(19)

SUOMI - FINLAND
(F1)

PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN

FINNISH PATENT AND REGISTRATION OFFICE

"

(72)

(74

(54

(83)

Hakija - S6kande - Applicant

(10)
(12)

@1
61N

(22)
(23)
41)
(43)

F1 924080 A7

JULKISEKSI TULLUT PATENTTIHAKEMUS
PATENTANSOKAN SOM BLIVIT OFFENTLIG
PATENT APPLICATION MADE AVAILABLE TO THE
PUBLIC

Patenttihakemus - Patentansékan - Patent application 924080

Kansainvélinen patenttiluokitus - Internationell patentklassifikation -
International patent classification

C12N 15/38
C12N 15/86
Tekemispéivéa - Ingivningsdag - Filing date 11.09.1992
Saapumispaiva - Ankomstdag - Reception date 11.09.1992
Tullut julkiseksi - Blivit offentlig - Available to the public 14.03.1993
Julkaisupdivéa - Publiceringsdag - Publication date 13.06.2019

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet - Priority

13.09.1991 US 759310

1+American Cyanamid Company, One Cyanamid Plaza, Wayne, NJ 07470-8426, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)

Keksija - Uppfinnare - Inventor

1 «Landolfi, Victoria Ann, USA, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)
2 *Figueroa, Natalie Beth, USA, AMERIKAN YHDY SVALLAT, (US)

Asiamies - Ombud - Agent

Kolster Oy Ab, Salmisaarenaukio 1, 00180 Helsinki

Keksinndn nimitys - Uppfinningens benédmning - Title of the invention

HSV gD2:n bakulovirusilmentamissysteemi
Baculovirusexpressionssystem for HSV gD2

Mikro-organismitalletus - Deposition av mikroorganism - Deposit of microorganism

68664 ATCC



10

15

20

25

30

35

HSV-gD2:n baculovirusilmentdmissysteemi

Keksinndn ala

Tdmd keksint6 liittyy yhdistelmd-DNA-tekniikalla
tuotettuihin virusproteiineihin. Tarkemmin sanottuna tdmi
keksintd liittyy herpes simplex -viruksen tyypin 2 (HSV2)
glykoproteiini-D:n (gD2:n) tuottoon yhdistelmda-DNA-tek-
niikalla hyonteisisdntdsolussa olevaa baculovirusta kdyt-
tden. Ndin tuotettu gD2 on immunogeeninen ja suojaava ja
se on sellaisenaan kdyttdkelpoinen rokotekoostumuksessa
antamaan suojaa HSV-infektiota vastaan.

Keksinnon tausta

Herpes simplex -viruksen (HSV:n) tyyppien 1 ja 2
aiheuttama infektio muodostaa pysyvédn ja laajalle levin-
neen ja potentiaalisesti vakavan terveysongelman erityi-
sesti vastasyntyneille ja potilaille, joiden immunologi-
sen jdrjestelmdn toiminta on heikentynyt. Thon lima-
kalvojen pintojen lisdksi virusinfektio voi kohdistua
silmiin, aivoihin, tai muihin elimiin ja on ndyttda sii-
td, ettd se on mahdollinen kohdunkaulansyovdn aiheuttaja
(2, 24). HSV muodostaa lisdksi piilevid infektioita, joi-
den yhteydessd saattaa esiintyd tautitapausten uusiutumi-
sia (30), jotka sekd psykologisessa ettd fyysisessd mie-
lessd ovat samalla kiusallisia. HSV-rokotteen kehittidmis-
td on vaikeuttanut virusgenomin liittyminen onkogeneesiin
(3) ja tdmd on suunnannut rokotteiden kehittdmiseen koh-
distetut ponnistelut alayksikkojen kdyttoéon perustuviin
ratkaisuihin immunoprofylaktisten ja immunoterapeuttisten
hoitomuotojen 1dytdmiseksi.

Herpes simplex -viruksen glykoproteiini D (gD) on
merkittdvin ehdolla olevista ihmisille kdytettdvidksi aio-
tuista rokotteista. Seka viruksen vaippaan ettd infektoi-
dun solun pintaan liittyvdnd gD:1138 on osoitettu olevan
korvaamaton osuus virusinfektion varhaisissa vaiheissa

(11, 9) ja sen on osoitettu toimivan ristiinreagoivan
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vasta-aineen (4) ja soluvdlitteisten immuunivasteiden (1,
22, 40, 47, 11, 35, 31) tdrkednd@ kohteena. HSV1:11i in-
fektoiduista Vero-soluista perd@sin olevan natiivin gD-
preparaatin on aiemmin osoitettu antavan suojaa
infektointitarkoituksissa annettua HSV2-infektiota vas-
taan hiirissd ja marsuissa, aiheuttavan pitkidkestoisia
humoraalisia ja soluvdlitteisid vasteita k&ddellisissi
(25) ja olevan turvallista terveille seropositiivisille
aikuisille annettuna (9). Glykoproteiinisaantojen opti-
moimiseksi ja sen mahdollisuuden vdlttédmiseksi, ettd vi-
rusta tai genomin raportoituja transformoivia alueita
pddsisi ruumiiseen rokotukseen kdytettdvdn virusympin
mukana, on gD:n tuotannossa kdytetty useita yhdistelmi-
DNA-jdrjestelmid. N&dihin kuuluvat bakteeri-~ (44), hiiva-
(37, 41), vaccinia- (28), nisdkds- (36) ja baculovirus-
(14) ilmentdmissysteemit. Ndiden systeemien tuotteissa on
eldinmalleissa esiintynyt eritasoista immunogeenisyytt3.
Baculovirussysteemi tarjoaa etuja, jotka ovat turvalli-
suus, posttranslationaalisen modifikaation hyvéaksyttadvi
vastaavuus (13,15), immunogeenisyys (33, 42, 14, 34, 8)
sekd mahdollisuus vieraan proteiinin huomattavien saanto-
jen saamiseen (45, 6), baculoviruksen polyhedriini-
promoottorin ohjaamana.

Tastd keksinndstd saadaan ensimmdistd kertaa kayt-
tddn baculoviruksessa ilmennetty herpes simplex -viruksen
tyypin 2 glykoproteiini D (bgD2) kdyttien Spodoptera fru-
giperda -soluja infektioalustana. Tuloksena oleva glyko-
proteiini on puhdistettu ja sen ominaisuuksien on osoi-
tettu vastaavan HSV:std perdisin olevan gD:n biokemialli-
sia ja immunologisia ominaisuuksia. Lis3dksi t31li rokot-
teeksi ehdolla olevalla rokotteella immunisoiduissa hii-
rissd on ndhty kokonaista virusta ja glykoproteiineija
vastaan suunnattuja humoraalisia ja soluvidlitteisii vas-
teita ja rokotteet ovat antaneet suojan infektio-

tarkoituksissa annettua tappavaa HSV-infektiota vastaan.
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Keksinndn yhteenveto

Tédmd keksinto liittyy menetelm8idn yhdistelmd-gD2:n
valmistamiseksi, joka kdsittdd sen, ettd transfektoidaan
hydnteisisdntdsoluja gD2:ta vastaavan geenin sis&dlt&dvidlli
baculoviruksen DNA:1lla ja ettd viljellddn nditd soluja
sellaisissa olosuhteissa, joissa geenin ilmentyminen on
mahdollista. Edullisessa sovellutusmuodossa gD2-geeni on
sijoitettu baculoviruksen polyhedriinipromoottorin oh-
jauksen alaisuuteen. Ndin tuotetun glykoproteiinin on
osoitettu olevan erittdin immunogeeninen ja antava suojan
tappavilla HSV-annoksilla suoritettua infektiota vastaa.
Tdstd keksinndstd saadaan siten myds kdyttédn rokote-
koostumuksia, jotka kdsittavat tehokkaan mddridn olennai-
sesti puhdasta baculoviruksen avulla tuotettua gD2:ta
yhdessd farmaseuttisesti hyvédksyttdvdn kantaja-aineen
kanssa. Nditd koostumuksia voidaan kdyttd3d HSV-infektion
hoitamiseen tai ehkdisemiseen tarkoitetussa menetelmissi,
joka k&dsittdd sen, ettd annetaan isdnndlle tehokas m#adri
rokotekoostumusta.

Tdstd keksinndstd saadaan myds kdyttdsdn baculo-
virusvektoreita, jotka ovat k&dyttdkelpoisia gD2-geenin
ilmentédmiseksi hydnteissoluissa, sekd hydnteissoluja,
jotka on infektoitu ndillid vektoreilla.

