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A talalmany targyat képezd polipeptidek legal&bb egy
Human Immundeficiencia Virus (HIV) burokfehérjéjének legalabb
egy antigén tulajdonsdgit hordozzak, Egy eldnyds szekvencia: X-
Asp-Gln-Ser-Leu-Lys-Gly-Ile-~Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y,
ahol X és Y jelentése az, hogy egymastél fiiggetleniil
hianyozhatnak illetve egymdstél fiiggetleniil egy vagy tébb
aminosavat jelenthetnek, és a 10. valamint 16. pozicidban levd
Cys csoportokat adott esetben intramolekularis diszulfid hid
k&theti Ossze. Ezeket a polipeptideket haszndlhatjak HIV
fertdzés diagnosztizilasiban, kezelésében és megeldzésében. A
talalmany targyat képezik még a polipeptidekhez kdtddd

antitestek és ezek k&t8d8 részei is.
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A jelen talalmadny targyat szintetikus polipeptidek
képezik. F8leg olyan szintetikus polipeptidek képezik a
talalmany targyat, amelyek virus burokfehérjék specifikus
régidéinak haromdimenzids szerkezetét, és/vagy elektrosztatikus
felszinét és/vagy mas fizikai, kémiai és szerkezeti tulaj-
dons&gait uténozzéak. Kiilonbsen érdekes vakcindkat, immunoldé-
giailag aktiv terdpids agenseket, diagnosztikumokat és mas
gybgydszati illetve a tudomanyos kutatasban hasznidlt &genseket
tervezni a Humdn Immundeficiencia Virussal (HIV) kapcsolatban,
amelyrdl ismert, hogy a szerzett immunhiidnyos tiinetegyiittes
okozdja.

Az elmGlt évtizedben az AIDS nagyon fontos gybdgyédszati
problémdva ndtte ki magdt az egész vilagban, és jelenleg siirgds
szlikség van a HIV, a betegség okozdéja &ltal kivaltott fertdzés
vizsgdlatdhoz, diagnosztiz&ldsdhoz, kezeléséhez és/vagy
megeldzéséhez hasznilhatd agensekre. A HIV I és HIV II virusok
dltal termelt fehérjék szekvencidjanak ismertté valasaval [léasd
p. Ratner et al., Nature, 313, 277 (1985); Meusing, M.A. et al.,
Cell, 40, 9 (1985)] lehetséges lett olyan szintetikus
polipeptidek tervezése, amelyek emuldljdk a virus burokfehérjék
antigén tulajdons&agait.

A jelen talalmany targya olyan szintetikus polipeptidek
kifejlesztése, amelyek kivaltjak a HIV virus elleni antitestek
termelddését, legeldnydsebb, ha ezek neutralizild antitestek,
azaz olyan antitestek, amelyek megeldzik a fertdzést, és/vagy
megakadalyozzak a HIV virus terjedését passziv vagy aktiv

immuniz&cié Gtjan. Az ilyen antitestekkel végzett passziv



immuniz&dcidé egy hatékony eszkéz lehet AIDS betegek kezelésében,
és igy szabdlyozhatdé a virus elterjedése az emberekben illetve
emberek kozdtt, ezzel lelassitva vagy megdllitva a betegség
fejlddését.

A jelen taladlmény térgya egy olyan szintetikus
polipeptid, amely a humdn immundeficiencia virus (HIV) legal&bb
egyik torzsének a burokfehérjéjében levd antigén tulajdonsagot
hordozza, és az emlitett polipeptid lényegében a I aminosav

szekvenciaval rendelkezik:

I. Aminosav szekvencia
X-R3~-Rp-R3-R4-R5-Rg-R7-Trp-Gly-
Cys-Rg-Rg-R;g~R11~-Rj3-Cys-Y

amely szekvencidban

R; jelentése Asp vagy Glu;

Ry jelentése a Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Asn vagy Gln
csoportbdél valasztott aminosav;

R3 jelentése a Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Asp, Glu, Asn,
Lys, His, Gln vagy Arg csoportbdl valasztott
aminosav;

R4, Rs, Rg jelentése egymastdl fliggetleniil barmely
aminosav;

