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Antistoffer, der udviser enestier;de, multispecifikke immuno-
reaktiviteter med hensyn til glycoprotein D fra herpes sim-
plex virus type 1 og 2 (HVS gD-1 og gD-2) og strukturelt
beslzgtede forbindelser. Til illustrering er et IgG type 2
moncklonalt antistof produceret af mus-mus-hybridomcelle-
linie A.T.C.C. nr. HB8606 i stand til in vitro at neutra-
lisere HSV~-l og HSV-2 infektivitet og specifik immunologisk
reaktivitet og reversibel immunbinding med naturligt fore-
kormende og rekombinant gD-1 og gD-2 bade i nativ og dena-
tureret fornm sivel som proteinholdige materialer (produceret
£.eks. ved proteolytisk fordgjelse af naturligt forekommen-
de materialer, ved rekombinantmetoder eller ved polymerisa-
tion af aminosyrer), som omfatter en primar strukturel kon-
formation, der i alt vasentligt qengivei- en del eller alle
de rester, der er forudsagt at eksistere som resterne 266-
~287 i gbD-1 og gb-2 (dvs. PELA(eller V) PEDPEDSALLEDPV(el-
ler A)GTVA(eller S)). Beskrevet erx desuden sarlige fremgangs-
mider til pavisning, kvantificering og isolering ved affi-
nitetsrensning af gb-1, gD-2 og strukturelt beslagtede for-
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Den foreliggende opfindelse angar et monoklonalt
antistof, der udviser enestaende, multispecifikke immuno-
reaktiviteter med hensyn til glycoprotein D i herpes simplex
virus af bade type 1 og 2 (HSV gD-1 og gD-2) og strukturelt
beslzgtede forbindelser.
opfindelsen angar endvidere en hybridomcellelinie,

soii” kan producere det her omhandlede, monoklonale antistof,

dettes anvendelse ved immunologiske fremgangsmader til
isolering eller kvantitativ pavisning af ovennzvnte glyco-
protein D sanmt et immunoabsorptionsmiddel til brug ved
affinitetsrensning af ovennazvnte glycoprotein D &g indehol-

dende det omhandlede monoklonale antistof.
T den seneste tid har en vasentlig del af forsk-

ningen varet rettet mod isolefingen og karakteriseringen
af herpes simplex virus glycoproteinerne, som udggr struk-

turelle komponenter i virionkappen og sandsynligvis spil-
ler en vigtig rolle ved initiering af virusinfektion.

Blandt de mere betydelige fremskridt, der er baseret pa
denne forskning, er ansggernes opdagelse af hidtil ukend-
te prazparater af HSV glycoprotein D, som ved anvendelse
som det aktive immunogen i vaccinesammensatninger udligser
betydelig beskyttelse mod HSV infektion, og ansggernes
yderligere opdagelse af immunologisk betydnihgsfulde poly-
peptider, som gengiver eller i alt vasentligt gengiver kon-
tinuerte sekvenser af aminosyrer, der findes i HSV gbh.

Dette er beskrevet i US-patentskrift nr. 4.762.708.
Forskning i karakteriseringen af HSV gD-1 og

gD-2 er blevet vasentligt understgttet af de resultater,

der er fremkommet ved anvendelsen af rekombinant DNA-tek-
nikker p& kloning og ekspression i mikrobielle varter (f.eks.
bakterier, ga&r og pattedyrsceller i kultur) af DNA sekven-
ser, der koder for en del eller alle polypeptidsekvenserne

i gb-1 og gD-2. DNA sekvensordningen af gener, der koder

for proteinerne, har resulteret i forudsigelse af deres
primere strukturelle konformation (aminosyresekvens), jvf.

f.eks. Watson et al., Science, 218, s. 318-384 (1982), hvori er anfgrt
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den forudsagte sekvens for gp-1 inklusive_bide et "leder"
omrade og et omridde betegnet som omriadet for det-"fuldt

udviklede" protein. Lignende rekombinantmetoder har gjort

det muligt at forudsige gD-2 sekvensen og at sammeligne

gh-2

denne med gD-1. Jvf. i denne forbindelse Watson, Gene, 26,

- §o-307-312 (1983), som giver en generel information som
vist i tabel I om den komparative primezre strukturelle
konformation (aminosyresekvenser) forudsagt for "fuldt
udviklet" HSV gD-1 og gD-2 baseret p& DNA sekvensordning.

I tabellen og i beskrivelsen er anvendt £glgende

enkelt- og trebogstavs- "koder" for aminosyreresterne:

A = Ala = alanin, C = Cys = cystein, D = Asp = asparagin-
syre, E = Glu = glutaminsyre, F = Phe = phenylalanin,

G = Gly = glycin, H = His = histidin, I = Ile = isoleu-
cin, K = Lys = lysin, L = Leu = leucin, M = Met = methio-
nin, N = Asn = Asparagin, P = Pro = prolin, Q = Gln = glu-
tamin, R = Arg = arginin, S = Ser = serin, T = Thr = threo-
nin, V = Val = valin, W = Trp = tryptophan og Y = Tyr = ty-
rosin. -

