alanin; C =
meg (WO 83/02897 kozzétételi szdmi Nem- 26 = Cys = Cisztein; D = Asp = aszparagin-
zetkdzi Szabadalmi Bejelentés). sav; E = Glu = Glutaminsav; F = Phe =
A HSV gD—1 és gDh—2 jellemzésére = Fenilalanin; G = Gly = glicin; H = His =
folyo kutatasban jelentds segitséget nytjtot- = hisztidin; I = Ile = lzoleucin; K = Lys =
tak a rekombinans DNS technikak alkal- = Lizin; L = Leu = Leucin; M = Met = Me-
mazasa (tjan nyert eredmények, amely tech- 3¢ tionin; N = Asn = Aszparagin; P = Pro =
nikak a gD—1 és gD—2 polipeptid szekven- = Prolin; Q = Gln = Glutamin; R = Arg =
cidk részét vagy egészét kodolo DNS szek- = Arginin; S = Ser = Szerin; T = Thr =
vencidk mikrobiologiai gazdaszervezetekben = Treonin; V = Val = Valin; W = Trp =
(pl. baktériumokban, élesztékben és emlds-sejt = Triptofan; és Y = Tyr = Tirozin.
. TABLAZAT

gD—1 KYALADASLKMADPNRFRGKDLPVLDQLTDPPGVRRVYHI 40

gh—2 —— P N——— K

gD—1 QAGLPDPFQPPSLPITVYYAVLERACRSVLLNAPSEAPQI 80

gb—2 —PS—E— —1 — -

gD—1 VRGASEDVRKQPYNLTIAWFRMGGNCAIPITVMEYTECSY 120

¢gp—-2 ———DEA~——HT————Y——D————P—

gD—1 NKSLGACPIRTQPRWNYYDSFSAVSEDNLGFLMHAPAFET 160

egD—2 ——-v—_- S — —

gh—1 AGTYLRLVKINDWTEITQFH EHRAKGSCKYALPLRIPPS 200

gb—2 — — —RA——— i —— A

gD—1 ACLSPQAYQQGVTVDSIGMLPRFIPENQPTVAVYSLKIAG 240

¢eD—2 ———TSKrnrn o4 o — — - —— [ — ——

gD—1 WHGPKAPYTSTLLPPELSETPNATQPELAPEDPEDSALLE 280

gDh—2 —— —P p~T-—VvV—

gD—1 DPVGTVAPQIPPNWHIPSIQDAATPYHPPATPNNMGLIAG 320

gh—2 —A—-SS——— V- H-A—A—-S—P——— 1 319

gD—1 AVGGSLLAALVICGIVYWMHRRTRKAPKRIRLHPIREDDQ 360

gb—2 —JIA—T———G——AF-VR——AOM——L——D——A359

gD—1 PSSHQPLFY 369

gb—2 —P—— 368

2.
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Roéviden dsszefoglalva a gD—1 és gD—2
érett formaja az elérejelzés szerint 369, il-
letve 368 aminosavbol all, a gD—2-nél  hiany-
zik“ egy gyok, amely a gD—1 304. gyokének
felel meg, és mintegy 85% homolégia all fénn
a két szekvencia kozott. [Lasd még Lasky és
munkatarsai: DNA, 3, 23—29 (1984) és Rawls

és munkatarsai: J. Virol. 51, 263—265
(1984)].
A HSV gD—1 és gD—2 jeliemzésében

kutatasokat folytattak ezen anyagok antigén
determindnsai elhelyezkedésének meghataro-
z4sara fajta-specifikus és daltaldnos tipusi
monoklondlis anyagok alkalmazasa segit-
ségével [Eisenberg és munkatérsai: J. Virol.
41, 1099—1104 (1982); Cohen és mutkatar-
sai: J. Virol. 49, 102—108 (1984); Eisenberg
és munkatarsai: J. Virol. 49, 265—268 (1984)
és az ezekben taldlhatd tovabbi referencidk].
Ennek a munkédnak lényegében kettés célja
az volt, hogy kideritsen egy vagy tobb determi-
nanst, amely stimulalja a semlegesité anti-
testek termelését HSV gazdaszervezetben,
és azonositson olyan antitest anyagokat, ame-
lyek az ilyen immunolégiailag jelentds anya-
gok kimutatasaban, mennyiségi mérésében és
affinitasos tisztitasaban megfelelGen hasznal-
hatdk.

A szakteriileten a fentebb jelzett fejlédés
ellenére tovabbra is igény van a gD—I1-nek,
gD—2-nek és szerkezetileg rokon anyagok-
nak, pl. a gD—1 és gD—2 fragmenseknek
és/vagy anologoknak természetes és rekombi-
nans forrasaikbdl valo kimutatasaban, meny-
nyiségi elemzésében ¢s allinitas kromatogra-
fiaval valo izolaldsaban alkalmazhato anti-
test-anyagokra.

A talalmany szerint olyan j antitest anya-
gokat allitunk el8, amelyek egyedi, tébbirdnya
immunreaktivitast mutatnak a 1. és 2. tipusu
Herpes simplex virus D-glikoproteint (HSV
gD—1 és gD—2) és lényegében rokon anya-
gait illetden; valamint a gD—1, gD—2 és szer-
kezetileg rokon anyagaik kimutatdsihoz,
mennyiségi elemzéséhez és affinitas-kromato-
grafiaval térténd izoldlasahoz hasznalhatok.