Rg és Rg Jjelentése egymastdl fiiggetleniil Gly, Ala, Pro,
Ser, Thr vagy Asn;

R; jelentése a Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Asn,
Gln, Phe, Tyr, Trp, Cys, Met vagy Pro csoportbédl

valasztott aminosav;



Rg és Ry jelentése egymastdl fiiggetlenilil a Gly, Ala,
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe, Tyr vagy Trp;

R1o Jelentése Lys, His vagy Arg; és

X és Y jelentése egymastdl fliggetleniil lehet az, hogy
hianyoznak, illetve az, hogy egy vagy t&bb aminosav helyett
4llnak, azzal a feltétellel, hogy ha jelen vannak, akkor nem
képezik, illetve nem képezik részét egyik Humdn Immundeficiencia
Virus burokfehérjéje antigén tulajdonsdgokat mutatd részének.

Az I Altalédnos képlet szerinti peptidek, amelyekben X és
Y nincs jelen, természetesen hasznosak, példdul a HIV antitestek
eldallitasaban. Ha azonban X é&s Y jelen vannak, akkor barmilyen
hosszlak lehetnek, de eldnyds, ha 20 aminosavndl révidebbek, még
eldnydsebb, ha 10 aminosavndl is rdvidebbek, azaz példaul 3-6
aminosav hossziiak. Az természetesen elfogadhaté, hogy ha a I
dltalédnos képlet szerinti szekvencia egy olyan fehérjét képez,
amelyben X és Y egy nagy részt jelent, egy olyan antigén
szekvencidval, amely egy globuldris fehérje exponalt hurok
struktirajanak részét képezi.

R, jelentése eldnydsen lehet Gln vagy Thr, R3 jelentése
eldnydsen lehet Ser, Asn, Gln, Arg vagy Ala, Rg jelentése
eldnydsen lehet Leu, Ile, Gln vagy Arg, Ry jelentése lehet Leu,
vagy Lys, Rg Jjelentése vagy Gly vagy Asn, Ry jelentése Gly, Ala,
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe, Tyr, Trp vagy Ser, Rg jelentése
Ser vagy Ala, Rg jelentése Gly vagy Phe, Rip jelentése Arg vagy
Lys, Rj; Jjelentése Leu, His, Ile, Gln é&s Rj; jelentése Ala, Ile
vagy Val. A 10-es és 16-os poziciéban levd Cys csoportokat adott

esetben intramolekuldris diszulfid-hid koétheti dssze.



A taldlmény szerinti polipeptid egy eldnyds formaja a II

dltalanos képlettel leirhatd szekvencidt tartalmazza:
X-Asp-Gln-R3-Leu-Rg-Gly-R7;-Trp-Gly-
Cys-Ser-Gly-Lys-Ry1-Rj3-Cys-Y,

amely szekvenciédban

R3, R, R11, Ry, X és Y jelentése ugyanaz, mint amit az

eldzdekben meghataroztunk; és

R; jelentése a Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe,

Tyr vagy Trp aminosav.

A II altalanos képletld szekvencidban eldnydsen Rj
jelentése Ser, Asn, Gln vagy Arg, Rj; jelentése Leu, His vagy
Ile, és Ry Jjelentése Ile vagy Ala. Eldnyds, ha Ry-et az Ile,
Phe, Met, Val vagy Leu csoportbdl valasztjuk. Még eldnydsebb, ha
R3 jelentése Ser vagy Asn és Rg jelentése Lys.

A jelen taldlmé&ny szerinti II Altalédnos képlet szerinti
polipeptid az aldbbi szekvenciat tartalmazza:

X-Asp-Gln-Ser-Leu-Lys-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y,

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit az eldzdkben
meghatiroztunk, és a 10. valamint 16. pozicidéban levd Cys
csoportokat adott esetben intramolekuldris diszulfid hid kotheti
Ossze.