Kuvien lyhyt kuvaus

Kuva 1. gD2:n sijainti HSV2:n genomissa ja sen
sijoittaminen baculovirus-siirtovektoriin. (A) Herpes
simplex -virus tyypin 2 (kanta 12) genomi (43) on pilkot-
tu Eco RI:11d gD2-geenin eristdmiseksi 5 ke:n suuruiseen
fragmenttiin. (B) gD2:n sis&dltdvad Spe I/Xho I -fragmentti
on liitetty baculovirussiirtovektorin pVL941:n ainoaan
Bam HI -kohtaan suorittamalla ligaatio tasoittamattomaan
pddhdn. Liitosjakson 5’- ja 3/~ pdissd olevat Spe I- ja
Xho I -kohdat ovat hdvinneet tasoittamattomaan p#&han
tehdyssd ligaatiossa. Kuitenkin Bam HI -kohta on s#ilynyt

ennallaan.
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Kuva 2. ngDl:n, ngD2:n ja bgD2:n SDS-PAGE-analyy-
si. Puhdistetuille proteiineille on suoritettu SDS-PAGE-
elektroforeesi ja blottaus s&dhkovirralla nitro-
sellulocsalle. Kuvakehys A: kanava 1, moolimassa-
standardit; kanava 2, puhdistettu natiivi gD1, kanava 3,
puhdistettu natiivi gbD2; kanava 4, puhdistettu yhdistel-
md-gD2. Blotti on kdsitelty immunologisilla koettimilla
kdyttden kaniinin polyklonaalista anti-gD-seerumia ja
visualisoitu peroksidaasileimalla varustetulla proteiini-
A:1lla ja 4-kloorinaftoli/H,0,-seoksella. Kuvakehys B: ka-
nava 1, moolimassastandardit; kanava 2, puhdistettu yh-
distelmd-gD2. Blotissa olevat proteiinivydhykkeet on vi-
sualisoitu hopeavarjdykselld.

Kuva 3. Baculoviruksella ilmennetyn ja natiivin
gDh:n ELISA-vasteet. ngDl-antigeenia (kuva 3A) ja baculo-
viruksessa ilmentédmdllad saatua gD2-antigeenia (kuva 3B)
vastaan muodostuneiden ELISA-vasteiden keskiarvot viisi
hiirtd k&sittdvistd ryhmistd. Molemmilla antigeeneilla
havaittiin yleisend suuntauksena bgD-annoksen mukainen
aktiivisuuden nousu. Immunisoinnit olivat A1PO, (-0-);
0,1 pg bgD2 (<4J}); 1,0 pg bgD2 (-M-); 5,0 ug bgD2 (-a-);
10 pug bgb2 (-a-); 5,0 pug ngD2 (-v-); 5,0 ug ngDl (-v-).

Keksinnoén yksityiskohtainen kuvaus

Tdssd keksinndssd kdytetddn baculovirusilmentidmis-
systeemid tuottamaan suuria saantoja sellaista gD2:ta,
jonka rakenne muistuttaa ldheisesti natiivin gD2-glyko-
proteiinin (ngD2) rakennetta. Useat baculovirukset, eri-
tyisesti nuclear polyhedrosis -virukset (NPV), ovat kas-
vatettavissa hyénteissoluviljelméssé ja ne tarjoavat
kdyttodn potentiaalisesti kdyttokelpoisen kantaja-
systeemin glykoproteiinin tuottoon. Kayttdkelpoisiin NP-
viruksiin kuuluvat Bombyx morin NPV (BmNPV; 19) ja Auto-
grapha californican NPV (AcNPV; 39). Tissid menetelmissi
kdyttdsén soveltuva edullinen baculovirus on AcNPV. Suori-

tuksen aloittamiseksi eristetddn gD2-jakson sisidltidva
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DNA-fragmentti ja t&m& Jjatkokloonataan baculoviruksen
siirtovektoriin. Selektoiduille hydnteissoluille suorite-
taan tdmdn jdlkeen rinnakkaistransfektio siirtovektorilla
ja AcNPV:1la siten, ettd baculoviruksen genomiin saadaan
liitettyd gD2:ta vastaava geeni, joka korvaa viruksen
polyhedriinigeenin sijoittuu polyhedriinipromoottorin
ohjauksen ja sddtelyn alaisuuteen. Tdhdn tarkoitukseen on
kdytettdvissd useita siirtovektoreita (nditd on kédsitelty
esimerkiksi viitteissd 18 ja 23). Edullinen vektori on
sellainen, josta saadaan gD2:1lla suuria ilmentymistasoja,
mutta joka ei tuota polyhedriinin kanssa muodostunutta
fuusioproteiinia. T&dss&d keksinndssd esitetyissd esimer-
keissd kdytetddn tdllaista vektoria, pvL941:t& (18).
Yleensd arvellaan, ettd jaksot, jotka sijaitsevat valit-
toémdsti 5’- suuntaan polyhedriinin aloituskodonista ja
mahdollisesti jatkuvat tdstd mydtdsuuntaan, ovat tdrkeitd
transkriptiolle. pVL941:ssd oleva gD2-geeni on liitetty
polyhedriinigeenin aloituskohdan suhteen my&tdsuuntaan ja
sen johtojakso on sdilynyt ennallaan. Fuusioproteiinin
poistamiseksi polyhedriinigeenin aloituskodoni on muutet-
tu kohdemutageneesilld ATT:ksi.

Tdssd menetelmdssd voidaan isdntdsoluina kdyttdid
useita hydnteissoclulinjoja. Kayttdkelpoisia tdssd mene-
telmdssd ovat esimerkiksi Mamestra brassicae -lajin solut
(kuten ATCC CRL 8003) tai Spodoptera frugiperda -lajin
solut (kuten Sf-21-solut, jotka ovat saatavilla Invitro-
gen-yhtidstd, San Diego, CA tai Sf-9-solut, ATCC CRL
1711). Edullinen is&@ntdsolulinja on Spodoptera frugi-
perda. Yhdistelmd-baculovirusplakit tunnistetaan ja poi-
mitaan talteen polyhedriiniokkluusiokappaleiden puuttumi-
sen perusteella. Ndmd plakit amplifioidaan hydnteis-
soluissa ja tulokseksi saadut plakit seulotaan baculo-
virus gD2:n (bgD2) ilmentymisen suhteen. Selektoidut pla-
kit voidaan puhdistaa ja kdyttda gD2:n ilmentidmiseen myd-

hemmin.
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Ilmentadmiseen kdytetty geeni vol olla mikd tahansa
HSV:n geeni, jossa on immunogeenisyyteen ja suocjaan vaa-
dittavia epitooppeja. HSV-kannasta G perdisin olevan
gD2:n jakson ovat julkaisseet Watson (43) ja Lasky, et
al. (16). Seuraavissa esimerkeissd gD2-DNA:n l&dhteeni
kdytetddn HSV2-kantaa 12. N&iden kahden geenin DNA-jaksot
eroavat toisistaan v&@h&disesti, mistd on lopulta tuloksena
yhden aminohapon erocavuus muodostuneessa proteiinissa
(tdtd asiaa on kdsitelty esimerkissd 3). Tullaan havait-
semaan, ett&@ gD2:n perusjaksossa esiintyvdt vidhdiset mo-
difikaatiot ovat siedettavid eikd niilld ole vaikutusta
molekyylin immunogeenisyyteen. Menetelmdssd kdytetty gee-
ni voi t&md vuoksi olla sellainen, joka nukleotiditasolla
eroaa tunnetuista jakoista mutta joka geneettisen koodin
degeneratiivisuuden vuoksi tuottaa saman aminohappo-
jakson, tai sellainen, joka tuottaa "piilossa pysyvia
muutoksia'", joissa yksi aminochappo korvautuu kemiallisil-
ta ominaisuuksiltaan vastaavalla aminohapolla tuloksena
olevan glykoproteiinin immunogeeniseen aktiivisuuteen
vaikuttamatta.