A talalmany targya tehat eljaras 1. és 2. ti-
pustt Herpes simplex virusra fajlagos mono-
klonalis antitestet termelé hibridomak el6-
allitasara és kivalasztasara. A talalmany
értelmében tumor sejteket és gD—1 vagy
gD—2 glikoproteinnel hiperimmunizalt réag-
csalok lépsejtjeit fuzionalva hibridomakat
allitunk eld, és elkilonitjilk azokat a hibrido-
makat, amelyek t. és 2. tipuslt Herpes simplex
virus D-glikoproteinjéhez, valamint

PELA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy S)
aminosavszekvencia részének vagy egészének,
de legalabb

PEDPEDSALL
aminosavszekvencianak a maéasolatat jelentd
aminosavszekvenciaji fehérjeszerii anyagok-
hoz kotddni képes antitestet termelnek.

A taldlméany targya tovabba eljaras L.
és 2. tipusii Herpes simplex virusra fajlagos
monoklonalis antitestek elGallitasara. A talal-
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many értelmében tumor sejteket és gD—1
vagy gD—2 glikoproteinnel hiperimmunizalt
ragesalok lépsejtjeit fuzionalva hibridomakat
allitunk eld, elkiilonitjiik azokat a hibridéma-
kat, amelyek 1. és 2. tipusi Herpes simplex
virus D-glikoproteinjéhez, valamint

PELLA{vagy V)PEDPEPDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy S)

aminosavszekvencia részének vagy egészének,
de legalabb
PEDPEDSALL

aminosavszekvencianak a masolatat jelentd
aminosavszekvencidju fehérjeszerii anyagok-
hoz kotédni képes antitestet termelnek, és
a hibridomak altal termelt monoklonalis an-
titesteket elkiilonitjik.

A talalmany szerint 1. vagy 2. tipusi Her-
pes simplex virus D-glikoproteinjének, vagy
ezek immunologiailag aktiv fragmenseinek
vagy analogjainak mennyiségét Ggy hata-
rozzuk meg, hogy a szelektiv immunologiai
reakcioban egy a fentiekben elallitott mono-
klonalis antitestet alkalmazunk.

A fentiekben eléallitott monoklonalis an-
titesttel képzett immuno-adszorbenssel I.
vagy 2. tipusii Herpes simplex virus D-gliko-
proteinjét vagy mas, olyan fehérjeszerii anya-
gokat, amelyek a

PELA{vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy )
aminosav szekvencia részét vagy egészét
tartalmazzéik, affinitidsos mdodszerrel tisztitha-
tunk.

A talalméany szerinti antitest anyagok
jellemzéje, hogy kozonséges tipust kotéssel
kotédnek mint gD—1-hez, mind gD—2-hez,
amelyek mind természetes, mind denaturalt
allapotban lehetnek. Ez azt jelzi, hogy az anti-
testek ugyanahhoz vagy kozel ugyanahhoz az
epitophoz kotnek a két glikoproteinen beliil,
és hogy a kotott epitopok linedrisok, és nem
konforméacios epitopok. A taldlméany szerinti
antitest anyagok tovabbi jellemzéje, hogy re-
verzibilis immuno-kotéssel koétédnek olyan
fehérje-szerii anyagokhoz, amelyek tartalmaz-
zak az aminosav gyokok azon folyamatos
szekvencidinak egészét vagy egy immuno-
logiailag jelentds részét, amely a gD—I1
és gD—2 eldrejelzett szekvencidinak 266.
és 287. gyokei kozt teriil el, vagyis a

PELA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy S)

szekvenciat. A talalmany szerinti antitest anya-
gok el8nyosen hibridéma sejtvonalak altal
termelt monoklonalis antitestek.

A talalmany szerint elgallitott antitestekre
példaként az ATCC HB8606 egér-egér hibrido-
ma sejtvonal altal termelt monoklonalis an-
titesteket irjuk le, mely sejtvonalat 1984. ok-
téber 26-an helyeztilk letétbe az American
Type Culture Collection-nal (12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852), az USA
Szabadalmi és Védjegy Hivatal mikroorga-
nizmusok letétbe helyezésével kapcsolatos
kévetelményeivel Gsszhangban.

A talalminy szerint elSallitott egyik eld-
nyds antitest a ,DL—6"-nak nevezett IgG

3
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monoklonalis antitest, amelyet az ATCC
tiB8606 hibridoma sejtvonal allit el6. Ez az
antitest a kovetkezékkel jellemezhets: (a)
JA“ fehérjét koté kapacitas; (b) HSV—1
és HSV—2 in vitro fertgz6képességének sem-
legesitésére szolgald kapacitas; (c) fajlagos
immunologiai reaktivitdas természetben el§-
forduld és rekombinans gD—1 és gD—2-vel,
és kapacitads reverzibilis immuno-kotésekre
ezekhez, természetes és denaturalt allapot-
ban egyarant, akar glikozilezett, akar nem
glikozilezett formaban; és (d) fajlagos
immunologiai reaktivitds és kapacitas reverzi-
bilis immun-k6tésekre fehérje-szerii anyagok-
hoz, beleértve egy olyan aminosav szekven-
cia egészét vagy immunoldgiailag jelentds
részét, amely a gD—1 és gD—2 eldrejelzett,
266. —-287. kozotti gydkeinek mdsolata, azaz
PELA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV {vagy A)GTVA(vagy S).