A II Altaléanos képlet polipeptid egy masik eldnyds
formaja az, amikor Rj jelentése Gln vagy Arg, Rs jelentése Leu,
R7 jelentése Ile, Phe, és Met, R;; jelentése Leu, His, vagy Ile,
és Rj, jelentése Ala. A II &ltalénos képlet szerinti polipeptid

egy eldnyds szekvencidja:



X=-Asp-Gln-Gln-Leu-Leu-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys~-Leu~Ala-Cys-Y,

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit az el&zdkben
meghataroztunk, és a 10. valamint 16. poziciéban levd Cys
csoportokat adott esetben intramolekuldris diszulfid hid koétheti
Ossze.

A II altald&nos képlet szerinti polipeptidek a HIV I
burokfehérje bizonyos epitop részeire hasonlitanak.

A talalmény szerinti polipeptid egy méasik eldnyods
forméja lényegében a III Altaldnos képletd aminosav szekvenciat
tartalmazza:

X-R1-Ry-R3-Ry-R5-Asn-Ser-Trp-Gly-Cys-Ala-
Phe-Arg-Gln-Val-Cys-Y (III)

ahol R; jelentése Glu vagy Asp;

R, jelentése Thr vagy Gln;

R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala;

Ry jelentése Leu, Ile, Arg vagy Gln;

Rs jelentése Lys vagy Leu; és

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit az el&zdkben
meghatédroztunk, és a 10. valamint 16. pozicidéban levd Cys
csoportokat adott esetben intramolekuldris diszulfid hid k&theti
Ossze.

A talalmény szerinti polipeptid egy médsik eldnyods
formdja lényegében a IIIa altaldnos képletd aminosav szekvenciat
tartalmazza:

X=-Glu-Thr-R3-Ry-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-

Cys—-Ala-Phe-Arg-Gln-Val-Cys-Y (IITIa)



ahol R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala, Ry
jelentése Leu, Ile, Arg, vagy Gln, X és Y jelentése ugyanaz,
mint amit az el&zdkben meghatiroztunk, és a 10. valamint 16.
pozicidban levd Cys csoportokat adott esetben intramolekuléaris
diszulfid hid kdtheti &ssze. Eldnyds, ha R3 jelentése Ser,
amikor R4 jelentése Ile, é&s ha R3 jelentése Ala, akkor Ry
jelentése vagy Gln vagy Arg, eldnydsen Arg.

A III &ltalanos képletfl polipeptid a HIV II virus
burokfehérjéinek bizonyos epitopjaira hasonlitanak.

A taldlmany szerinti eldnyds polipeptid szekvencidkat
azon az alapon véalasztjuk meg, hogy topogra&fiailag mennyire
hasonlitanak a HIV burokfehérje egynél tdbb antigén determinan-
sdhoz. Példadul, egy antigén determindns, amelyhez az adott
polipeptidet analégként megterveztiik, mutathat topografiai
hasonlésagot a HIV burokfehérje egy vagy tébb masik régidjahoz,
valdészinlileg az eredeti gének duplikalédasa kdvetkeztében, vagy
mivel a polipeptid analégja egy diszkontinuus determin&nsnak,
vagy mivel a polipeptidet Ggy terveztiik, hogy polivalens legyen.
Egy diszkontinuus epitopot tekinthetiink gy, hogy szorosan
egymassal szemben levd epitopokbdl dllnak, amelyeknek &nmagukban
antigén jelent&séglik van, és egy polivalens polipeptid
tartalmazhat kettd vagy tobb (kontinuus vagy diszkontinuus)
determindns analégot egyetlen polipeptid l&ncban, ezzel
egyszerre kivaltva egy sor antitest termelddését, amelyek a HIV
burokfehérjéken kettd vagy tdbb determinidnst képesek felismerni.

A talalmany szerinti peptideket eldallithatjuk

szintetikus Gton, pé&lddul a standard 9-fluorenil-metoxikarbonil



(F-Moc) kémia alkalmazé&séval [lasd példiul Atherton, E. and
Sheppar, R.C., J.Chem. Soc. Chem. Comm., 165 (1985)], vagy
standard butiloxi-karbonit (T-Boc) kémia alkalmazisaval. A
szerkezet pontossigit és a tisztasdg mértékét, amelynek 85%
f016tt kell lennie, alaposan ellendrizni kell, és kiilonds
figyelmet kell szentelni a belsd diszulfid-hidak elrendez&-
désének, ha jelen vannak. Kiilénbdz8 kromatografiai elemzéseket,
beleértve a nagynyomadsi folyadékkromatografiat és spektrosz-
képiai elemzéseket, beleértve a Raman spektroszkdépiat
alkalmazhatunk erre a célra.