Tabel I
1 L

gD-1 KYALADASLKMADPNRFRGKDLPVLDQLTDOPPGVRRVYHI 40

gh-2 --=ea- Peccmcccccccea R Keeomm

gD-1 QAGLPDPFQPPSLPITVYYAVLERACRSVLLNAPSEAPQI 80

gD-2 -PS-Eevccau-- R it Hemememam

gD-1 VRGASEDVRKQPYNLTIAWFRMGGNCAIPITVMEYTECSY 120

gh-2 e---- DEA--HTaceme=-- YoeaDocrmrceeee e P-

gD-1 NKSLGACPIRTQPRWNYYDSFSAVSEDNLGFLMHAPAFET 160

gD-2 ----- T e R ittt

gD-1 AGTYLRLVKINDWTEITQF ILEHRAKGSCKYALPLRIPPS 200
gD-2 e RAcccccccccc e A

g0-1 ACLSPQAYQQGVTVDSIGMLPRFIPENQRTVAVYSLKIAG 240
g0-2 —==TSKeemmecccccmr e Leeeeem"

gD-1 WHGPKAPYTSTLLPPELSETPNATQPELAPEDPEDSALLE 280

..... PeccceccceeeaDaT o aVoccccce———e
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Tabel I (fortsat)

gD-1 DPVGTVAPQIPPNWHIPSIQDAATPYHPPATPNNMGLIAG 320
g0-2 ==A===SS-mceeccccamoaVe -H-A--A-S-P---I- - 319

gD-1 AVGGSLLAALVICGIVYWMHRRTRKAPKRIRLPHIREDDQ 360
90-2  -LA==T-o-m-- G=-AF=VR=-AQM-co-lommmm- D--A 359

.. gD-1 PSSHQPLFY 369
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gh=2 -Paceeo-- 368 ~ -

Kort beskrevet forudsiges det, at fuldt udviklede
former af gb-1 og gD-2 bestar af henholdsvis 369 og 368
aminosyrerester, idet gD-2 "mangler" en rest svarende til
rest nr. 304 i gD-1, og idet der eksisterer en omtrent
85% homologi mellem de to sekvenser, jvf. ogsd Lasky, et
al., DNA, 3, s. 23-29 (1984), og Rawls, et al., J. Virol.,
51, s. 263-265 (1984). |

Ledsagende forskning med hensyn til karakterise-
ringen af HSV gD-1 og gD-2 har varet rettet mod lokalise-
ringen af antigene determinanter i disse materialer, jv£.
Eisenberg, et al., J. Virol., 41, s. 1099-1104 (1982),
Cohen, et al., J.Virol., 49, s. 102-108 (1984), Eisenbergqg,
et al., J.vVirol., 49, s. 265-268 (1984), med referencer, ved
at anvende typespecifikke og typefalles, monoklonale anti-
stoffer. Det i alt vesentligt dobbelte mal ﬁed dette ar-
bejde har varet konstateringen af &n eller flere aetermi—
nanter, der stimulerer produktionen af neutraliserende an-
tistoffer i HSV varter, og identifikationen af antistoffer
tilsvarende anvendelige til pavisning, kvantificering og
affinitetsrensning af sddanne immunologisk signifikante

stoffer.
Endvidere er der i J. Virol 41, side 478-488 (1982),

beskrevet en rzkke monoklonale antistoffer mod gD-1 og
gD-2, som er blevet sammenlignet for neutralisation og
radioimmunoudfzldning (RIP). Disse antistoffer falder i 8
separate grupper, hvoraf det for gruppe II er vist, at de
antistoffer deri, betegnet HD-3 og 125, er typefzlles,
hvad angar RIP, men typespecifikke for gD-1 med hensyn
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til neutralisation.

Ogsa det her omhandlede, monoklonale antistof herer
til gruppe II; men til forskel fra de kendte (ikke mere
tilgzngelige) antistoffer har det her omhandlede antistof
typefazlles reaktivitet. Som nazrmere belyst i det felgende

_viser dette sig ved, at det immunobinder reversibelt til
' aminosyresekvensen 266-287 fra ovenstaende -tabel I, uanset

de viste forskelle mellem gD-1 og gD-2. Det er ikke kendt,
til hvilke(n) aminosyresekvens(er) de kendte antistoffer
HD-3 og 12S binder.

Til trods for de ovenfor anfgrte fremskridt inden
for den kendte teknik, er der stadig et behov for anti-
stoffer, der er anvendelige til pavisning, kvantificering
og isolering ved affinitetsrensning fra naturlige og re-
kombinantkilder af gD-1, gD-2 og strukturelt beslagtede
forbindelser, sasom gD~1l og gD-2 fragmenter og/eller ana-

loge forbindelser.
Med henblik pa opfyldelse af dette behov er der

ifelge den foreliggende opfindelse tilvejebragt et hidtil
ukendt, monoklonalt antistof, der er ejendommeligt ved, at
det specifikt kan binde med glycoprotein D fra herpes sim-
plex virus af bade type 1 og 2 og med et proteinholdigt
materiale, som indeholder en aminosyresekvens, der gengiver
en del af eller hele fglgende sekvens:

PELA(eller V)PEDPEDSALLEDPV(eller A)GTVA(eller S).

Det her omhandlede, monoklonale antistof anvendes
til pavisning, kvantificering og isolering ved affinitets-
rensning af gD-1, gD-2 og strukturelt beslazgtede forbindel-
ser.