Az itt speciadlisan DL—6 antitesttel immun-
reaktivnak jelzett fehérjeszerii anyagok kozott
vannak a rekombinans modszerekkel termeit
gD—1 iragmensek, mint pl. a transzformalt E.
coli sejtekben termell ,8—300([1]” nem gliko-
zilezett fragmens, a Hep—2 sejtekben termeit
glikozilezeil ,1—287[1]” fragmens, az E. coli
sejtekben termelt —5-—-369[1]*“ termék, és az
aminosavak polimerizalasaval termelt ,266—
2791, ,266—279[2]“ és ,268—287[1]"“
szintetikus peptidek. A DL—6 antitesttel nem
immunreaktivak a rekombinansok 4ital ter-
melt gD-- 1 fragmensek, mint pl. a CHO sej-
tekben termelt .1 —275[1]"“ glikozilezett frag-
mens, valamint a gD—1 és gD—2 amino-
terminalis kezd6 23 gyoke kiillonbozd részei-
nek masolatat jelentd szintetikus peptidek
¢s ezek hibridjei® és a ,340—356[1]"
szintetikus peptid, amely a gD—1 340. és 356.
kozti gyokei elérejelzett primer szerkezeti el-
rendezésének masolata.

A DL—6 antitest alkalmazisa a termé-
szetes forrasbol eredé gD—1 ailinitdsos tisz-
titasaban nagyon hatasosnak bizonyul, az
eldzetesen meghatarozott immunologiailag
aktiv gD—1 két-haromszoros termelését
nyljtva ahhoz viszonyitva, mint amennyit
korabban monoklonalis anti-gD  antitest
készitményt alkalmazva nyertek. A fertdzott
sejt eredetdi, igy izoldlt gD—1 el6zetes vizs-
galatok szerint legalabb olyan aktiv protek-
tiv immunogénként, mint a korabban izolalt
anyagok.

Az alabbi példakon a taldlmény szerinti
eljaras gyakorlati kivitelezését mutatjuk be
az ATCC HB8606 hibriddma sejtvonal el6-
allitasara. Leirjuk az ezekkel a sejtvonalak-
kal termelt monoklonalis antitestek jellem-
zGit, szaporirdsdt és tulajdonsagainak vizs-
galatat, kiillonds tekintettel az ATCC HB8606
hibridéma sejtvonal 4ltal termelt, jelenleg
elényds ,DL—6“ antitest immunologiai tu-
lajdonsagaira és alkalmazasara.

Részletesebben, az 1. példa az utiana ko-
vetkezd péidakban alkalmazott altalanos mod-
szerekre és anyagokra vonatkozik. A 2. példa-
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ban ismertetett modszerrel egereket stimula-
lunk gD—1 elleni poliklonalis antitestek ter-
melésére; az egér lépsejtet egér mieloma-
-sejtekkel fuziondljuk, és az ATCC HB8606
sejtvonalat tartalmazoé hibridoma sejteket ki-
valasztjuk, klonozzuk és tenyésztjik. A 3. pél-
da a négy fentebb jelzett sejtvonal altal
termelt monoklonalis antitestek immun-reak-
tivitasanak elBzetes sziirGvizsgalatira vonat-
kozik. A 4. példa a DL—6 monoklonélis
antitest részletesebb vizsgalatara vonatko-
zik, mely sorin részletesebben feltarjuk
az antitest immunologiai tulajdonsagait és
azoknak az epitopoknak a természetét,
amelyekhez ez kotddik. Az 5. példaban a
DL—6 antitestnek a természetes anyagokbdl
szarmaz6 gD—1 affinitasos tisztitasaban vald
alkalmazasat irjuk le.

1. Példa
A. Sejtek, virusok és radioaktiv jelzési elja-

rasok

A BHK és KB sejtek tenyésztéséhez és
fenntartdsaban és a virus szaporitdsaban al-
kalmazott altalanos koriiményeket a Cohen
és munkatarsai altal leirtak szerint hataroz-
zuk meg [J. Virol. 14, 20—25 (1974) és
J. Virol. 10. 1021—2030 (1972)]. A fertdzes-
hez 20 PFU (tarfolt-képz6 egység) mennyi-
séget alkalmazunk a HSV—1-nél (HF torzs)
és 10 PFU-t a HSV—2-nél (Savage torzs).
A HSV-vel fert§zott sejtek jelzéséhez alkal-
mazott eljarasok [*S]-metioninnal (fajlagos
aktivitas 600 Ci/mmol) és [2,3—3H]-argi-
ninnel (fajlagos aktivitds 15 Ci/mmdl) azok,
amelyeket a kovetkezd irodalmi helyeken irtak
le: Cohen és munkatarsai, J. Virol. 27, 172—
181 (1978); Eisenberg és munkatarsai:
J. Virol. 31, 608—620 (1979); Eisenberg és
munkatarsai, J. Virol. 41, 478-—488 (1982) ; és
Eisenberg és munkatdrsai: J. Virol. 85, 428—
435 (1980).
B. Monoklonalis antitestek

Az 6sszehasonlitasi célokkal alkalmazott
monoklonalis antitestek (, MCAb’s“) a kovet-
kezd példakban az alabbiak: MCAb HD—1
(I. csoport) és MCAb 170 (VII. csoport),
amelyek a kdvetkezd irodalmi helyek szerinti
antitestek: Pereira és munkatarsai: Infect.
and. Immun. 35, 363—367 (1982) és Eisen-
berg és munkatarsai. J. Virol. 41, 478—488
(1982); MCADb’sb5S, 57 S (V. csoport),
I'1'S (III. csoport), 41 S (IV. csoport) és 45 S
(VL. csoport), amelyek a kovetkezé irodalmi
hely szerinti antitestek: Showalter és munka-
tarsai: Infect. and Immun. 34, 684—692
(1981}.
C. Szintetikus peptidek