Az Osszes haszndlt szekvenciat az aminosavakra
kidolgozott standard IUPAC. harombetfis nevezéktan alkalmazasaval
irunk le, az alabbiak szerint: Gly-glicin, Ala-alanin, Val-
valin, Leu-leucin, Ile-izoleucin, Ser-szerin, Thr-treonin, Asp-
aszparaginsav, Glu-glutaminsav, Asn-aszparagin, Gln-glutamin,
Lys-1lizin, His-hisztidin, Arg-arginin, Phe-fenilalanin, Tyr-
tirozin, Trp-triptofén, Cys-cisztein, Met-metionin és Pro-
prolin.

A taldlmény szerinti polipeptideket vagy az elleniik
készitett antitesteket beadhatjuk Snmagukban, illetve mas
dgensekkel egyilitt, példdul 3'-azido-3'-dezoxitimidinnel (AZT)
(zidovudin), amely hatdanyag egy masik szinten hat, interferalva
a virus genetikai anyagénak replikaciéjaval, és/vagy a HIV
protedz inhibitorokkal, amelyek blokkolj&k egy, a virus
fejlddéséhez nélkiilézhetetlen enzim hatéasat.

A taldlméany szerinti polipeptidek hasznadlhaték olyan

antitestek el84allitasara, amelyek kereszt-reakcidét adnak a HIV I



és/vagy HIV II torzsek &ltal eldallitott burokfehérjékkel.
Elemzéseink azt mutatj&k, hogy mivel a taladlmény szerinti
polipeptidek konformacids/topografikus/elektrosztatikus
tulajdonsagai olyanok, hogy nagy valészinfiséggel valtjak ki
olyan antitestek terme16désé£, amelyek kereszt-reakcidét adnak
néhany, vagy szamos torzsb8l szdrmazd HIV burokfehérjével.
Tovabbi eldny szarmazik abbdl, ha néh&ny varians polipeptidet
egy nagyobb polipeptidben kombindlunk. Egy ilyen polipeptid

dltalanos képletét a IV-es 4ltalédnos képlet irja le:

[La-Flp-[Lp-Gnl-Lc

amelyben F és G jelentése egymastdl filiggetleniil a I-IIIa
dltaldnos képlet szerinti polipeptid lehet, L egy kapcsold
szekvencia, a b és c jelentése egymastdl fiiggetleniil lehet 0
vagy 1, m és n jelentése pozitiv egész szam, 1 és 10 kdzdtt. L
eldnydsen egy rovid, konformicid szempontjdbdl flexibilis része
a polipeptid lé&ncnak, szekvencidja lehet pé&ldaul, anélkiil hogy
erre korlatoznédnk magunkat, Gly-Gly-Gly-Gly-Gly, Gly-Pro-Gly-
Pro-Gly-Pro vagy Gly-Ser-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala. Az nyilv&nvalod,
hogy az egyes ismétlddések adott esetben a taldlminy szerinti
polipeptid eltérd variadnsat tartalmazhatjak.

A IV. altalédnos képlet alapjan meghatérozott polivalens
determindns analdgokat pszeudo-polihomovalenseknek nevezziik,
amelyekben lényegében ugyanannak a determindns analdgnak a
varidnsai ismétlddnek egyetlen polipeptid lancban. Emellett azok
az egyszer homopolivalens polipeptid immunogének is, amelyek az

I-IIIa &ltalédnos képletek barmelyike szerinti determin&ns analdg
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varidnsbél tartalmaznak tdbb misolatot, varhatdan hatékonyak, és
ezek is a jelen talalmany oltalmi kdrébe tartoznak.