Det har nemlig vist sig, at det her omhandlede
antistof er i stand til at binde mere gD-1 og gD-2 end de
kendte, monoklonale antistoffer, og at przparater af spe-
cielt gD-1 isoleret ved hjzlp af det her omhandlede antistof
har sterre immunogenicitet end tilsvarende przparater iso-
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leret ved hjzlp af kendte antistoffer, som erkender andre
aminosyresekvenser end den ovenfor viste (aminosyrerne
266-287 1 tabel I). -

I overensstemmelse hermed angar den foreliggende
opfindelse tillige en fremgangsmade til isolering eller
til kvantitativ pavisning af glycoprotein D fra herpes

. Simplex virus type 1 eller type 2 eller immunologisk aktive

fragmenter eller analoge deraf pa basis af en selektiv
immunologisk reaktion med et antistof, der er specifikt
herfor, hvilken fremgangsmidde er ejendommelig ved, at man
anvender det her omhandlede, monoklonale antistof.

Desuden angar opfindelsen et immunoabsorptionsmiddel
til brug ved affinitetsrensning af glycoprotein D fra herpes
simplex virus type 1 eller 2 eller andre proteinholdige
materialer indeholdende en del af eller fglgende sekvens

af aminosyrer,
PEILA(eller V)PEDPEDSALLEDPV(eller A)GTVA(eller S),

hvilket middel er ejendommeligt ved, at det udgegres af en
fast understetning og forbundet dermed det her omhandlede,
monoklonale antistof.

Antistoffer ifglge opfindelsen er blandt andet
xarakteriseret ved typefzlles binding bade til gD-1 og gD-2
bade i nativ og denatureret tilstand, hvilket viser, at
antistofferne binder til den samme eller i alt vasentligt
den samme epitop indenfor de to glycoproteiner, og at den
bundne epitop er en linear snarere end en konformationel
epitop. Antistofferne ifglge opfindelsen er yderligere
karakteriseret ved reversibel immunbinding til protein-
holdige materialer, som omfatter alle eller en immunologisk

signifikant del af den kontinuerte sekvens af aminosyre-

rester, der strazkker sig fra resterne 266 til 287 i den

forudsagte sekvens for gD-1 og gD-2, dvs. PELA(eller V)-
PEDPEDSALLEDPV (eller A)GTVA(eller S).
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I foretrukne udferelsesformer omfatter antistofferne
ifplge opfindelsen monoklonale antistoffer_produceret af
hybridomcellelinier. -

Derfor angdr opfindelsen ogsa en hybridomcellelinie,
som er ejendommelig ved, at den kan producere det her om-

rhqulede, monoklonale antistof. Det foretrzkkes, at hybri-
‘domcellelinien indeholder et genetisk materiale fra mus

eller mennesker, og iszr foretrazkkes hybridomcellelinie
A.T.C.C. nr. HB8606.

Sidstnzvnte cellelinie A.T.C.C. nr. HB8606, er en
mus-mus hybridomcellelinie deponeret den 26. oktober 1984
hos the American Type Culture Collection, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852, i overensstemmelse med .
U.S. Patent and Trademark Office's krav til mikroorganis-
medeponeringer.

Den specielt foretrukne udferelsesform for antistof-
fet ifplge opfindelsen er det monoklonale antistof IgG
betegnet "DL-6", som er produceret af hybridomcellelinien
A.T.C.C. nr. HB8606.

Dette antistof er karakteriseret ved (a) evne til
at binde protein A, (b) evne til at neutralisere in vitro
infektivitet hos HSV-1 og HSV-2, (c) specifik immunologisk
reaktivitet med og evne til reversibelt at immunbinde til
naturligt forekommende og rekombinant gD-1 og gD-é i nativ
og denatureret konformation, hvad enten der foreligger
glycosylering eller ej, og (d) specifik immunologisk reak-
tivitet med og evne til reversibelt at immunbinde til pro-
teinholdige materialer inklusive alle eller en vasentlig,
immunologisk signifikant del af en aminosyresekvens, der
kan gengive sekvensen forudsagt at eksistere ved resterne
266 til 287 i gDh-1 og gb-2, dvs.

PEILA(eller V)PEDPEDSALLEDPV(eller A)GTVA(eller S). Blandt
de proteinholdige materialer, der her er specifikt anfgrt

som varende immunoreaktive med antistof DL-6, er gD-1 frag-
menter produceret ved rekombinantmetodikker, sdsom det ik-
ke-glycosylerede fragment "8-300[1]" produceret i trans-
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formerede E.coli celler, et glycosileret "1-287[1]" frag-
" ment produceret i Hep-2 celler,ret "-5-369[1]" produkt
produceret i E.coli celler og syntetiské‘peptiger "266-
-279[1]", "266-279[2]" og "268-287[1]" produceret ved po-
lymerisation af aminosyrer. Ikke-immunoreaktive med anti-

stoffet DL-6 er rekombinantproducerede gD-1 fragmenter,

" T gasom det glycosylerede fragment "1-275[1]" produceret

i CHO celler, syntetiske peptider, der kan gengive for-
skellige dele af de initielle 23 rester i aminoterminalen
i gdb-1 og gD-2 og "hybrider" deraf samt et syntetisk pep-
tid "340-356[1]", som gengiver den forudsagte primare
strukturelle konformation for resterne 340 til 356 i gb-1.