Az antitestek peptidekkel vald reaktivi-
tésinak a gD—1 és gD—2 1—23 helyzetein
beliili gyokeire alapozott dtvizsgalasaban al-
kalmazott szintetikus peptideket a Cohen és
munkatarsai  szerinti médszerrel  allitjuk
el6 [J. Virol. 49, 102—108 (1984)]. A 340—
356 [1] szintetikus peptideket ciszteinnel,
ametyeket az amino-termindlishoz adunk, és
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a 268—-287 (1] szintetikus peptideket cisztein-
nel, amelyeket a karboxi-termindlishoz adunk,
a Peninsula Labs. Inc. allitja el6. A 266—
279[1] és 266—279[2] szintetikus peptideket
a jol ismert szilard fazisu eljarasokkal allit-
hatjuk el6, Merrifield modszerét kovetve
[J. Am. Chem. Soc. 85, 2149—2154 1963)].
A kiirt6scsiga hemocianinhoz (keyhole limpet
hemocyanin, KLH) valo peptid kapcsolds
eljarasait altalaban gy végezziik, ahogyan
ezt Liu és munkatarsai leirtak [Biochemistry,
18, 690—697 (1979)]. Az immunfolt mérések-
ben (immunoblot assay) valé alkalmazas-
hoz a peptideket 0,1 mol/liter triszt (pH 7,8)
és 0,15 mol/liter HCI-t tartalmazé oldatban
alkalmazzuk.
D. Nativ és denaturdlt gD eléallitasa
Hacsak masképpen nem jelezziik, a
gD—1-et és gD—2-t fert6zo6tt sejtek citoplaz-
ma-extraktumaibél tisztitjuk affinitds kro-
matogréfiaval, amint ezt Eisenberg és munka-
tarsai leirtak [J. Virol. 41, 477—488 (1982)].
Az immun-abszorbens oszloprol KSCN-el elu-
alt és 0,01 mol/liter triszt (pH 7,5),
0,15 mol/liter NaCl-t, 0,19% Nonidet-P40-et
(NP—40) tartalmazo puiferrel (TSN pufier)
szemben dializalt fehérjéket nevezziik ,nativ®
konformdcioja fehérjéknek. A denaturalt anya-
gok eldallitasahoz tisztitott gD—1-et vagy
gD—2-t szuszpendilunk ,szétzz6“ puffer-
ben, hogy a végsé koncentracio 3% SDS,
100 mmo!/liter trisz, pH 7,0, 109% 2-merkapto-
-etanol és0,5% glicerin legyen. A mintat 5 per-
cig forraljuk. Jod-acetamidot (0,1 mol/liter
0,1 mol/literes trisz-ben, pH8,0) adunk hozz4,
hogy a jod-acetamid végsé koncentracioja
33 mmol/liter legyen, és a keveréket egy
ran at inkubdaljuk szobahémérsékleten. A
mintakat erételjesen dializaljuk TSN pufferral
szemben.

E. Rekombindns gD anyagok

l.) Egy els6 megcsonkitott glikoproteint
(,.,1—275[1]“), amely az érett gD—1 el6rejel-
zett 1--275 gyokeit tartalmazza, allitunk
eld a Lasky és munkatarsai altal leirt eljaras-
sal [Biotechnology, 2, 527—532 (1984)], mint
a transzformalt kinai horesog petefészek sej-
tek szekrécios termékeit, és tisztitjuk ezeket
Eisenberg és munkatarsai szerint [ J. Virol.
41, 10991104 (1982)] affinitaiskromatogra-
fidval.

2.) Egy masodik megcsonkitott glikopro-
teint (,1—287[1]%), amely a gD-1 elé-
rejelzett 1-—287 gydkeinek és a HSV timidin
kinaz (TK) 48 karboxi-terminilis gyokeinek
fzios termékét tartalmazza, allitunk el6 Gib-
son és munkatarsai dltal leirt eljarasok-
kat [J. Cell. Biochem, 8B. Kiegészité kotet,
(1984): Kivonatok a 13. Eves UCLA Sympo-
siumokrél (Abstract, 13" Annual U.C.L.A.
Symposia), N° 1337, 191. oldal; valamint
J. Virol. 48, 396—404 (1983)], mint virus-
sal fert6zott Hep—2 sejtek szekrécios ter-
mékeit. Roviden ismertetve, a virus vektor
tartalmazza a gD—1 gén egy megcsonkitott

195247

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

65

8

formajat (amely a gén Sacl helyétsl ,félfelé”

terjed ki a 287. gyoknél levé Narl helyig),

amelyet beiktatunk a TK gén Bglll helyébe.

A fehérjét affinitds kromatogréfidval tisz-

titjuk, MCAb11—436—1-et alkalmazva, amint

ezt Noble és munkatarsai leirjdk [J. Virol

129, 218—224 (1983)].

3.) Egy harmadik megcsonkitott poli-
peptidet (,,8-—300[1]*), amely a 8.-t6] min-
tegy 300.-ig terjedé gyokoket tartalmazza,
allitjuk eld E. coli-ban Watson és munka-
tarsai altalanos modszere szerint [Science,
218, 381—384 (1982)].

4.) Egy faziés polipeptidet (,—5—
369[1]“), amely a gD—1 —5. helyzete és
369. helyzete kozt teriil el és a p-galatkozidaz
11 amino-terminalis gyokét tartalmazza,
E. coli gazdasejtek transzformaldsaval nyer-
jiik olyan M13 mp8 virus-vektorral, amelybe
elézbleg egy Ncol—Nrull gD—1 génfrag-
menst iktattunk be Watson és munkatarsa
eljarasa szerint (lasd fentebb) a vektorban
jelen levg B-galaktoziddz génen beliil.