A pszeudo-homopolivalens immunogén polipeptidek
varhatdéan kiilondsen értékes vakcindk, egy sor (neutralizéald)
antitest termelddését képesek indukélni, amelyek hasonld, de nem
azonos specifitdssal rendelkeznek, Kkereszt-reakcidét adnak
szélesebb korb8l szarmazd HIV torzsek burokfehérjéivel,
ennélfogva sokkal hatékonyabban biztositjdk az immunitast. Annak
is megvannak az eldnyei, ha olyan heteropolivalens polipepti-
deket készitilink, amelyek egy vagy tébb példanyt tartalmaznak,
barmely sorrendben, a jelen taldlmdny szerinti polipeptidekbdl,
és egy vagy tobb polipeptid analégot tartalmaznak a determinans
analdégok kéziil. Az ilyen, a jelen taldlmény szerinti polipep-
tidek szerkezetét az V. &ltaldnos képlettel lehet leirni:

Lg-[G-L]p-F-[L-G)p-Le

amelyben F jelentése az I-IIIa &ltaldnos képletd
polipeptidek ko&ziil barmelyik, G jelentése az I-IIIa &ltalénos
képletd szekvencidk, vagy méds szekvencia szerinti polipeptid, m
és n jelentése pozitiv egész szam 1 és 10 kozdtt, d és e
jelentése egymastdl filiggetleniil 0 vagy 1. "L" jelentése
eldnydsen egy révid, konformacid szempontjabdél flexibilis
polipeptid lancrész, példaul, anélkiil hogy ezekre korlatoznank
magunkat, Gly-Gly-Gly-Gly-Gly, Gly-Pro-Gly-Pro-Gly-Pro vagy
Gly-Ser-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala. Az V. &ltalédnos képletfl polipeptid
eldnyds formd&iban G lehet barmely, az I-IIIa &ltalénos
képletekkel leirt polipeptid, illetve az al&bbi szekvencia:

X-Gln-Gln-Glu-Lys-Asn-Gly-Gly-Glu-Leu-Y
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amelyben mindegyik Gly egymdstdl fliggetleniil helyette-
sithetd barmely m&s aminosavval, és/vagy X és Y egymastdl
fliggetleniil hidnyozhat, vagy egy vagy tdbb, példaul h&rom
aminosav vagy G allhat mds polipeptid szekvenci&bdl, amelyek a
HIV antigén tulajdonsdgd fehérjéivel &ll1 rokons&agban.

Az nyilvanvald, hogy barmelyik, antigén tulajdons&gok
szempontjabdél jelentds szubfragment és/vagy az eldzdkben
emlitett polipeptid szekvencidk antigén szempontbdl jelentds
variansai, amelyek megtartjak a sziild polipeptid &ltalénos
formajat és funkcidjat, szintén a jelen taldlmény oltalmi k&rébe
tartoznak. Pontosabban, a specifikus csoportok baArmelyikét olyan
csoportokkal helyettesithetjiik, amelyek &sszehasonlithatd
konformacidés és/vagy fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek,
beleértve a ritka, (de a természetben el&forduld, példaul D-
sztereoizomer) vagy szintetikus aminosav analdégokat is. P&ld&aul,
egy csoportnak egy ugyanabba az eldzdkben leirt sorozatba
tartozd csoporttal vald helyettesitése is a taldlmény oltalmi
korébe tartozik;

l-es sorozat: Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Met;

2-es sorozat: Ser, Thr, Asn, Gln;

3-as csoport: Asp és Glu;

4-es csoport: Lys, His, Arg;

5-8s csoport: Asn és Asp;

6-0s csoport: Glu és Gln;

7-es csoport: Gly, Ala, Pro, Ser, Thr.