Anvendelse af antistof DL-6 ved affinitetsrensning
af gD-1 fra naturlige kilder har vist sig at vare hgjef-
fektivt, idet der opnas udbytter af immunologisk aktivt
gD-1, der praliminart er bestemt til at vare to til tre
gange udbyttet, der er opndet ved at anvende kendt mono-
klonal anti-gD antistofpraparation. Det sdledes isolerede
gD-1 hidrgrende fra dyrkning af inficerede celler har u-
middelbart vist sig at vere mindst lige s& aktivt et be-
skyttelsesimmunogen som tidligere isolerede materialer.

Andre sider og fordele ved opfindelsen vil frem-
g& af den fglgende detaljerede beskrivelse af umiddel-
bart foretrukne udfgrelsesformer. ‘

De fglgende eksempler viser udgvelsen af opfin-
delsen i forbindelse med produktionen af hybridomcelle-
jinie A.T.C.C. nr. HB8606. Vist er desuden karakterise-
ringen, forstarkningen og bestemmelsen af egenskaberne
hos de monoklonale antistoffer produceret af disse celle-
linier med sPeciel'vagt pd de immunologiske egenskaber og
anvendelser af det umiddelbart foretrukne antistof "DL-6"
produceret af hybridomcellelinien A.T.C.C. nr. HB8606.

Mere specifikt angar eksempel 1 generelle metoder
og materialer anvendt pd forskellig made i de fglgende ek-
sempler. Eksempel 2 angdr stimuleringen af en mus i for-
bindelse med produktion af polyklonale antistoffer for
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gD-1, fusion af miltceller fra mus med myelomaceller fra

' mus, samt screening, kloning og dyrknipgvaf hybridomceller,

der indeholder cellelinien A.T.C.C. nr. HB8606, Eksempel

3 angar praliminar screening af immunoreaktivitet hos mo-
noklonale antistoffer produceret af de ovenfor anfgrte

fire cellelinier. Eksempel 4 angdr en mere ekstensiv scree-

" “ning af monoklonalt antistof DL~-6, der.tjener til en mere

fuldstendig bestemmelse af dets immunologiske egenskaber
og naturen af den epitop, som det bindes til. Eksempel 5
angar en prazliminar udgvelse af fremgangsmiderne i forbin-
delse med anvendelse af antistof DL-6 ved affimitetsrens-

ning af gD-1 fra naturlige kilder.

Eksemgel 1

A. Celler, virus og fremgangsmider til radioaktiv merkning

De generelle betingelser, der anvendes til dyrk-
ning og opretholdelse af BHK og KB celler og til forme-
ring af virus, er som beskrevet i Cohen, et al., J.Virol.,
14, s. 20-25 (1974) og Cohen, et al. J.Virol., 10, s.
1021-2030 (1972). Til infektionen anvendes der en tilfgrt
mengde pd 20 pfu af HSV-1 (stamme HF) og 10 pfu af HSV-2
(stamme Savage). Fremgangsmiderne til merkning af HSV in-
ficerede celler med [3SS]-methionin (specifik aktivitet:
600 Ci/mmol) og [2,3-°H]-arginin (specifik aktivitet:

15 Ci/mmol) er som beskrevet i Cohen, et al., J.Virol.,
27, s. 172-181 (1978), Eisenberg, et al., J.Virol., 31,
s. 608-620 (1979), Eisenberg, et al., J.Virol., 41, s.
478-488 (1982) og Eisenberg, et al., J.Virol., 35, s.
428-435 (1980).

B. Monoklonale antistoffer

Monoklonale antistoffer ("MCAb'er") anvendt til
sammenligning i de fglgende eksempler er som fglger:
MCAb HD-1 (gruppe I) og MCAb 170 (gruppe VII) er som
beskrevet i Periera, et al. Infect. Immun., 35, s.

363-367 (1982) og Eisenberg, et al., J.Virol., 41, s.
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478-488 (1982). MCAb'erne 55S, 575 (gruppe V), 118 (grup-

pe III), 418 (gruppe IV) og 455 (gruppe VI) er som be-

skrevet i Showalter, et al., Infect. Immun., 34, s. 684-
-692 (1981).

C. Syntetiske peptider

----- Syntetiske peptider anvendt til_screening af an-
tistofreaktiviteter overfor peptider baseret pa& rester
indenfor positionerne 1-23 i gD-1 og gD-2 fremstilles som
beskrevet i Cohen, et al., J.Virol., 49, s. 102-108 (1984).
Syntetiske peptider 340-356[1] med cystein adderet til ami-
noterminalen og 268-287[1] med cystein adderet til car-
boxyterminalen er fremstillet af Peninsula Labs., Inc.
Syntetiske peptider 266-279[1] og 266-279[2] kan fremstil-
les ifgplge s&danne kendte fastfasemetoder som beskrevet af
Merrifield, J.Am.Chem.Soc., 85, s. 2149-2154 (1963). Frem-
gangsmader til kobling af peptider til-"keyhole limpet hemo-
cyanin" (KLH) er generelt som beskrevet i Liu, et al. Bio-
chemistry, 18, s. 690-697 (1979). Til brug ved "jmmunoblot"
analyser oplgses peptiderne i 0,1 M Tris, pH 7,8, 0,15 M HCIl.