Tdstd menetelmidstd saadaan glykoproteiini, jonka
ndenndinen moolimassa on 57 500 daltonia, joka on 1liki-
main sama kuin ngD2:n moolimassa. Glykoproteiini otetaan
talteen hajotetuista soluista ja puhdistetaan immuno-
affiniteettikromatografisesti, jolla saadaan aikaan aina-
kin noin 90-%:nen puhdistuminen. Proteiinin identtisyys
varmistetaan Western-blottauksella kdyttden gD2-spesifi-
sid monoklonaalisia ja polyklonaalisia vasta-aineita.
Aminohappojaksosta pddtellyn proteiinin glykosyloitumaton
moolimassa on noin 40 000, joka viittaa siihen, ettid tis-
sd tapahtuu huomattavaa hiilihydraatin post-~
translationaalista lisdamistd. Baculoviruksella infektoi-
duissa hydnteissoluissa ilmenettyjen proteiinien glykosy-
lotumisen on osoitettu olevan herkkdid tunikamysiinille

(13, 14) Jja endo-H:lle (45, 15), mik& viittaa siihen,
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ettd ndissd soluissa esiintyviin glykosyloitumis-
tapahtumiin liittyy N-ryhmien vdlitykselld kiinnittyvén
runsaan mannoosin kdyttd. Kuten jdljempdnd esitettidvisti
esimerkeistd kdy ilmi, vaikuttaa bgD2:n reagointikyky
ELISA:ssa ja immunoblottauksessa ylittdvdn natiivien pre-
paraattien kyvyn sitoa poly- ja monoklonaalisia vasta-
aineita. N&md havainnot viittaavat siihen mahdollisuu-
teen, ettd baculoviruksessa ilmennetyssi glykoproteiinis-
sa olevien epitooppien on aiempaa helpompi osallistua
immunologisiin reaktioihin. Baculoviruksessa ilmennettyd
gh2:ta vastaan suunnatun serologisen reagointikyvyn 1li-
sddntyminen voi tarkoittaa sitd, ettd yhdistelmd-DNA-tek-
niikalla valmistetun tuotteen tehokkuus on vasta-aineiden
muodostumiseen johtavalta reagoivuudeltaan natiivia mate-
riaalia parempi.

Puhdistettu glykoproteiini reagoi Western- tai
tdplédblottauksessa monoklonaalisten vasta-aineiden DL6,
DL11 ja 1D3 kanssa. DL11 sitoutuu viruksesta perdisin
olevan gD2:n ei-yhtdjaksoiseen neutraloivaan epitooppiin
(29) . Johtopd&tdksend on siten se, ettd yhdistelmi-
rokotepreparaatti sdilyttdd tdssd kohdassa natiivin kon-
formaationsa. Natiivin konformaation s&ilyminen onkin
liittynyt DL11:n reagoivuuteen ja sen komplementista
riippumattomaan neutralointikykyyn (27, 46). Reagoivuus
1D3 MAb:n kanssa viittaa siihen, ettd glykoproteiini ei
aminopddstddn ole lyhentynyt.

Baculoviruksesta perdisin olevan molekyylin saman-
laisuus natiivin muodon suhteen vahvistettiin serologi-
sella tutkimuksella. Immunisoiduista hiiristd per&disin
olevan seerumin analyysi osoitti, ettd ngDl-immuniseerumi
reagoi voimakkaasti bgD2:n kanssa. Pdinvastaisessa ta-
pauksessa bgD2-immuuniseerumit sitovat sekid ngDl:td ettd
bgD2:ta jopa niinkin pienten rokoteannosten kuin 0,1 ug:n
jdlkeen. ELISA-tiitterien on havaittu nousevan bgD2-an-

noksen noustessa. bgD2:1la immunisoitujen hiirien neutra-
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loivien vasta-aineiden tiitterit HSV1:td ja HSV2:ta vas-
taan nousevat tavallisesti annoksesta riippuvalla tavalla
ja niissd on osoittautunut olevan kohonneita tiittereitd
homotyyppistd virusta vastaan, vaikkakin heterotyyppia
vastaan suunnattujen tiitterien geometriset keskiarvot
olivat huomattavan suuria annoksilla, jotka olivat yli
0,1 ug bgD2:ta. Samanlaisia korkeampia tiittereitd esiin-
tyy HSV2:ta vastaan ngD2:1la immunisoiduista hiiristd
perdisin olevien seerumien kyseessd ollessa, mikd viittaa
siihen, ettd tdmid el ole yhdistelmd-glykoproteiinilla
suoritettuun immunisointiin liittyvd ainoalaatuinen
ilmid. Baculoviruksessa ilmennetty gD2 aiheuttaa HSV2:ta
vastaan suunnattujen neutraloivien vasta-aineiden pitoi-
suuksien kohoamisen sekd ngDl:een ettd ngD2:een verrattu-
na. Myods ngD1:114 immunisoiduista hiiristd perdisin ole-
vissa seerumeissa esiintyy kohonneita tiittereitd HSV2:ta
vastaan vastaaviin HSVl-tiittereihin verrattuna. ngDl:n
osalta havaittu ero on kuitenkin vaatimatonta luokkaa.

Verrattaessa bgD2-immunisointia ngDl- ja ngD2-ro-
kotteella tehtyyn immunisointiin kokovirus- ja ala-
vksikkoantigeenej& vastaan suunnattujen ja in vitro -olo-
suhteissa mddritettyjen lymfoproliferatiivisten vasteiden
osalta on bgD2:n aikaansaamille soluvdlitteisille vas-
teille ominaista olennaisesti tyyppispesifinen vaste
kokovirusantigeenia vastaan ja bgD2-annoksen ja lymfo-
proliferatiivisen aktiivisuuden v&dlinen kddnteinen korre-
laatio. Havaitut yhteydet rokotekonsentraation, lisdanty-
neen vasta-aineiden muodostumiseen johtavan reagointi-
kyvyn ja vdhentyneen lymfoproliferatiivisen aktiivisuuden
valilla viittaavat siihen mahdillisuuteen, ettd auttaja-
T-solujen alaryhmistd tapahtuisi selektiota gD-annoksen
suhteen (26).

bgD2:11la suoritetusta immunisoinnista in vivo
-olosuhteissa seuraa huomattavaa luokkaa olevan suojan

kehittyminen polkuanturaan infektointitarkoituksissa an-
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nettua tappavaa HSV2-annosta vastaan. Korkeanasteista
suojaa esiintyy kaikilla annetuilla glykoproteiini-
annoksilla. Suojalle HSV2:ta vastaan on ominaista sel-
laisten oireiden vakavuuden vdheneminen, joihin kuuluvat
halvaantuminen ja kuolema, ja merkittd@vd nousu niiden
hiirten frekvenssissd, Jjoissa el esiinny lainkaan infek-
tion oireita. Vaikkakaan tdssa tutkimuksessa ei mddritet-
ty piilevdn HSV2-infektion frekvenssid henkiinj&d&neissi
hiirissd, olemme aiemmin osoittaneet, ettd hiirten immu-
nisointi ngDl:1la antaa suojan sekd piilevdid ettd primii-
ristd HSV2-infektiota vastaan (25).

Edelld esitetyt tiedot osoittavat selvdsti baculo-
viruksessa ilmennetyn gD2:n kdyttdkelpoisuuden rokote-~
koostumuksessa. Olennaisesti puhtaassa (toisin sanoen
ainakin noin 90-%:sesti puhtaassa) muodossa olevaa glyko-
proteiinia tai sen immunogeenista osaa voidaan kayttadd
HSV1- ja HSV2-infektioiden ehk&disemiseen ja hoitoon.

Yhdistelmd-DNA-tekniikalla tuotettu glykoproteiini
eristetddn isdntdsoluista kdyttden tavanomaisia proteii-
nien eristdmismenetelmid. Puhdistettu glykoproteiini yh-
distetddn tdmdn jdlkeen mihin tahansa tavanomaisesti kdy-
tettyyn farmaseuttiseen tai farmaseuttisesti hyvdksytti-
vdan kantaja-aineeseen, kuten veteen, fysiologiseen
suolaliuokseen, etanoliin, polyoleihin, kuten glyseroliin
tai propyleeniglykoliin, tai kasvidljyihin, sekd@ mihin
tahansa sopivaan rokotteissa kdytettdvddn lisdaineeseen,
kuten AlPO,:d8n ja/tal 3-dioksimonofosfonyyli-lipidi-
A:han (3D-MPL; RIBI). T&ss& keksinndssd termi "farma-
seuttisesti hyvdksyttdvat kantaja-aineet” kattaa mitki
tahansa ja kaikki liuottimet, dispergointimediumit, pdil-
lysteet, antifungaaliset aineet, isotoniset ja absorpti-
ota viivastdvdt aineet ja muut nditd vastaavat aineet.
Sitd tapausta lukuunottamatta, ettd jokin tavanomainen
medium olisi yhteensopimaton aktiivisen ainesosan kanssa,

voidaan t&dllaista ainetta ajatella kdytettidvidksi tdssi
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rokotekostumuksessa.