Mindegyik aminosavtipus helyettesithetd a D-sztereo-

izomerjével (D-Phe, D-Tyr és D-Trp).
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A jelen talalmény eldnyds megvaldsitdsi médjai szerint X
és Y, ha jelen van, akkor egymastél fliggetleniil a fehérje
szekvencia egy vagy tdbb szegmentjét képezi, azzal a tulajdon-
sdggal felruhdzva, hogy egy T-sejt epitopként képes mikédni.
Példaul az 1-2-3-4 altalanos képletd aminosav szekvencia
szegmentjei, ahol 1 jelentése Gly vagy egy tdltdtt aminosav
(azaz példaul Lys, His, Arg, Asp vagy Glu), 2 jelentése egy
hidroféb aminosav (példaul Ile, Leu, Val, Met, Tyr, Phe, Trp,
Ala), 3 jelentése vagy egy hidroféb aminosav (az el&zdkben
leirtak szerint), vagy egy tdltés nélkiili poldris aminosav
(példaul Lys, Arg, His, Glu, Asp, Asn, Gln, Ser, Thr, Pro),
képesek, legaldbbis néhany esetben, T-sejt epitopként mikddni
[Rothbard, J.B. & Taylor, W.R. (1988)]. Egy, a T-sejtekre
jellemzd szekvencia mintdzat [EMBO Journal, 7(1), 93-100].
Hasonléképpen, a szegmentek szekvenciaja lehet 1'-2'-3'-4'-5",
amelyben 1' ekvivalens az el&zdkben leirt 1-gyel, 2' a 2-vel, 3!
és 4' a 3-mal, és 5' a 4-gyel (im). Mindkét forma a jelen
talalmany oltalmi korébe tartozik, valamint eqgy vagy todbb
(eldnydsen 6tnél kevesebb) T-sejt epitop, amelyek az el&zdkben
leirt tipusdak lehetnek, és amelyeket barmilyen hosszis&glG vagy
Osszetétell hatarold szegmentek valaszthatjdk el, eldnydsen ot
aminosavnédl kevesebb, és Gly, Ala, Pro, Asn, Thr, Ser vagy
polifunkciés linkerek lehetnek benniik, példdul nem-a aminosavak.
Az lehetséges, hogy egy C- vagy N-termin&dlis linker egy teljes
fehérje legyen, ezzel ki lehet kerililni egy hordozd fehérjéhe:z
valdé konjugaciét.

Szintén a tal&lmany oltalmi k&rébe tartoznak a I
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dltaléanos képletd polipeptid sz&rmazékok, amelyekben X vagy Y
jelentése "retro-inverz" aminosav, azaz egy bifunkciés amin,
amely egy aminosavnak megfeleld funkcibés csoporttal rendelkezik.
P&ldaul egy taldlmany szerinti analdg, amely egy retro-inverz
aminosavat tartalmaz, az alibbi képlettel rendelkezhet:

R

Al - N-C~-N - A2

ahol R jelentése barmely funkciés csoport, péld&aul
glicin oldallénc, Al és A2 mindegyik eldnydsen egy, az
alabbiakban meghat&rozott analégok m&solata (de nem sziikség-
szerllen ugyanaz), a C- vagy N-termindlis véghez kapcsolva. A T-
sejt epitépok is ide tartozhatnak adott esetben, amint azt az
eldzdekben megtéargyaltuk.

A peptidek retro-inverz médosit&dsa magaba foglalja.egy
vagy tébb peptidkdtés reverzidjat, ezzel olyan analdgokat
allitva eld, amelyek az eredeti molekuldnal sokkal jobban
ellenallnak az enzimes lebontésnak, és egy kényelmes médjat
jelentik az eldgazé immunogének eldallitasanak, amelyek nagy
koncentraciéban tartalmazzak egy k&zepes vagy nagy immunogén
epitopjat. Ezeknek a vegyilileteknek az alkalmazdsa a rdvidléanca
biolégiailag aktiv peptidek retro-inverz analégjainak
nagytérfogatd, oldatban végzett szintézisénél, nagy

jelentdséggel bir.
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Meg kell jegyezniink, hogy retro-inverz aminosav
szarmazékokat tartalmazd analdgok nem készithetdk kdzvetleniil
egy rekombindns DNS rendszerben. Az alap analdgok azonban
eldallithatdk, és ezek tisztithaték majd kémiailag kapcsolhaték
a retro-inverz aminosavakhoz, standard peptid/szerves-kémidt. A
retro-inverz peptidek poliamid tipusd gyantan végzett szilard
fazislh szintézisére egy gyakorlatban haszndlhatd, kényelmes
médszert irtak le nemrég [Gazerro, H. Pinori, M & Verdini, A.S.
(1990) ; A new general procedure for the solid-phase synthesis of
retro-inverso peptides; in "Innovation and Perspectives in Solid
Phase Synthesis", Ed. Roger fpton SPCC (UK) Ltd., Birmingham,
UK].