D. Fremstilling af nativt og denatureret gD
Med mindre andet er anfgrt, renses gD-1 og gD-2
fra cytoplasmaekstrakter af inficerede celler ved affini-

tetschromatografi under anvendelse af MCAb HD-1 som be-
skrevet i Eisenberg, et al., 41, s. 478-488 (1982). Pro-
teiner elueret fra immunabsorptionssgjlen med KSCN og dia-
lyseret mod 0,01 M Tris, pH 7,5, 0,15 M NaCl, 0,1% Nonidet-
-P40 (NP-40) (TSN puffer) betegnes som varende i "nativ"
konformation. Til fremstilling af denaturerede materialer
suspenderes renset gD-1 eller gD-2 i oplgsende puffer, sa-
ledes at der fas en slutkoncentration pd 3% SDS, 100 mM
Tris, pH 7,0, 10% 2-mercaptoethanol og 0,5% glycerol. Pr¢-
ven koges i 5 minutter. Iodacetamid (0,1 M i 0,1 M Tris,
pH 8,0) tilsattes, siledes at der f&s en slutkoncentra-
tion pa 33 mM iodacetamid, og blandingen inkuberes i 1
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time ved stuetemperatur. Pr¢vérne dialyseres ekstensivt
" mod TSN puffer.
E. Rekombinant gD materialer
1. Et fgrste afstumpet glycoprotein ("1-275[11")
indeholdende resterne 1-275 forudsagt for fuldt udviklet

" TgD-1 fremstilles som beskrevet i Lasky, et al., Biotechno-

logy, 2, s. 527-532 (1984) som et sekretionsprodukt af
transformerede ovariumceller fra Chinese Hamster og ren-
ses ved affinitetschromatografi ifglge Eisenberg, et al.,
J.Virol., 41, 1099-1104 (1982). -

2. Et andet afstumpet glycoprotein ("1-287[1]1")
omfattende fusionsproduktet af resterne 1-287 forudsagt for
gD-1 og 48 carboxyterminale rester af HSV thymidinkinase
(TR) fremstilles ifglge fremgangsmiaderne beskrevet af
Gibson, et al. J.Cell.Biochem., Supp. 8B (1984) Abstracts,
13. &rlige U.C.L.A. Symposium, nr. 1337, s. 191 [jfr. og-
sa Gibson, et al., J.Virol., 48, s. 396-404 (1983)] som et
sekretionsprodukt af viralt inficerede Hep-2 celler. Kort
beskrevet omfatter virusvektoren en afstumpet form af gD-1
genet (strzkkende sig fra Sacl stedet i modsat retning af
genet til NarI stedet ved rest nr. 287, som er indfgjet i
BglII stedet i TK genet. Proteinet affinitetsrenses under
anvendelse af MCAb II-436-1 som beskrevet i Noble, et al.,
J.Virol., 129, 218-224 (1983).

3. Et tredie afstumpet polypeptid ("8-300[1]") om-
fattende resterne 8 til (ca.) 300 produceres i E.coli i-
fglge de generelle metoder anfgrt i Watson, et al.,
Science, 218, s. 381-384 (1982).

4. Et fusionspolypeptid ("-5-369[11") omfattende
resterne, der strakker sig fra position -5 til 369 i gD-1
med 11 aminoterminale rester af B-galactosidase fas ved
transformation af E.coli vertsceller med en M13 mp8 vi-
rusvektor, hvori der er indfgjet et NcoIl til NruII gD-1
genfragment ifglge Watson, et al., Science, supra, pa et
sted inden i B-galactosidasegenet, der er til stede i

vektoren.
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F. Immunopr&cipitation og SDS-PAGE

Glycoprotein D 1mmunopra01p1teres fra HSV-1 ellerx
HSV-2 inficerede celleekstrakter (celler inficeret i 6
timer) under anvendelse af antisera eller MCAb og Staphy-
lococcus aereus protein A (IgG "Sorb", New England Enzyme
Center). SDS-PAGE udfgres i plader af 10% acrylamid tver-

“bundet med 0,4 % N,N'-diallyltartardiamid (DATD), som be-

skrevet i Eisenberg, et al., J.vVirol., 31, s. 608-620
(1979) og Watson, Gene, 26, s. 307-312 (1983). Til auto-
radiografi tgrres geler p4 filtrerpapir og anbringes i
kontakt med Kodak XAR-5 film. Til fluorografi behandles
gelerne med "Amplify" (Amersham) , tgrres péd filtrerpapir
og eksponeres p& Kodak XAR-5 £ilm ved -70°C.

G. "Immunoblot" og neutraliseringsanalyser

"Tmmunoblot” analyserne gennemfgres som beskrevet
i Cohen, et al., J.Virol., 49, s. 102-108 (1984) og Heb-
rink, et al., J.Immunol.Methods, 48, s. 672-682 (1983).
Virusneutraliseringsanalyserne (50% plaque réduktions-
metode) under anvendelse af HSV-1 (HF) eller HSV-2 (Sa-
vage) gennemfgres som beskrevet i Cohen; et al., J.Virol.,
47, s. 172-11 (1978) og Cohen, et al. J.Virol. 10, s.
1021-2040 (1972). ’

EksemEel 2

Mus-mus-hybridomcellelinier fas ved anvendelse af
den fglgende fremgangsmide. BALB/c mus hyperimmuniseres
med affinitetsrenset gD-1 ifglge eksempel 1 med en initiel
dosis pa 6/ug gD-1 indgivet intraperitonealt (jvE. Long,
et al., Infect. Immun., 37, s. 761~-764 (1984)). Tre dage
efter en intravengs boosterinjektion indeholdende l/ug
immunogen, fjernes miltene, o9 cellerne smeltes sammen
£il BALB/c SP2/0 celler under anvendelse af et PEG-fuso-
gen ved fremgangsmaden ifplge McKearn, s. 368-36 i Ken-
nett, et al., "Monoclonal Antibodies Hybridomas: A New
Dimension In Biological Analysis", Plenum Press, New