Sen lisdksi, ettd bgD2:ta kdytetddn yksinomaisena
immunogeenisend aineena, sitd voidaan kdyttdd my&s muihin
aktiivisiin aineisiin yhdistettynd. HSV-rokote voi esi-
merkiksi kdsittdd lisdksi muita HSV-glykoproteiineja,
kuten gBl:n ja/tai gB2:n, tai siihen voidaan liittdd mui-
ta infektiotauteja, kuten hepatiittia tai influenssaa,
vastaan suunnattuja immunogeenisia aineita.

Rokotekoostumukset formuloidaan kdyttiden sellaista
mddrdd bgD2:ta, ettd tdmd on tehokas antamaan suojaa nyd-
hemmin tapahtuvaa HSV-~infektiota vastaan. Rokote-
koostumusten formulointimenetelmdt ovat t&1l&d alalla tun-
nettuja, mikd kdy ilmi esimerkiksi julkaisusta Duffy (6)
tai Williams et al. (47). Kaytetty glykoproteiinimd&réd
vaihtelee riippuen siitd, kaytetddnkd adjuvanttia vai ei.
Tavallisesti rokotteen yksikkdannos sisdltdd 1 - 100 ug
glykoproteiinia. Annostelu tapahtuu edullisesti par-
enteraalisesti, toisin sanoen ihonalaisesti, suonen-
sisdisesti, lihaksensisdisesti tai intra-~
peritoneaalisesti, mutta rokote voidaan vaihtoehtoisesti
antaa suun kautta.

Ensimmdisen rokotuksen jdlkeen annetaan edullises-
ti yksi tai useampi tehosterokotus.

Tdssd keksinndssd kdytettyjd mikro-organismeja
sdilytetddn American Cyanamid Company -yhtion Lederle-
laboratorioiden, Pearl River, New York, kantakokoelmassa.
Plasmidi p941gD2C on talletettu talletuslaitokseen Ameri-
can Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Roc-
kville, Maryland 9.8.1991, hakunumerolle ATCC68664.

Seuraavat td3td keksintdd rajoittamattomat esimer-
kit kuvaavat sitid tarkemmin.

Esimerkit

I. gD2:n ilment&dminen baculoviruksessa

A. Solut ja virus. Villityyppinen Autographa cali-

fornican nuclear polyhedrosis -virus (AcNPV; E2-kanta,
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ATCC VR 1344) ja baculoviruksen siirtovektori pVL941 saa-
tiin Dr. Max Summersilta, (Texas A&M, College Station,
TX). Spodoptera frugiperda (Sf9) -solut hankittiin
talletuslaitoksesta American Type Culture Collection
(ATCC CRL 1711; Rockville, MD). Villityyppistd ja yhdis-
telmd-baculovirusta kasvatetaan Sf9:n yksisolukerros- tai
suspensioviljelmissd IPL41-mediumissa (JRH Biosciences,
Lenexa, KS), joka sis&dltd& raudalla tdydennettya 2-%:sta
vasikanseerumia (Hyclone, Logan, UT), 0,1-%:sta Pluronic
F68:aa, ja muita lisdttyjd lipidejd (17). Herpes simplex
-virus tyyppi 2 (kanta 12; HSV-12) ja HSV1-NS saatiin Dr.
H. Friedmanilta, Children’s Hospital, Philadelphia PA) ja
ne puhdistettiin 3 kertaa plakkieristykselld ja kasvatet-
tiin Vero-soluviljelmissd. HSV2-186-kanta puhdistettiin
samaa menettelyd noudattaen plakkipuhdistuksella ja Vero-
soluissa suoritetulla kasvatuksella eldintutkimuksissa
kdytettdvaksi.

B. Siirtovektorien konstruktio.

Yhdistelm8-baculovirus D2AC-11 ilmentdd S. frugi-
perda -soluissa (Sf9) HSV2:n (kanta 12) glykoproteiini
D:td. D2Acll muodostetaan korvaamalla Autographa cali-
fornican nuclear polyhedrosis -viruksen polvhedriinigeeni
gD2-geenilld siten, ettd se joutuu polyhedriini-
promoottorin ohjaamaksi ja tédmé&n s8dtelyn alaiseksi.
HSV2-DNA eristetddn 2 litrasta HSV2:1lla infektoitujen
solujen lysaattia kdsittelemdlld lysaatti DEAE-Sepharose-~
pylvddssd. DNA eluoidaan pylvddstd 0,5 M NaC:11d ja kdsi-
tellddn seoksella, jossa on 40 pg/ml RNaasi A:ta, 100
nrg/ml proteinaasi K:ta ja 0,4 % SDS:8d, jonka jdlkeen
suoritetaan useita uuttoja fenoli/kloroformi/isocamyylial-
koholi-seoksella (25 : 24 : 1). DNA puhdistetaan t&m&n
jdlkeen CSCl-gradientissa tiheydessd 1,3 g/ml. Puhdistet-
tu DNA pilkotaan Eco RI:lla ja se kdsitelldan HSV2-glyko-
proteiini D:n (gD2:n) havaitsemiseen tarkoitetulla koet-

timella k&yttden HSV1:sté& perdisin olevan glyko-
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proteiini-D:n (gD1l) RNA-transkriptiotuotetta. Kidytet&idn
plasmidia pRE26 (saatu Dr. G.H. Cohenilta ja Dr. R.J.
Eisenbergiltd, University of Pennsylvania, Philadelphia,
PA), joka sisdltdd HSVli:n gD (gDl) =-geenin, joka on SP6-
promoottorin ohjaama. SP6-polymeraasia kdyttden valmiste-
taan ¥P-CTP (410 Ci/mmol, Amersham, Arlington Heights,
IL) -leimalla varustettu RNA-transkriptiotuote. gD2-geeni
sijaitsee Eco RI -fragmentissa, mikd on voitu osoittaa
southern-blottaushybridisaation avulla. 5 ke:n suuruinen
Eco RI -fragmentti (kuva 1A) puhdistetaan agaroosi-
geelissd ja liitetdan pBR322:n aincaan Eco RI -kohtaan
kdyttden teoksen Maniatis et al. (21) mukaisia menetelmii
plasmidin p322gD2 muodostamiseksi. T&m& konstruktio pil-
kotaan samanaikaisesti Spe I:1la ja Xho I:lla liitos-
jakson lyhentdmiseksi sen mittaiseksi, ettd se pddttyy 30
emdstda vastasuuntaan gD2:n ATG-aloituskohdasta. Tuloksena
oleva 2 ke:n suuruinen gD2:n sisdltdvd fragmentti puhdis-
tetaan agaroosigeelissd ja jatkokloonataan siirtovektorin
pVL%41 (17) ainoaan Bam HI -kohtaan k&yttden tasoittamat-
tomiin pdihin suoritettua ligaatiota. Tulokseksi saadun
plasmidin p941gD2C (kuva 1B) orientaatio varmistetaan
restriktiokartoituksella, Southern-blottaus-
hybridisoinnilla ja DNA:n sekvessoinnilla dideoksi-
menetelmdlld kdyttden Seqguenasea, joka on T7-DNA-poly-
meraasi (US Biochemical, Cleveland, OH).

C. Yhdistelmd-baculoviruksen muodostaminen

Sf9-soluille suoritetaan rinnakkaistransfektio
2,0 pg:lla AcNPV-DNAa:ta ja 4,0 pg p941gD2C-DNA:ta jul-
kaisussa Summers ja Smith (38) esitetyn menetelmdn mukai-
sella menetelmdlld. Yhdistelmd&-bkaculovirusplakit tunnis-
tetaan mikroskocppisesti polyhedriiniokkluusiokappaleiden
puuttumisesta. Okkluusiokappalenegatiiviset plakit poimi-
taan talteen ja amplifioidaan Sf9-soluissa, jotka on
siirrostettu 24-kuoppaisiin levyihin. Tulokseksi saadut

plakit seulotaan tamdn jidlkeen baculoviruksen gD2:n
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(bgD2) ilmentymisen suhteen solulysaattien SDS-PAGE:1lla
ja western- tai tdpldblottauksella kayttden gD-spesifistéa
monoklonaalista vasta-ainetta. Valitaan parentaaliplakki
(plakki # 11) ja se puhdistetaan kolmasti plakki-
eristykselld. Tatd yhdistelmd-baculovirusta, jolle on
annettu nimitys D2Ac-11, kaytetddn glykoproteiinin ilmen-
tamisen jatkotutkimuksiin.