F. Immuno-precipiticié €s natrium-dodecil-
-szulfit poliakrilamid gélelektroforézis
(SDS—PAGE)

A glikoprotein  D-t HSV--l-el vagy
HSV—2-vel fertézott sejtek extraktumaibél
(a sejteket 6 ordn 4t fertzziik), immun-
kicsapassal nyerjitk, antiszérumokat vagy
MCADb-t és Staphylococcus aureus A fehérjét
(IgG Sorb, New England Enzyme Center)
alkalmazva. Az SDS—PAGE-t 10%-os akril-
amid lapokon hajtjuk végre, amely akril-
amid 0,4 %-os N,N’-diallil-bork&sav-diamiddal
(DATD) végzett keresztkotésekkel van ellat-
va, amint ezt Eisenberg és munkatdrsai
[J. Virol. 31, 608—620 (1979)] és Watson
[Gene, 26, 307—312 (1983)] leirtak. Az auto-
radiografidhoz a géleket sziirgpapiron meg-
szaritjuk és Kodak XAR—5 filmmel hozzuk
érintkezésbe. A fluorografidhoz a géleket
Amplify nevii anyaggal (Amersham) ke-
zeljiik, sziir6papiron szaritjuk, és Kodak
XAR—5 filmre exponaljuk —70°C hémeér-
sékleten.

G. Immunfolt- és semlegesitési vizsgalatok
Az immuniolt vizsgalatokat dgy végez-

ziik, amint ezt Cohen és munkatarsai

[J. Virol. 49, 102—108 (1984)] és Hebrink

és munkatarsai [J. Immunol. Methods, 48,

672—682 (1983)] leirtdk. A HSV—I-et

(HF)} vagy HSV—2-t (Savage) alkalmazdé

virus-semlegesitési vizsgalatokat (50% tar-

folt-csokkenési médszer) gy hajtjuk végre,
amint ezt Cohen és munkatéarsai leirtak

[J. Virol. 47, 172—181 (1978), és J. Virol. 10,

1021 —2040 (1972)].

2. példa
Egér-egér hibridoma sejteket nyeriink a
kovetkez§ eljaras szerint. BALB/c egereket
hiperimmunizalunk az 1. példa szerinti, af-
finitas kromatografidval tisztitott gD—1-el.
6ug kezdeti gD—1 dozissal intraperitonedli-
san [lasd I%ong és munkatarsai: Infect.
5

5.
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Immun. 37, 761—764 (1984)]. Harom nap
milva intravénas emlékeztetét adunk, amely
| ug immunogént tartalmaz, a lépeket eltavo-
litjuk és a sejteket BALB/c SP2/0 sejtekhez
fuzionaljuk, PEG (polietilénglikol) fuzid
elésegito anyagot alkalmazva McKearn mod-
szere szerint |[Kennett és munkatarsai:
~Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New
Dimension In Biological Analysis“ (Mono-
klonalis antitestek, hibridomak: 0j dimenzié
a biologiai elemzésben) cimii munkajaban,
a 368—369 oldalon, Plenum Press kiadas,
New York, New York (1980)]. A HAT kezelés
utan €16 sejteket tartalmazd iiregekbél a
feliiliszokat  atvizsgaljuk gD-re fajlagos
antitestek jelenlétére immunfolt médszerrel.
A gD—1-re és gD—2-re pozitiv sejteket szub-
klonozdsnak vetjitk ala, és a reprezentativ
sejtvonalat, amely a ,DL—6" monoklonilis
antitestet termeli, elhelyezziik az ATCC-nél
HB8606 letéti szdmon. A monoklonalis an-
titesteket lehet izoldIni négy pozitiv sejtvonal
novesztésének tenyészfolyadékjabol, AMICON
sziiréses koncentrdlassal, amelyet ammaonium-
-szulfatos kicsapas kovet. Egy masik mddszer
szerint a koncentralt tenyészfolyadékot lehet
abszorbealni ,A“ fehérje Sepharose oszlopon
(Protein A Sepharose, Pharmacia Corp.).
Megint masik valtozat szerint a monoklona-
lis antitesteket lehet felerdsitett formaéban
eléallitani az ascites modszerrel, amint ezt
altalanos mddszerként Kennett és munka-
tarsai leirtak (lasd fentebb). Roviden is-
mertetve mintegy 3.105—3.107 hibridoma sejtet
injektalunk BALB/c egerek 0,25 ml Pristan-
-nal feltoltott peritonealis liregeibe. Az anti-
testeket az ascites folyadékokbdl ammonium-
-szulfatos kicsapassal és DEAE Sephadexen
lehet izolalni, amint ezt Eisenberg és mun-
katarsai leirtak [J. Virol. 41, 1099—1104
(1982)]. Annak érdekében, hogy immun-ad-
szorbens oszlopokat keszitsiink, izolalt 2. ti
pusit IgG antitesteket kapcsolhatunk &ssze
cianogén-bromiddal aktivalt Sepharose 4B
oszlopokkal, tlpikusan az 5—12 mg IgG/g
Sepharose kozti tartomanynak megfelelé
mennyiségekben. A tisztitott antitesteket lehet
jodozni '**I-vel Greenwood és munkatarsai
kloramin—T mddszere szerint [Biochem. J. 89,
114—123 (1963)] vagy, elénydsen, Liu és
munkatarsai laktoperoxiddaz modszerével
(lasd fentebb).

3. példa

A DL—6 monoklonalis antitestet eldzete-
sen atvizsgaljuk tisztitott gD elleni immun-
folt-elemzéssel és immunreaktivnak talaljuk
a nativ és denaturdft gD-—1 és gD—2 ellen
egvarant, de nem taladljuk immunreaktiv-
nak az [—275[1] rekombinans glikoprotein
ellen. Ez azt jelzi, hogy a felismert, tipusra
kézds epitop nem az a szekvencidlis epi-
top (V. csoport), amelyrél azt képzelték,
hogy a gD—1 ¢és gD—2 340. és 356. gyokei
kdz6tt van.
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A gD—1 és gD--2 1.—23. gyokeinek
masolatat jelents szintetikus peptidekhez vald
k6tédés hianyara alapozva, a (VII csoport)
szekvencialis epitop ebben a fteriiletben tor-
ténd antitest felismerését kizarjuk. Az ATCC
HB8606 tenyésziolyadékjaban termelt és az
ascites modszerrel felerésitett DL—6 mono-
klonalis antitesteket alkalmazzuk kiterjedtebb
sziir6vizsgalati eljarasokban, amint ezt a ké-
vetkez6 példaban ismertetjiik.