10

15

20

25

30

35

DK 166732 B1

12

York, N.Y. (1980). Supernatanter fra fordybninger inde-

" holdende levedygtige cellekolonier efter HAT behandling

screenes for tilstedevarelsen af gD-specifikke antistof-
fer ved "immunoblot" procedurer. Celler, der er positi-
ve for gD-1 og gD-2, subklones, og en reprasentativ cel-
lelinie, der producerer monoklonalt antistof "DL-6", er

" Z.doponeret hos A.T.C.C. som nr. HB8606..Monoklonale anti-

stoffer kan isoleres fra dyrkningsvasker af disse fire
cellelinier ved AMICON filtreringskoncentrering efterfulgt
af pracipitation med ammoniumsulfat. Alternativt kan de
koncentrerede dyrkningsvasker absorberes til protein A
"Sepharose" s¢jler (Pharmacia Corp.). Som et andet al-
ternativ kan monoklonale antistoffer fremstilles i for-
sterket form ved ascites-metoden som beskrevet generelt
pa side 403 i Kennett, et al., supra. Kort beskrevet inji-
6 til 3 x 10’ hybridomceller i peritoneal-
huler i BALB/c mus forbehandlet med 0,25 ml “"Pristane".
Antistoffer kan isoleres fra ascites-vasker ved ammonium-

ceres ca. 3 x 10

sulfatpracipitation'og DEAE "Sephadex" som beskrevet i
Eisenberg, et al. J.Virol., 41, s. 1099;1104 (1982). Ti1l
fremstilling af immunabsorptionssgjler kan isolerede IgG

type 2 antistoffer bindes til cyanogenbromid-aktiverede

"Sepharose" 4B sgjler, typisk i mangder fra 5 til 12mg TIgG pr. g

"Sepharose". Rensede antistoffer kan ioderes med 125I ved

chloramin T-metoden ifglge Greenwood, et al., Biochem. J.,

89, s. 114-123 (1963) eller fortrinsvis ved lactoperoxida-
semetoden ifglge Liu, et al., supra.

Eksempel 3

Det monoklonale antistof DL-6 screenes praliminert
ved "immunoblot" analyser mod renset gD, og det viser sig
derpa, at det er immunoreaktivt med nativt og denatureret
gD-1 og gD-2 men ikke med rekombinantglycoproteinet 1-275-
[1], hvilket viser, at den genkendte typefzlles epitop
ikke er den sekventielle epitop (gruppe V), som det er
forudsagt eksisterer mellem resterne 340-356 i gD-1 og
gb-2.
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P4 grund af manglende binding til syntetiske pep-

" tider, der gengiver resterne 1-23 i gb-1 og gDh-2, udeluk-

kes antistofgenkendelse af den (gruppe VII) sekventielle
epitop i dette omrade. DL-6 monoklonale antistoffer produ-
ceret i A.T.C.C. nr. HB8606 dyrkningsvasker og som for-
staerket ved ascites-metoden anvendes ved mere ekstensive

screenlngsprocedurer som anfgrt i det f¢lgende eksempel.

Eksempel 4
Antistof DL-6 afprgves ved en fluorescens anti-

stofanalyse pad inficerede celler og afslgrer typefalles
membran immunofluorescens, hvilket viser, at epitopen
genkendt i gD-1 og gD-2 er til radighed for binding pa
glycoproteinerne, nar de er indfg¢jet i cellemembranen.

Neutraliseringsanalyser (in vitro) afslgrer, at
DL-6 antistoffet neutraliserer HSV-1 i en fortynding pa
1:50 og HSV-2 i en fortynding pad 1:20 under anvendelse af
et 50% omslag som beskrevet i Eisenberg, et al., J.Virol.,
41, s. 1099-1104 (1982).

Der anvendes "immunoblot" analyser til screening
af bindingen til en rzkke forskellige s&ntetiske peptider
anfgrt i den fglgende tabel II. I tabellen er sekvensen
af aminosyrer i de undersggte peptider reprasenteret ved
de fgrste to tal, og tallet i parentes viser sékvensens
typespecificitet. H 1 parentes viser, at sekvensen er et

hybrid af de forudsagte type 1 og type 2 sekvenser.
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"Tmmunoblot" analyseresultaterne under anvendelse
af peptiderne ifglge tabel II afslgrer ingen immunoreak-
tivitet for DL-6 med peptiderne (a) til (1) eller (p) men
signifikant reaktivitet med peptiderne (m), (n) og (o),
som reprasenterer resterne 266-279 i gD-1 og gD-2 samt

268-287 1 gD-1.

Da DIL-6 "immunoblot" anlyserne afsigrer signi-
fikant reaktivitet med gD-1 og gD-2 til stede i stgrste
parten af bundfaldene fra HSV-1 og HSV-2 inficerede cel-
ler, der er dyrket i narvaerelse af tunica mycin, udelukkes
det, at carbonhydrater er involveret i epitopen genkendt
af DL-6.