D. Sf9-lysaatin valmistus ja talteenotto

Sf9-soluja kasvatetaan perfusoiduissa suspensio-
viljelmissd bioreaktoreissa (New Bruncwick Scientific,
Edison NJ) ja infektoidaan solutiheyteen 2 x 10%® - 8 x 10°
solua/ml yhdistelméd-baculoviruksella kdyttden infektion
multiplisiteettind arvoa 0,1. Viljelmdt otetaan talteen
44 h infektoinnin jdlkeen (pi) sddt&mdlld baculo-
viruksella infektoidun Sf9-solususpension pH arvoon 7,4,
kdyttden joko 0,1 N NaOH:ta tai 1,0 M EDTA:ta ennen kuin
solut hajotetaan lisd&mdlld CHAPS-detergenttid, jonka
lopullinen konsentraatio on 60 mM.

E. Natiivin ja baculoviruksen ilment&@mdn proteii-
nin puhdistus

Natiivi gDl ja gD2 puhdistetaan HSV:11d infektoi-
tujen Vero-solujen detergenttiuutteista aiemmin kuvatulla
tavalla (25). Baculoviruksen ilment&md gD2-glykoproteiini
otetaan talteen analogisella tavalla yhdistelmd-baculo-
viruksella infektoiduista Sf9-hydnteissoluista. Lyhyesti
mainittuna, infektoidun Sf9-viljelm@n pH sdddetdidn neut-
raalille alueelle 0,1 N NaOH:1la tai 1,0 M EDTA:1lla ja
solujen hajotus suoritetaan lis&dmdlld CHAPS:ia (15 ~ 60
mM, solutiheydestd riippuva lopullinen konsentraatio)
Ja/tail muita solubilisointiaineita. Detergentilli solu-
bilisoitu glykoproteiini selkeytetddn tangentiaali-
virtausultrasuodatusta kayttden 0,1 um:n suodattimia
kdyttaen (Sarticon Inc., East Granby, CT) tai vastaavalla
menetelmdlla, jonka jdlkeen suoritetaan ioninvaihto-

kromatografinen erottaminen kdyttden DEAE Fast
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Flow -hartsia (Pharmacia, Piscataway, NJ). Ioninvaihto-
pylvddn 1ldpi tulleet fraktiot konsentroidaan
tangentiaalivirtausultrasuodatuksella kdyttden 20 000
moolimassan kohdalta rajaavia suodattimia (Sarticon) ja
erotetaan tdmdn jdlkeen fraktioiksi immunocaffiniteetti-
kromatorgragfialla kdyttden kiinte&nd faasina mono-
klonaalista DL6-vasta-ainetta (12, 7; saatu Dr. G.H.
Cohenilta ja Dr. R.J. Eisenbergiltd), joka on kytketty
aktivoituun CH-Sepharoseen (Pharmacia) valmistajan anta-
mia ohjeita noudattaen. Puhdistettu glykoproteiini eluoi-
daan immunocaffiniteettimatriisista kdyttden puskuroitua
NaSCN:3d4 (seoksen koostumus on 50 mM Tris, pH 7,4, 0,5 M
NaCl, 1,5 M NaSCN ja 0,1 % NP40), dialysoidaan PBS:&d
vastaan ja formuloidaan tdmdn j&lkeen rokotteeksi. Natii-
vi gDl kdsitellddn pelkdstddn formaliinilla (1 : 4000, 40
h, 37 °C). Adjuvanttina k&dytetddn aluminiumfosfaattia
(A1PO,) mddr&n ollessa 500 pg/annos. Glykoproteiini-
annoksen konsentraatio varmistetaan suoraan kdyttden
pyroluminesenssiin perustuvaa typpianalyysia (Antek Inc.,
Houston, TX) ja epdsuorasti tdpléblottausanalyysilla.

F. SDS-PAGE- ja Western-blottausanalyysit.

Natiivista gDl:std, gD2:sta, ja baculoviruksen
ilmentdmdstd gD2:sta suoritetaan SDS-PAGE ja tehd&dian
siirto sa&hkovirran avulla olennaisesti Symingtonin (39)
kKuvaamia menetelmid kdyttden. Nitroselluloosablotteja
inkuboidaan asiaankuuluvan vasta-aineen kanssa ja anti-
geeni/vasta-ainekompleksi visualisoidaan peroksidaasi-
leimalla varusteulla proteiini-A:1lla ja 4-kloori-
naftolilla (Sigma Chemical Co., St. Louis MO). Kdytettyi-
hin vasta-aineisiin kuuluvat yleistyyppinen kaniinin
polyklonaalinen anti-gD, monoklonaalinen vasta-aine
(McaAb) DL6, joka tunnistaa yhtdjaksoisen gD-epitoopin,
joka sisdltad aminohapot 272 - 279 (12, 7) ja mono-
klonaalinen vasta-aine 1D3, joka tunnistaa gD:n terminaa-

lista p&ddtd ldhelld sijaitsevan ja aminohappojen 1 - 23
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alueelle sijoittuvan lineaarisen epitoopin (28). Nitro-
selluloosa-elektroblotit k&sitellddn vaihtoehtoisesti
Aurodyelld (Amersham) kokonaisproteiinin visualisoimisek-
si.

G. bgD2:n identtisyys ja puhtaus.

Puhdistetun yhdistelmd-proteiinin identiteetti
varmistetaan Western-blottausanalyysilla kayttden gD-spe-
sifisia monoklonaalisia vasta-aineita DL6 ja 1D3 (spesi-
fisid N-terminaaliselle osalle), sekd polyklonaalista
anti-gD-seerumia. Kuvassa 2A on esitetty ndiden kolmen
tdssd tutkimuksessa kdytetyn proteiinin vertaileva SDS-
PAGE:n Western-immunoblottaus. Natiivi gDl muodostaa puh-
distuksen j&dlkeen dimeerin, Jjota ei havaita natiivissa
eikd yhdistelméd-gD2:ssa. Yhdistelmd@-gD2:n moolimassa on
suurin piirtein sama kuin natiivin gD2:n moolimassa.

bgD2:n puhtaus varmistetaan SDS-PAGE-geelin
elektroblottauksella ja tdmdn jdlkeen suoritettavalla
hopeavdrjdykselld. Yhdistelmd-gD2 kulkeutuu yhtenid
proteiinikomponenttina, jonka ndenndinen moolimassa on
57 500. Niiden komponenttien suora vastaavuus, jotka on
visualisoitu vasta-ainekoettimilla ja havaittu proteiini-
varjadykselld, on yhdenmukaista sen suhteen, ettd glyko-
proteiinin puhtaus ylittdd 90 %.

ITI. Rokotteen antaminen ja bgD2:n immunologinen
reagoivuus

A. Hiiret.

Naaraspuoliset BALB/c VAF Plus (virusvasta-aine-
vapaat) hiiret saatiin Charles River =-yhtidsti
(Wilmington, MA) kdytettdvdksi immunogeenisuus- ja
suojaustutkimuksiin ja niitd pidettiin steriloiduissa
mikroisolaattoreissa.

B. gD:n formulointi ja hiirien immunisointi in
vivo -tutkimuksia varten.

Natiivin gDl:n, gD2:n Jja bgD2:n fraktioita, joiden
konsentraatiot ovat alueella 20 - 140 pg/ml, sekoitetaan