4. példa

A DL—6 antitestet fluorescens antitest-
-vizsgéalatban vizsgaljuk fertéz6tt sejteken,
és feltarjuk a tipusra k6zdés membran im-
munfluoreszcenciat, amely jelzi hogy a fel-
ismert gD—1 és gD—2 epitopok rendelke-
zéste allnak a glikoproteineken valo kotés-
hez, amikor ezek bele vannak iktatva a sejt-
membranba.

A semlegesitési vizsgalatok (in vitro) fel-
tarjak, hogy a HSV—Il-el 1:50 higitas-
nal és HSV—2-vel 1:20 higitasnal semlegesi-
tédik a DL—6 antitest, az 50% végpontot
alkalmazva Eisenberg és munkatdrsai maod-
szere szerint [J. Virol. 41, 1099—1104 (1982)].

Immunfolt-vizsgéalatot alkalmazunk az
alabbi I1. Tablazatban felsorolt szintetikus
peptidek sorozatahoz valo kotések dtvizs-
galasara. Ebben a tablazatban a vizsgalt
peptidekben levé aminosav-szekvenciat az in-
dulé két szammal jeldljiik és a zardjelben
levé szamok jelzik a szekvencia fajlagos-
saganak tipusat. A zarojelben levé H azt jelzi,
hogy a szekvencia a vélt 1. tipusit és 2. tipu-
sit szekvencidk hibridje.

A 11. Téablazat peptidjeivel végzett®im-
munfolt-vizsgalatok eredményei azt mutatjak,
hogy nincs immuno-reaktivitds a DL—6 és
az (a) (1) és a (p) peptidek kozott,
de a DL—6 jelentds reaktivitast mutat az (m),
(n) és (o) peptidekkel, amelyek a gD—I1
és gD—2 266-—279 gyokeinek és a gD—1
268-—287 gyokeinek képvisel6i.

Mivel a DL—6 immunfolt vizsgélatok fel-
tarjak, hogy a tunikamicin jelenlétében
nott, HSV—1-el és HSV—2-vel fert6z6tt sej-
tekbsl nyert durva csapadékokban jelentds
reaktivitds van jelen gD—1-el és gD—2-vel,
a DL—6 altal felismert epitopban a szénhidra-
tok jelenléte kizarhato.

A DL-—6 immuno-reaktivitasat rekombi-
nins médszerekkel termelt kiilonb6z6 D-gliko-
proteinszerii fragmensekkel és analog anya-
gokkal immunfolt-médszerrel hatarozzuk
meg. Amint korabban emlitettiik, a DL—6
lényegében nem reaktiv a Lasky és munka-
tarsai eljarasaval (ldsd fentebb) elBallitott
1—275[1] rekombinans glikoproteinnel. A
DL—6 azonban immuno-reaktiv minden olyan
rekombinans termékkel, amely olyan amino-
sav-gyok szekvenciat tartalmaz, amely a
gD—1 266. és 287. gyokei kozott teriil el,

B-
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ilyenek az 1—287{1] rekombinans, a
8—-300[1] rekombinans és az —5—396[1]
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rekombinans, amelyek az 1. példaban vannak
leirva.

II. TABLAZAT

Peptidek

Ja/1—23[1]
/b/1—23(2]
Jc/1—23[H]
/d/1—16(1
/e/l—lﬁH
//3—23[H]
/g/8—23[1]}
/h/8—23(2]
/i/12—23(1]
/j/13—2312]
/h/17—23 1]

266
/1717—23 2]
/m/266—279 [1]
/n/266—279 2]

268
/0/340—356 [1]

340
/p/340—356[1]

A fenti vizsgalatokkal feltdrt immuno-
-reaktivitasi ,profil“-ra alapozva az alabbi
kovetkeztéteseket lehet levonni a jelen ta-
lalmany szerinti antitestek, ezen belil {éleg az
ezeket itt képvisels DL—6 antitest altal
felismert epitépot illetden. Az antitest felismeri
mind a gD—1-et, mind a gD—2-t, mind nativ,
mind denaturalt, mind nem glikozilezett
formaban, jelezve, hogy az epitép tartalmaz
egy tipus-kdzos vagy Iényegében tipus-kozds
folyamatos aminosav gybk szekvenciat. Az
anlitest felismeri az 6sszes rekombinans
gD—1 masolatot és analégot, amelyek a
gD—1 266.—287. gyokei kozti folyamatos
szekvenciat tartalmazzak. Az 1—275[1] re-
kombinans glikoprotein felismerésének hianya
azt jelzi, hogy legaldbb bizonyos gydkdk az
elérejelzett 275. gydkon til lényegesek az
epitép felismeréséhez (és 6sszhangban a 266—
279[1] peptiddel valo reaktivitdssal, valo-
sziniileg négy vagy tobb tovabbi gydk érde-
kelt benne). Masrészt az antitest gD—1 és
gD—2 tipus-kozos felismeré kapacitisa, ami-
kor 8sszhangban van a 266—279[1], 266—
279(2] és 268——287[1] reaktiv peptidek tipus-
-fajlagos természetével, jelzi, hogy felismert
epitép magédban foglalja azt a tipus-kdzos
szekvenciat, vagy a felismert epitép benn-
foglaltatik abban a tipus-kozdés szekvencié-
ban, amely kézds a szintetikus peptidek-
nél, ez az elbrejelzett 270—279 gyokot
tartalmazo szekvencia, a PEDPEDSALL.