DL-6's immunoreaktivitet med forskellige glyco-
protein D-lignende fragmenter og analoge materialer pro-
duceret ved rekombinantmetoder bestemmes ved "immunoblot".
som omtalt tidligere er DL-6 praktisk taget ikke reaktiv
med rekombinant glycoproteinet 1-275[1] produceret ifglge
fremgangsmdden beskrevet af Lasky et al., supra. DL-6 er
imidlertid immunoreaktivt med ethvert afprgv et rekambinantprodukt,
som omfatter en sekvens af aminosyrerester,- der straekker
sig fra de forudsagte rester 266-287 i gD-1, dvs. rekombi-
nanten 1-287[1], rekombinanten 8-300[1] og rekombinanten
-5-396[1] beskrevet i eksempel 1.

P& grundlag af den ved den ovenfor anfgrte afprov-
ning frembragte immunoreaktivitets-"profil", kan der fore-
slds fglgende konklusioner vedrgrende epitopen genkendt af
antistofferne ifgloe opfindelsen som reprasenteret ved an-
tistof DL-6. Antistoffet genkendte bade gD-1 og gb-2 i na-
tiv, denatureret og ikke-glycosyleret form, hvilket viser,
at epitopen omfatter en typefaelles eller i alt vasentligt
typefelles kontinuert sekvens af aminosyrerester. Antistof-
fet genkendte alle rekombinant gD-1 kopier og analoge for-
bindelser inklusive de forudsagte kontinuerte sekvenser
af resterne 266-287 i gD-1. Manglende genkendelse af re-
kombinantglycoproteinet 1-275[1] viser, at i det mindste
nogle af resterne ud over den forudsagte rest nr. 275 er
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signifikante for genkendelse af epitopen (og, ved korrela-
tion med reaktivitet med peptidet 266-279[1], kan mulig-
vis fire eller flere yderligere rester vare involveret).
P4 den anden side viser den gD-1 og gD-2 typefalles gen~
kendelsesevne hos antistoffet ved korrelation med den ty-
pespecifikke natur af de reaktive peptider 266-279[1],
26é4279[2] og 268-287[1],at den genkendte epitop omfat-
ter eller er inkluderet i den typefalles sekvens, som er
fzlles for de syntetiske peptider, dvs. sekvensen, der in-
deholder de forudsagte rester 270-279 PEDPEDSALL.

De ovenfor anfgrte eksempler tjener til at illu-
strere den tydelige vardi, som dé hgjspecifikke monoklona-
le antistoffer ifglge opfindelsen har ved pavisning og
kvantificering af gD-1, gD-2 og strukturelt beslagtede for-
bindelser inklusive peptider og proteinholdige materialer,
som indeholder en kontinuert sekvens af aminosyrerester,
der kan gengive helt eller delvis de rester, der er forud-
sagt at eksistere som resterne 266-287 i gD-1 og gD-2.

Det f¢lgende illustrerende eksempel angar undersg-
gelser af antistoffer ifglge opfindelsen i sammenhang med
en generel konstatering af deres affinitetsgrad for gD-1,
gD-2 og strukturelt beslagtede forbindelser over for tid-
ligere udviklede antistoffer. )

EksemEel 5

Ascites afledt antistof DL-6 absorberes pd en cy-
anogenbromidjaktiveref "Sepharose" 4B s¢jle som beskrevet
tidligere og anvendes til isolering ved affinitetsrensning
af gD-1 fra inficerede celler. Under anvendelse af de sam-
me betingelser er DL-6 antistofsgjlen i stand til at bin-
de fra 2 til 3 gange mere af det ¢nskede glycoprotein end

sg¢jler, hvor MCAb HD-1 (gruppe I) anvendes. Yderligere afslgrer

praliminzre vaccinationsundersggelser p& mus, hvor der an-
vendes DL-6 affinitetsrensede materialer som det aktive
immunogen, at materialet er mindst lige s& aktivt som HD-1
affinitetsrenset materiale til udlgsning af et immunrespons,
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der virker beskyttende mod en lethal viruseksposition.

Der gennemfgres en "ronkurrence" analyse, hvor
monoklonale antistoffer DL-6, HD-1, 11S, 45S og 170
(100-200/ul, reprasenterende 150—600/ug IgG) bindes til
en "Sepharose" 4B sgjle, hvorpad sg¢jlen anvendes til absorp-

_tiop af cytoplasmaekstrakter af HSV-1 inficerede celler

(ldﬁ}ul ekstrakt inkuberet ved 37°C i 2 timer). Immuno-
absorptionsmidlerne vaskes 10 gange med puffer, og der
tils@ttes et ioderet andet antistof (ca. 250.000 cpm).
Efter ekstensiv vaskning telles s¢jlerne med en gamma-
-tzller. Teoretisk, fordi der er anvendt et overskud af
antistof pd s¢jlen, skulle der ikke ha&nge noget ﬁarket
antistof af den samme type ved sgjlen. Blandt alle anti-
stofferne afprgvet mod deres merkede modparter udviser
DL-6 den hgjeste evne til at binde gD-1 med udelukkelse
af dets markede modpart.