10

20

25

30

35

16

AlPO,:dan (2 mg/ml) ja pidetddn 4 °C:ssa yon yli. Glyko-
proteiinin konsentraatio mddritetddn td@mdn jdlkeen joko
madrittdmdlla kokonaistyppipitoisuus tai suorittamalla
tdpldblottausanalyysi. Tdplédblottausanalyysiin tarkoite-
tut ndytteet valmistetaan kaksinkertaisina laimennoksina
96-kuoppaisissa levyissd kayttden laimentamiseen fosfaa-
tilla puskuroitua fysiologista suolaliuosta (PBS). Stan-
dardina kdytetd&n rutiininomaisesti puhdistettua ja liu-
koista glykoproteiinia. Ndytteiden laimennokset pipetoi-
daan tédplédblottauskehikkoon (BRL, Gaithersburg, MD) ja
absorboidaan tyhjion avulla nitroselluloosamembraaniin.
Kukin ndyte pestdan 3 x 200 pg:1lla PBS:dd ja suodatin
kuivataan ilmassa, jonka jadlkeen tdmd blokataan 45 minuu-
tin ajan 3-%:sessa naudan seerumialbumiini/Tris-puskuroi-
tu fysiologinen suolaliuos-seoksessa (BSA/TBS). Blotteja
inkuboidaan t&man jalkeen 1 tunnin ajan valitun vasta-
aineen kanssa, joka on laimennettu 1-%:sella BSA/TBS/0,05
% Tween 20 -seoksella (TTBS). Western-blottausanalyysiin
kdytettyjen vasta-aineiden lisdksi kdytetddn monoklonaa-
lista Dlil-vasta-ainetta (tdmd& saatiin Dr. R.S. Cohenilta
ja Dr. R.J. Eisenbergilta), joka on ei-yhtdjaksoista epi-
tooppia vastaan suunnattu McAb (27, 29). Tamidn jilkeen
vasta-aine poistetaan pesemdlld ja suodatinta inkuboidaan
1-%:seen BSA/TTBS-seokseen valmistetun peroksidaasi-
leimalla varustetun proteiini-A:n kanssa 1 tunnin ajan.
Suodatin pestdidn tamdn jédlkeen perusteellisesti ja inku-
boidaan metanoliin valmistetun 4-kloorinaftoli/H,0,-subst-
raatin kanssa. Formuloidut glykoproteiinindytteet analy-
soidaan samalla tavoin lukuunottamatta sitd, ettd A1lPO,
poistetaan ensin suodattimelta in situ 1 N HCl:1lla

37 °C:ssa 5 minuutin ajan.
Glykoproteiini/AlPO,/PBS-kantaliuos laimennetaan t&man
jdlkeen valittuihin annoskonsentraatioihin. Kdsittely-
ryhmdt (N = 16) ovat seuraavat: AlPO,, 0,1 ug bgD2:ta,

1,0 ug bgbh2:ta, 5,0 pg bgD2:ta, 10 pug bgD2:ta, 5,0 ug
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ngD2:ta ja 5,0 pg ngDl:td; rokottamattomien ryhmdn N = 6.
Lopulliset glykoproteiinikonsentraatiot varmistetaan
tdplidblottausanalyysilla. Ennen immunisointia kédsitell&é&n
formuloidut glykoproteiinit koettimilla tdpl&blottausta
kdyttden neutralcivan DLll-epitoopin esiintymisen osoit-
tamiseksi. Kaikki ndmd kolme glykoproteiinia sisdltédvit
tdamdn epitoopin.

Kuuden viikon ikdiset hiiret immunisoidaan baculo-
viruksen ilmentdmdlld gD2:1la, joka on esiabsorboitu
500 pg:aan AlPO,:8&8. Kdytetyt annokset ovat 0,1 nug,

1,0 pug, 5,0 pg ja 10,0 pg. Kontrollit koostuivat hiiris-
td, jotka oli immunisoitu 5,0 pg:lla ngDl:td tai ngD2:ta,
tai eldimistd, Jjoille oli suoritettu valeimmunisointi

pelk&l1ld AlPO,:114d. Kaikille aldimille suoritettiin kaksi
ihonalaista immunisointia lavan alueelle 3 viikon vdlein.

C. In vitro -mddritykset

Kaksi viikkoa toisen immunisoinnin j&lkeen poiste-
taan veri viidestd kunkin anosteluryhm&@n hiirestd nuku-
tuksessa ja niistd poistetaan pernat rokotteeseen kohdis-
tuvan immunologisen reagoivuuden tutkimiseksi humoraali-
sesta ja soluvdlitteisestd vasteesta.

(1) Viruksesta perdisin olevan ja baculoviruksen
ilmentdmdn gD2:n in vivo -olosuhteissa esiintyvdn vastaa-
vuuden varmistamiseksi suoritetaan ELISA-vasteiden
arviointi. 96-kuoppaisia levyjd (Corning, Corning, NY),
pddllystetddn yon yli 100 pl:aan 0,01 M BSA:ta valmiste-
tuilla ngDl:1la tai bgD2:1la, joiden konsentraatio on 20
ng/kuoppa. Levyt pestddn ja niitd inkuboidaan 3 tuntia
huoneenldmmdssd 3-%:sella BSA:lla. BSA-kdsittelyn jdlkeen
kokeessa kdytetyt seerumit laimennetaan levyjen poikki
kaksinkertaisia laimennoksia kdyttden liuoksessa, joka
koostui TBS + 0,1-%:nen Tween 20 -secksesta ja levyt ka-
sitell&&dn niiden blokkaamiseksi 1 tunnin ajan 37 °C:ssa.
Levyt pestdan 3 x PBS:1138 ja inkuboidaan tdmdn jalkeen

100 pl:n kanssa suhteessa 1 : 500 laimennettua ja pipar-
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juuriperoksidaasilla konjugoitua vuohen hiirtd vastaan
valmistetun IgG:n f/(ab,):ta (Cappel, Organon Teknika,
Durham, NC), Jjoka on valmistettu TBS:d4n. Levyt kehite-
tddn kdyttden ABTS-substraattia (Kirkegaard & Perry,
Gaithersburg, MD) ja kvantitoidaan 405 nm:n Xohdalta
kdyttden Biotek-ELISA-levyjen lukulaitetta (Winooski,
VT) .

Vasta-ainevasteet, Jjotka mddritetddn ELISA:1lla
kdyttden in vitro -antigeenina bgD2:ta, viittaavat sii~
hen, ettd kaikilla immunisoiduilla hiirilld esiintyy mer-
kitt8vd reagoivuus rokotetta vastaan (95-%:nen
luotettavuusvdli) ja ettd kaikissa rokotekdsittelyissa
esiintyy huomattavaa nousua AlPO,~-kontrollieldimiin ver-
rattuna (P<0,001 ANOVA:1la mddritettynd). bgD2:1la im-
munisoiduissa hiirissd on osoitettavissa yleensd annok-
sesta riippuvia ELISA-tiittereitd aktiivisuuden minimi-
ja maksimiarvojen vastatessa glykoproteiinitasoja 0,1
g - 10,0 pg. Suhteen 1 : 160 ylittdvissd
seerumilaimennoksissa ovat tutkittavien 0,1 pg bgD2 -
seerumien vasteet ngDl-antigeenin osalta merkittdvdsti
(P<0,05 ANOVA:1lla mddritettynd) pienempid kuin kaikilla
muilla immunisoiduilla ryhmilld&.

ELISA-vasteet ngDl-antigeenia vastaan ovat pienem-
pid kuin vastaavat vasteet, jotka havaitaan bgD2:n olles-
sa kyseessd. Tdmd heijastaa todenndkdisimmin pikemminkin
yhdistelmd-antigeenin suurempaa sitoutumistehokkuutta
natiiviin glykoproteiiniin verrattuna kuin merkitt&via
eroja vasta-aineiden muodostumiseen johtavassa reagoivuu-
dessa. ELISA-vasteet heijastavat kuitenkin DL6-tdpla-
blottausvasteita (tuloksia ei ole esitetty), joissa McAb-

reagoivuus baculoviruksessa ilmennetyn glykoproteiinin

‘osalta on suurempi kuin natiivin gDl:n reagoivuus. Anti-

ngDl:n ELISA-aktivisuus bgD2:1la imunisoitujen hiirten
osalta lisddntyi annoksesta riippuvalla tavalla. ngDl-

antigeenia vastaan muodostuneen aktiivisuuden huippu
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liittyy ngDl-immunisointiin, On vaikeaa verrata suoraan
natiivin glykoproteiinin vsteita baculoviruksessa ilmen-
netyn gD2-hiirien vastaaviin vasteilsiin, koska natiivi
glykoproteiini voi sis&ltdd pienid mdadrid HSV:n proteii-
neja, kuten gB:t&, joka vol mydtdvaikuttaa mitattuun
ELISA~vasteeseen. Tdssd yhteydessd kuitenkin 5,0 pg ngD2,
joka myds sisdltdd mahdollisesti pienid m8&ri&d kontami-
noivia aineita, aiheuttaa suhteellisen pienen ELISA-vas-
teen ngD1:td vastaan, joka on verrattavissa 0,1 ug - 1,0
gg:n bgD2-tasoihin.