A megeldz6 példak arra a célra szolgal-
tak, hogy bemutassak a jelen taldlmany sze-
rinti nagyon fajlagos monoklonalis antites-
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Aminosav-szekvencia

23
KYALADASLKMADPNRFRGKDLP
KYALADPSLKMADPNRFRGKNLP
KYALADPSLKMADPNRFRGKDLP
KYALADASLKMADPNR
KYALADPSLKMADPNR
ALADPSLKMADPNRFRGKDLP
SLKMADPNRFRGKDLP
SLKMADPNRFRGKNLP
MADPNRFRGKDLP
ADPNRFRGKNLP

RFRGKDLP

279

RFRGKNLP

PELAPEDPEDSALL
PELVPEDPEDSALL

287

LAPEDPEDSALLEDPVGTVA

356

HRRTRKAPKRIRLPHIR

tek nyilvanvalo elényeit a gD—1, gD—2 és
szerkezetileg rokon anyagok kimutatasiaban
és mennyiségi értékelésében, a rokon anyagok-
ba beleértve azokat a peptideket és fehérjesze-
ri anyagokat, amelyek aminosav gyokok
olyan folyamatos szekvencidit tartalmazzak,
amelyek részben vagy egészben masolatai
a gD—1 és gD—2 266—287 aminosav-gyokei-
nek. A kovetkezd bemutatéo példdk a talal-
many szerinti antitestekkel olyan dsszefiiggés-
ben foglalkoznak, hogy megallapitjak altala-
ban az affinitdis mértékét az itt kifejlesz-
tett antitestek és a gD—1, gD—2 és szerke-
zetileg rokon vegyiiletek kozott.

5. példa :

Ascites eredetii DIL.—6 antitestet abszor-
bedlunk cianogén bromiddal aktivalt Sepharo-
se 4B oszlopon, amint ezt korabban leirtuk,
és ezt alkalmazzuk felt5z6tt sejtekbél gD—1
affinitasos tisztitdssal végzett izolalasara.
Azonos koriilményeket alkalmazva a DL—6
antitestet tartalmazé oszlop 2—3-szor tobb
cél-glikoproteint képes megkdotni, mint amikor
MCAb HD—!-et (I. csoport) alkalmazunk.
Ezen tal, egereken végzett elbzetes vakcina-
‘asi tanulmanyok, amelyekben a DL—6 affi-
nitas-kromatografiaval tisztitott anyagot al-
kalmazunk aktiv immunogénként, azt mu-
tatjdk, hogy az anyag legaldbb annyira
aktiv egy letalis virus-fertézés elleni véds
immunvélasz kivdltasaban, mint a HD-—1
affinitds-kromatografiaval tisztitott anyag.

Egy ,versengéses“ vizsgalatot hajtunk
végre, ahol a DL—6; HD—1; 118§, 45S és 170

7
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monoklonalis  antitesteket (100—200 pul,
amely 150—600 ug IgC-t képvisel) kétiink
Sepharose 4B oszlopra és az oszlopot fel-
hasznaljuk HSV—1-el fert6zott sejtek cito-
plazmas extraktumainak adszorbedldsara
(100 pnl extraktum 37°C hémérsékleten 2 oran
at inkubdlva). Az immunoadszorbenseket
tizszer mossuk pufferral és jodozott maso-
dik antitestet (kb. 250 000 cpm) adunk hozza.
Erételjes mosds utdn az oszlopot gamma-
-szamlaloban szamléalasnak vetjik ala. EImé-
letileg mivel antitestek f6loslegét alkalmazzuk
az oszlopon, azonos tipusil jelzett antitest
nem kotddhet az oszlophoz. Az 6sszes anti-
test kozott, amelyet jelzett partnerjeik ellen
vizsgalunk, a DL—6 mutatja a legnagyobb
kapacitast a gD—1-hez valdé kotédésben,
jelzett partnerének kiszoritasaval.

A megel6z6 bemutato példak egér 1ép- és
tumorsejtek standard, kémiailag eldsegitett
fuziojanak segitségével képzett monoklondlis
antitest-termel$ hibridoma sejtvonalakra vo-
natkoztak. Nyilvanvaldé azonban, hogy hib-
ridoma sejt termeld technikak széles valasz-
téka alkalmazhaté kiilonbdzé emlds fajok
sejtjeihez a taldlmany szerinti hibridéma sejt-
vonalak el6allitasara, amelyek gD—I-re,
gD—2-re és szerkezetileg rokon anyagok-
ra fajlagosan immunologiailag reaktiv anti-
testek termelésére képesek, a szerkezetileg
rokon anyagok kozé beleértve az RNHPED-
PEDS ALLCOR’ aminosav-szekvenciat, ahol
R és R’ azonos vagy kiilonb6z6 aminosav-
-gydkoket jelentenek, vagy R jelentése hidro-
génatom, vagy R’ jelentése hidroxilcsoport.