De ovenfor viste eksempler angdr monoklonale an-
tistofproducerende hybridomgellelinier formet ved hijalp
af gangse fusioner, der er lettet med kemiske midler,
af milt- og tumorceller fra mus. Det er klart, at der al-
ternativt kan anvendes en rakke forskellige hybridomcel-
leproduktionsteknikker p& celler af forskellige pattedyrs-
arter til tilvejebringelse af hybridomcellelinier ifglge
opfindelsen, som er i stand til at producere antistoffer,
der er specifikt immunologisk reaktive med gD-1, gD-2 og
strukturelt beslagtede forbindelser inklusive aminosyre-
sekvensen RNHPEDPEDSALLCOR', hvor R og R' er ens eller for-
skellige aminosyrerester, eller R betyder hydrogen, eller
R' betyder hydroxyl. Specifikt omfattet af opfindelsen er
derfor hybridomcellelinier dannet ved genetisk fusion af

cellematerialer fra mennesker, rotter eller andre patte-

dyrsarter (eller inbyrdes blandinger deraf), uanset om fusionen

er gennemfgrt ved hjelp af kemiske eller elektriske midler
og omfatter hele celler eller genetisk signifikante frag-
menter deraf. Selv om immunogenet anvendt til udviklingen -
af hybridomer i de foregaende eksempler er affinitetsren-

set gD-1 hidrgrende fra naturlige kilder, kan tilsvarende
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en rakke forskellige immunogener tjene som egnede erstatnin-
ger herfor. Typiske substituter er gD-2 sdvel som gD-1l og
gD-2 polypeptidkopier i nativ og denatureret form produ-
ceret ved rekombinantmetoder i egnede mikrobielle varter,
sasom bakterier, gar og pattedyrsceller i kultur og frem-
stillet i glycosyleret eller ikke-glycosyleret form med el-
rerester. Andre foretrukne substituter er f.eks. syntetiske
peptider, der gengiver alle eller en vasentlig, immunologisk
signifikant del af sekvensen i aminosyreresterne, der er
til stede i positionérne 266-287 i gDh-1 eller gD-2, sasom
den kontinuerte sekvens RNHPEDPEDSALLCOR', hvor R og R' er
ens eller forskellige aminosyrerester, eller R betyder hy-
drogen, eller R' betyder hydroxyl.

Adskillige modifikationer og variationer af den o-
venfor beskrevne opfindelse som beskrevet i de ovenfor vi-
ste eksempler forventes at kunne udfgres af en fagmand, og
opfindelsen er fglgelig kun underkastet de begransninger,
som fremgar af de vedfgjede krav.
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P a tentkravwv.

1. Monoklonalt antistof, kendetegnet
ved, at det specifikt kan binde med glycoprotein D fra
herpes simplex virus af bade type 1 og 2 og med et protein-
holdigt materiale, som indeholder en aminosyresekvens, der

J gengiver en del af eller hele fplgende sekvens: .

PELA (eller V)PEDPEDSALLEDPV(eller A)GIVA(eller S).

2. Monoklonalt antistof ifglge krav 1, k en d e -
tegnet ved, at det specifikt kan binde med-et pro-
teinholdigt materiale, som indeholder den fglgende amino-
syresekvens:

PELA (eller V)PEDPEDSALL.

3. Monoklonalt antistof ifglge krav 1, k en d e -
tegnet ved, at det specifikt kan binde med et pro-
teinholdigt materiale, der indeholder den fglgende amino-

syresekvens:
LA (eller V)PEDPEDSALLEDPV(eller A)GTVAjeller S).

4. Monoklonalt antistof ifglge krav 1, k e n d e -
tegnet ved, at det specifikt kan binde med et pro-
teinholdigt materiale, som indeholder den f¢lgende amino-
syresekvens:

PEDPEDSALL.

5. Hybridomcellelinie, kendetegnet ved,
at den kan producere et monoklonalt antistof ifplge krav 1.

6. Hybridomcellelinie ifelge krav 5, K e n de -
tegnet ved, at den indeholder et genetisk materiale

fra mus eller mennesker.

7. Hybridomcellelinie ifelge krav 5, k e n de -
tegnet ved, at den er A.T.C.C. br. HB8606.
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8. Monoklonalt antistof ifelge krav 1,k end e -
tegnet ved, at det er produceret af hybridomcelleli-
nien A.T.C.C. nr. HB8606.

- = 9. Immunologisk fremgangsmade til 1soler1ng af
glycoﬁgoteln D fra herpes simplex virus type 1 eller type
2 eller immunologisk aktive fragmenter eller analoge deraf
pad basis af en selektiv immunologisk reaktion med et anti-
stof, der er specifikt herfor, k endetegnet ved,
at man anvender et monoklonalt antistof ifglge krav 1 eller
8.

10. Immunologisk fremgangsmade til kvantitativ
pavisning af glycoprotein D fra herpes simplex virus type
1l eller type 2 eller immunologisk aktive fragmenter eller
analoge deraf pa basis af en selektiv immunologisk reaktion
med et antistof, der er specifikt derfor, k e ndeteg-
n et ved, at man anvender et monoklonalt antistof ifglge
krav 1 eller 8. )

11. Immunoabsorptionsmiddel til brug ved affini-
tetsrensning af glycoprotein D fra herpes simplex virus
type 1 eller 2 eller andre proteinholdige materialer in-
deholdende en del af eller fplgende sekvens af aminosyrer

PEIA(eller V)PEDPEDSALLEDPV(eller A)GTVA(eller S),
kendetegnet ved, at immunoabsorptionsmidlet
udgegres af en fast understetning og forbundet dermed et
monoklonalt antistof ifglge krav 1 eller 8.
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