(ii) Md&ritykset neutraloivien vasta-aineiden ha-
vaitsemiseksi

Neutralisaatiomddritykset suoritetaan aiemmin ku-
vatulla tavalla (21). Lyhyesti mainittuna, seerumit
ldmpdinaktivoidaan 56 °C:ssa 30 minuuttia ennen méaritys-
td. Rinnakkaisia ja kaksinkertaisia sarjalaimennoksia
sekoitettiin 100 pfu:hun HSV1-NS:84 tai HSV2-186:tta,
jotka oli valmistettu MEM:&&n, joka sisdlsi 5 % FCS:d3 ja
10-%:sta marsun komplementtia (Gibco, Grand Island, NY).
Virus-seerumiseoksia inkuboidaan 1 tunnin ajan 37 °C:ssa
ja ne siirrostetaan tdm&n jdlkeen 96-kuoppaisissa levyis-
sd kasvatettujen Vero-solujen 1l1l-solukerrokseen. Viruksen
absorption annetaan tapahtua 1 tunnin ajan (37 °C) Jja
seoksen pddlle pipetoidaan 1-%:sta metyyliselluloosaa.
Virus-, medium- ja komplementtikontrollit sisdltyvédt ku-
hunkin mddritykseen. Levyjd inkuboidaan kunnes virus-
kontrollikuopissa havaitaan >50 plakkia. Levyt kiinnite-
td&n té&mdn jdlkeen 10-%:sessa formaliinissa ja plakkien
mddrd lasketsaan. Tiitterit mdEdritetd8n sen seerumi-
laimennuksen k&dnteislukuna, josta saatavan plakkien
lukumdédrédn keskiarvo on alle 50 % siitd, mitd& havaitaan
viruskontrollissa.

Tulokset on esitetty taulukossa 1. Lukuunottamatta
yhtd 0,1 pg bgD2:1la neutralisoitua eldintd, voitiin kai-

killa immunisoiduilla hiirilli osoittamaan HSV1:ti vas-
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taan muodostuneiden neutraloivien vasta-aineiden tiitte-
riksi 20 tai tdtd suurempi arvo. HSV1:td vastaan suunnat-
tujen tiitterien geometrisista keskiarvoista lasketut
keskiarvot (GMT1l) nousevat tavallisesti annoksesta riip-
puvalla tavalla bgD2-hiirien osalta minimi- Jja maksimi-
arvojen vastatessa tasoja 0,1 pg ja 10,0 pg. Hiirissid,
jotka on késitelty 5,0 pg:lla bgD2:ta, on osoitettavissa
jonkin verran alempi GMT1 (toisin sanoen 183,9) kuin miti
annosvasteen perusteella voidaan ennustaa. Tdmd kuvastuu
vyhdestd eldimestd havaittuna suhteellisen pieneni, suu-
ruudeltaan 40 olevana tiitterind. Huomionarvoisia ovat
bgD2-hiirten kohonneet GMTl-arvot verrattuna ngD2:ta saa-
neisiin eldimiin. bgD2:n annoksilla, jotka ovat alueella
1,0 - 10,0 pg, esiintyykin 2,5 - 6,0 -Kertaisia GMT1-
arvoja ngD2:1lla suoritettuun immunisointiin verrattuna.
Vastaavansuuruisia GMT1l-arvoja on saatu niiden eldinten
osalta, jotka ovat saaneet joko 10,0 ug bgD2:ta tai 5,0
pg ngDl:td, mikd osoittaa yhdistelm@-preparaatin osalta
hyvdad ristireagoivan neutraloivan vasta-aineen
aktiivisuustsoa.

GMT2-arvot ovat kohonneita kaikissa rokote-
kdsittelyn saaneissa ryhmissd HSV1:t4 neutraloivien tiit-
terien suhteen. Tdmd kdy erityisen hyvin ilmi sen ryhmidn
osalta, joka oli saanut 0,1 ug bgD2:ta, jossa kohoaminen
oli 24-kertaista. ngDl-tiitterit ovat olennaisesti ident-
tisid HSV1:n ja HSV2:n osalta suhteen GMT1/GMT2 ollessa
1,5. Suurin GMT2-arvo liittyy ryhmddn, jolle oli annettu
5,0 pug bgD2:ta ja t&md on luettavissa osaksi yhden eldi-
men ansioksi, jolla esiintynyt tiitteri oli 10 240.
Merkillepantavaa 5,0 ug:n tasoisen bgD2:n ja 5,0 ug:n
tasoisen ngD2:n osalta on sellainen suhteen GMT2/GMT1
avulla ilmaistu suhteellinen ristireaktiovaste, missi
yhdistelmd-rokotteeksi ehdolla olevasta preparaatista
saaduista suuremmista tiittereistd huolimatta on molem-

pien ryhmien osalta laskettu suhteet 13,9.
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Taulukko 1
bgD2-immunisoinnin vaikutus seerumin HSV:t& vastaan suun-

nattuihin neutraloiviin vasta-ainetiittereihin

Annos

Kisittely 19 GMT-HSV1®  GMT-HSV2 GMT2/GMT1
AlPO, <20 <20

bgD2 0,1 23,0 57,6 24,2
bgb2 1,0 278,8 1115,1 4,0
bgn2 5,0 183,9 2561,9 13,9
bgd2 10,0. 422,6 1254,6 3,0
ngd2 5,0 69,7 970,8 13,9
ngd1 5,0 422,6 640,5 1,5

® Huomautus: HSV1:td ja HSV2:ta vastaan muodostuneiden neutraloivien vasta-ainevasteiden tiit-
tereiden geometriset keskiarvot (GMT1 ja GMT2) saatiin yksittdisistd hiiristd kdyttéden edelld

kuvattua plakkimddrdn vadhentymiseen perustuvaa mikroneutralisaatiom3dritysta.

(iii) Lymfoproliferatiiviset md&dritykset

Immunisoiduista tai A1PO,:118 injektoiduista hii-
ristd perdisin olevia pernasoluja maljattiin solu-
tiheydelld 2 x 10° solua/kuoppa 96-kuoppaisiin tasa-
pohjaisiin kuoppalevyihin kdyttden Vero-mediumia (2,5 x
10% pfu-ekvivalenttia/kuoppa), ngDl:td (10 ng/kuoppa),
bgD2:ta (20 ng/kuoppa) taili gDl-peptidid, joka sisdltas
aminohapporyhmd@t 241 - 260 (namd eroavat gD2:sta kahden
ryhmdn, ryhmien 39 ja 40 kohdalla). Lymfo-
proliferatiivisissa mddrityksissd kdytetty medium koostuu
RPMI:st& (Cellgro, Mediatech, Washington, DC), joka si-
sdltdd 10-%:sta fetaalista vasikanseerumia, (Hyclone,
Logan, UT) glutamiinia, HEPES:&&, NEAA:ta, pyruvaattia,
f-merkaptoetanolia ja penisilliini/streptomysiini-seosta.
Kun soluja on inkuboitu 5 pdivdd, niille annetaan 1 uCi:n
suuruinen pulssi [’H]-tymidiinii (Amersham, Arelington
Heights, IL) 6 tunnin ajan ja ne kootaan tamdn jdlkeen

talteen tuikelaskentaa varten. Stimulatiokertoimet laske-
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taan jakamalla kokeessa saadut CPM-arvot medium-
kontrollien CPM-arvoilla.

Tulokset on esitetty taulukossa 2. Kokovirusanti-
geenejd vastaan muodostuneet proliferatiiviset vasteet in
vitro -olosuhteissa ovat olennnaisesti tyyppispesifisii
maksimaalisen T-solujen aktivaation suhteen. ngD1:11&
immunisoiduilla hiirill&d on merkittdvdsti suuremmat vas-
teet HSVl-stimulukseen (P>0,01) kuin kaikissa muissa ryh-
missd. bgD2:1la immunisoitujen hiirten vasteille HSV2:ta
ja muita stimuluksia vastaan on ominaista k&d&dnteinen an-
nos-vaste-suhde, jossa aktiivisuuden huippu esiintyy 0,1
pg:n rokotetason kohdalla. ngDl-immuunit el&dimet reagoi-
vat in vitrro -olosuhteissa suoritettuun ngDl-infektioon
siten, ettd niilld esiintyy kaikkiin muihin ryhmiin ver-
rattuna merkittédvidsti kohonnutta *Htymidiinin ker&inty-
mistd soluihin (P < 0,04 ANOVA:lla mddritettynd). Kuten
ELISA-vasteiden osalta huomautettiin, ngDl-immuunit
pernasolut voivat heijastaa muiden sellaisten HSV:n pro-
teiinien esiintymistd, jotka kykenevdt aikaansaamaan T-
solujen blastogeneesid. Kuten humoraalisten reaktioiden
suhteen oli asianlaita, ei ngD2-immunisaatiota kuitenkaan
seuraa mitddn vasteen ndenndistd kohoamista. Viljelmissd,
jotka on stimuloitu Dl-peptideilld ah:t 241 - 261, havai-
taan suuremman asteista ristireagoivuutta bgD2:n ja
ngDl:n vdlilld. T&md gDl-peptidi erocaa julkaistusta gD2:n
jaksosta kahden ryhmdn kohdalla (# 246 A » P, # 257, E »

D) ja se sisdltdd immunodominandin T,~epitoopin (10).