Specidlisan vonatkozik a jelen talalmany
azokra a hibridéma sejtvonalakra, amelyek
ember, patkdny vagy mas emlds fajok sejt-
(vagy ezek fajok kozti keverékeivel), a flziot
akar kémiai, akar elektromos kozvetités-
sel végezve, és akar teljes sejttel, akar ezek
genetikailag fontos toredékeivel végezve.
Hasonloképpen, bar a megel6z6 bemutato
példakban a hibridomak kifejlesztésében al-
kalmazott immunogén természetes forrdsok-
bél szarmazd, affinitds-kromatografidval tisz-
titott gD—1 volt, egy sor mas immunogeén is
szolgalhat ennek megielelé helyettesitésére.
Jellegzetes helyettesitések lehetnek erre a cél-
ra a gD—2, valamint a gD—1 és gD—2 poli-
peptid masolatok nativ és denaturalt forma-
ban, amely masolatok rekombindns médsze-
rekkel késziilnek megielel6 mikrobiologiai
gazdaszervezetekben, pl. baktériumokban,
eleszt6kben és emlds sejtekben megfeleld
tenyészetben, és amelyek lehetnek glikozilezett
vagy nem glikozilezett forméban, tovabbi
amino- vagy karboxi-terminalis aminosavak-
kal vagy azok nélkiil. Tovabbi elnyds helyet-
tesitések lehetnek azok a szintetikus pepti-
dek, amelyek a gD—1 vagy gD—2 266—287.
helyzeteinél jelen levs aminosavgydk-szekven-
ciak egészének vagy immunologiailag fon-
tos részének masolatai, ilyen pl. az RNHPED-
PED SALLCOR’ folyamatos szekvencia, ahol
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R és R’ azonos vagy kiilonb6z6 amino-
sav-gyokoket jelent, vagy R jelentése hidro-
génatom vagy R’ jelentése hidroxilesoport.

Szamos mddositas és valtozat képzethetd
el a fentebb bemutatott példdkban leirtak-
hoz képest azok szamdara, akik a szak-
teriileten jartasak, kovetkezésképpen nem a
bemutatasra szant példak, hanem az ez utan
kovetkezd igénypontok szabjék meg a talal-
maény oltalmi korét.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras 1. és 2. tipustt Herpes simplex
virusra fajlagos monoklondlis antitestet ter-
meld hibridémak el6allitasara és kivédlaszta-
sira, azzal jellemezve, hogy tumor sejteket
és gD—1 vagy gD—2 glikoproteinnel hi-
perimmunizéalt rdgesalok lépsejtjeit fuzional-
va hibridoma sejteket Aallitunk el6, és ki-
valasztjuk azokat a hibridoma sejteket, ame-
lyek 1. és 2. tipusi Herpes simplex virus
D-glikoproteinjéhez, valamint

PELA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy S)

aminosavszekvencia részének vagy egészének,

de legalabb PEDPEDSALL
aminosavszekvencianak a masolatat jelentd
aminosavszekvenciajd fehérjeszer{i anyagrk-
hoz két8dni képes antitestet termelnek.

2. Eljaras 1. és 2. tipusi Herpes simplex
virusra fajlagos monoklondlis antitestek eld-
allitasara, azzal jellemezve, hogy tumor sej-
teket és gD—1 vagy gD—2 glikoprotein-
nel hiperimmunizalt ragcsalok lépsejtjeit
fuzionalva hibridéma sejteket allitunk elg,
kivalasztjuk azokat a hibridéma sejteket,
amelyek 1. és 2. tipusi Herpes simplex virus
D-glikoproteinjéhez, valamint

PELA (vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy $)

aminosavszekvencia részének vagy egészének,
de legalabb PEDPEDSALL
aminosavszekvencidnak a masolatat jelentd
aminosavszekvenciaji fehérjeszerii anyagok-
hoz kotédni képes antitestet termelnek, és a
hibridéma sejtek 4altal termelt monoklona-

lis antitesteket elvalasztjuk.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras 1. és 2. ti-
pusti Herpes simplex virus D-glikoproteinjé-
hez, valamint

PELLA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy S)

aminosavszekvencia részének vagy egészének,
de legalabb PEDPEDSALL
aminosavszekvencidnak a mésolatat jelentd
aminosavszekvencidjo fehérjeszerii anyagok-
hoz fajlagosan kotédni képes monoklonalis
antitestek elgallitdsara, azzal jellemezve, hogy
ATCC HB 8606 hibridoma sejtvonal altal ter-
melt monoklonalis antitesteket valasztunk el.

4. Immunolégiai eljaras 1. vagy 2. tipusi
Herpes simplex virus D-glikoproteinjének
vagy immunolégiailag aktiv fragmenseinek

8-
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vagy analogjainak elvalasztasara ezekre
fajlagos antitesttel végbemend szelektiv im-
munologia reakcié alapjan, azzal jellemezuve,

195247
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rassal eldallitott monoklonalis antitestet al-
kalmazunk.

6. 1. és 2. tipusii Herpes simplex virus

hogy a 2. igénypont szerinti eljardssal D-glikoproteinjének vagy mas,
eldallitott monoklonalis antitestet alkalma- 5
zunk. PELLA(vagy V)PEDPEDSALLEDPV (vagy A)GTVA(vagy S)
aminosavszekvencia részét vagy egészét,
5. Immunologiai eljaras 1. vagy 2. tipusi de legalabb PEDPEDSALL
Herpes simplex virus D-glikoproteinjének aminosavszekvenciat magaban foglalo fe-
vagy immunologiailag aktiv fragmenseinek 10  hérjeszerii anyagok affinitas-tisztitasara al-
vagy analogjainak kvantitativ meghatéroza- kalmazhaté immunadszorbens, azzal jellemez-
sara ezekre fajlagos antitesttel végbemend ve, hogy szilard hordozéhoz kapesolt, 2. igény-
szelektiv immunoldgiai reakcio alapjan, azzal pont szerinti eljarissal elGallitott mono-
jellemezve, hogy a 2. igénypont szerinti elja- klonalis antitestbdl all.
Rajz nélkil

Kiadja: Orszigos Taldlméany: Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Himer Zoltan osztalyvezetd

Ne 3086. Nyomdaipari vallilat, Uzsgorod.
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