Taulukko 2
gD:11& immunisoitujen ja kontrollihiirten lymfo-
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proliferatiivisid vasteita HSV-antigeenia vastaan

In vitro -stimulus (SI % SE)

Rokote Annos®  HSV1 HSV2 ngd1 bgD2 ah:t 241-261
AlPO, -- 2,73:0,60  1,26:0,42 1,250,21 0,98:0,22  1,31:0,26

bgo2 0,1 3,5431,00  7,27:2,83 9,08+2,93 13,97:5,26  10,6114,25

bgb2 1,0 2,71:0,68  4,78:1,64 7,21£2,54 11,463,36  9,69:2,49

bgD2 | 5,0 2,40£0,57  2,4430,75 5,35:1,62 8,16:1,37  6,09:0,94

bgd2 10,0 2,60:1,01  3,56:1,00 5,77+2,24 10,6624,51  7,54%3,13

ngd2 5,0 2,36:0,46  3,07:0,59 3,9821,05 7,61£1,77  4,03+0,87

bgD1 5,0 9,0252,43  3,63+1,04 18,53+7,35 10,31£1,65  9,1524,77

Huomautukset

* Lymfoproliferatiiviset mddritykset suoritettiin edelld
kuvatulla tavalla. Esitetd&n stimulaatiokertoimien (SI)
keskiarvot ja keskipoikkeamat ryhmdadn kuuluvista 5 eldi-

mestd. SI = CPM koc/ CPM mediunkontrolli *

® Annokset ovat mikrogrammoja.

D. Infektointitarkoituksissa annettua HSV-infek-
tiota vastaan muodostunut suoja.

Kaksi viikkoa toisen immunisoinnin j&dlkeen hiriin
siirrostetaan ihonalaisesti (SC) 1 x 10° pfu/0,03 ml HSV2
(186) :tta oikean takaraajan polkuanturaan. Hiiristd seu-
rataan HSV2:teen liittyvid oireita 30 pdivdn ajan infek-

tion jdlkeen. OIreet arvioidaan p&divittdin ja niille an-

netaan pistemddrdt seuraavasti: 0 = oireeton; 1 = turvo-
tusta tai hiertymd; 2 = heikotusta; 3 = oikean takaraajan
osittainen halvautuminen; 4 = oikean takaraajan tdydelli-

nen halvautuminen; 5 = molemminpuolinen halvautuminen; 6
= kuolema.

Kuten taulukosta 3 kdy i1lmi, saavat kaikki immuni-
soidut ryhmdt huomattavan suojan infektointi-
tarkoituksissa annettua letaalia HSV-infektiota wvastaan,

mika ilmenee vidhentyneestd salrastuvuudesta, vihentynees-
r
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td halvautumiseen johtavasta infektiosta, vdhentyneesta
kuolevuudesta (ottaen huomiocon sen, ettd 11 Kontrolli-
hiirestd 6 menehtyy infektioon, niin vain yksi immunisoi-
tu hiiri mist&ddn ryhmdstd kuolee; t&md eldin sai 5,0 ug
ngD2:ta ja se oli halvaantunut ennen kuolemaansa), ja
sellaisten eldinten kohonneista frekvensseistd, joissa ei
esiinny lainkaan havaittavia paikallisen tai systeemisen
infektion oireita. T&md suojaava immuniteetti ilmenee
vieldpd pienelld 0,1 pg:n suuruisella baculoviruksen il-
mentdmdn gD2:n annoksella, mikd viittaa korkeanasteliseen
rokotteen vdlitykselld syntyneeseen vastustuskykyyn homo-

tyyppistd infektiota vastaan.

Taulukko 3
bgD2-immunisoinnin vaikutus suojaan HSV2-infektiota vas-
taan
Oireiden

Rokote-kdsit-  Annos maksimiarve *  Halvautumis- Kuolleisuus- Oireettomien

tely ) SE® frekvenssi® frekvenssi frekvenssi

AlPO, -- 4,91+0,37** 117118 6/119 [7AN

bgb2 0,1 1,27+0,47 2/ 0/11 6/11

bgb2 1,0 0,27+0,27 IVah /11 10711

bgb2 5,0 0,45+0,31 1711 0/11 g/N

bgD2 10,0 0,36+0,24 0/ o/ /M

ngD2 5,0 0,27:0,26 VAR VAR 10711

ngD1 5,0 0,64:0,32 N o/n 1o/
huomautukset:

® oireet maidriteltiin seuraavasti 0 = oireeton; 1 = paikallista turvotusta/eryteema/hiertyma; 2
= heikkous; 3 = oikean takaraajan osittainen halvautuminen; &4 = oikean takaraajan taydellinen
halvautuminen; 5 = molemminpuolinen halvautuminen; & = kuolema.

® halvautumisfrekvenssi sisiltas eldimet, joissa esiintyy sekd osittaista ettd tdydellistd toi-
mintakyvyn heikkenemista.

** p<0,01 Fisherin tarkalla (exact) testilld mdaritettyna.

§ P<0,04 Fisherin tarkalla testills maaritettyna.
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III. bgD2-glykoproteiinin sekvenssointi

Glykoproteiini-D2-geenin nukleotidijakso mddritet-
tiin sekvenssoimalla suoraan HSV2- (kannan 12) ja D2Acll-
(yvhdistelmd-baculoviruskanta) virusten DNA. gD2-geenin
limittdiset fragmentit (katso jdljempdnd) amplifioidaan
epdsymmetrisesti polymeraasiketjuseaktiolla (Perkin-Elmer
Gene Amp PCR-testipakkaus) yksinauhaisten nauhojen
valmistamiseksi ja ne sekvenssoidaan t&man Jjilkeen di-
deocksimenetelmédlla kdyttden U.S. Biochemical -yhtidn
Sequenase-testipakkauksen versiota 2.0.

gD2~geenin yhdistelmd@baculoviruksessa D2Acll oleva
nukleotidijakso on yhteensopiva HSV2 (12) -kannasta ole-
van parentaalisen geenin suhteen. T&td sekvenssid verra-
taan myds julkaistuun HSV2:n G-kannan Jjaksoon (Watson,
R., Gene 26 (1983) 307 - 312).

Seuraavassa on esitetty kantojen G ja D2Ac-11 va-
liset emdseroavuudet. Emds numero 268 on ATG-aloitus-
kohdan A. Emds numero 1449 on TAG-lopetuskohdan G.

Nukleotidi Aminohappo
Emdksen D2Ac-11 Kanta G D2Ac-11 Kanta G
numero
1000 C T
1002 c A LEU LEU
1325 T C VAL ALA

Ndmd emdreroavuudet varmistetaan molempien nauho-

jen sekvenssoimmilla.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd HSV:n gD2:n tuottamiseksi yhdistel-
ma-DNA-tekniikalla, joka kdsittdd sen, ettd transfektoi-
daan hyonteisisdntdsolu baculoviruksen DNA:1lla, Jjossa on
HSV:n gD2:ta koodaava geenl, ja viljell&d&n soluja 3ellai-
sissa olosuhteissa, joissa geenin ilmentyminen on mahdol-
lista. '

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd HSV:n gD2-geeni on baculo-
viruksen polyhedriinipromoottorin ohjaama.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd baculovirus on Autographa
californica.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelnd,
tunnettu siitd, ettd HSV:n gD2 otetaan talteen ja
puhdistetaan.

5. DNA-konstruktio, Jjoka kdsittdd baculoviruksen
polyhedriinipromoottorin, joka on toiminnallisesti 1ii-
tetty HSV gD2:ta koodaavaan geeniin.

6. Vektori, joka k&dsittidd patenttivaatimuksen 5
mukaisen konstruktion.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen vektori, t u n -
nettu siitd, ettd se on p941gD2cC.

8. Hyonteissolu, joka sisdltdd patenttivaatimuksen
5 mukaisen vektorin.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen hydnteissolu,
tunnettu siitd, ettd vektori on p941gD2C.

10. Yhdistelmd-baculovirus, joka sisdltdi

HSVgbh2:ta koodaavan geenin ja kykenee ilmentdmdidn tata.
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