A polipeptideket adott esetben egy hordozé molekuldhoz
koétjik, akdr a polipeptidekben tal&lhaté kémiai csoportokon
keresztiil, akdr a C- vagy N-termindlison hozzdadott plusz
aminosavakon keresztilil, és amelyeket a polipeptidektdl el lehet
valasztani, vagy egy vagy tdbb aminosévval ko6riil lehet venni,
abb6l a célbdl, hogy optimdlissd tegylik immunoldgiai
reakcidikat. Széamos k&tés hasznalhatd, ideértve a Tyr, Cys és
Lys csoportok oldalléncainak alkalmaz&sdt. Az alkalmas hordozdk
kozé tartoznak példaul a tuberkulin (PPD), tetanusz toxoid,
kolera toxin és B alegysége, az ovalbumin, szarvasmarha
szérumalbumin, széjabab tripszin inhibitor, muramil dipeptid és
analdégjaik, valamint a Braun féle lipoprotein, jéllehet méas
alkalmas hordozék is ismertek a szakteriileten jartas szakember
szamara. Ha a PPD-t haszndljuk a taldlmany szerinti polipeptidek

hordozéjaként, akkor az antitestek magasabb titere érhetd el, ha
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a polipeptid-PPD konjugatum befogaddéja mar tuberkulin érzékeny,
péld&ul egy kor&bbi BCG vakcina k&évetkeztében. Humdn vakcina
esetében érdemes megemliteni, hogy Anglidban és sza&mos més
orszégban a népességnek rutinszerien adjak be a BCG vakcinat, és
ezért erdsen PPD érzékenyek az emberek. Ezért varhatd, hogy
ezekben az orszdgokban a PPD az eldnyben részesitett hordozé.
Annak a médja, hogy a polipeptidet miként kapcsoljuk a
hordozdhoz, fligg a kapcsolanddé anyagok természetétdl. Pé&éldaul a
hordozéban levd lizincsoport egy C-termindlis vagy egyéb
ciszteincsoporthoz kapcsolhaté egy polipeptiden, ha N-gamma-
maleimidobutiriloxi-szukcinimiddel kezeljiik [Kitagawa, T. and
Ackawa, T., Journal of Biochemistry, 79, 233 (1976)]. Az
irodalomban més kapcsold reakcidkat és reagenseket is leirtak.
A polipeptidek, egymagukban, vagy egy hordozdé moleku-
ladhoz kapcsolva, barmely médon beadhatd (példaul parenterdlisan,
nazalisan, ordlisan, rektdlisan, intra-vagindlisan), szokvanyos
adjuvansok alkalmazdsaval vagy anélkiil (példdul aluminium-
hidroxiddal vagy Freund féle komplett vagy inkomplett adjuvan-
sok), és/vagy mds immunpotencirozé hatdanyaggal egylitt. A
talalmé&ny targyat képezi tovabba a taldlmény szerinti
polipeptidek formulédzédsa szabdlyozott felszabaduldsiG forméban,
példaul bdralatti implantatum vagy depo formajaban, amelyek
példéul liposzdémdkat tartalmaznak [Allison, A.C. and G.
Gregoriadis, G., Nature, (London) 252, 252 (1974) vagy
biolégiailag lebomld mikrokapszulakat, amelyeket tejsav és
glikolsav kopolimereként &llitunk eld [Gresser, J.D. and

Sanderson, J.E., "Biopolymer Controlled Release Systems", 127-
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138, Ed. D.L.Wise (1984)].

Az nyilvanvaldé, hogy a taldlmany szerinti polipeptideket
barmely szokvanyos médszerrel megszintetiz&lhatjuk, akar
kozvetleniil, manudlis vagy automatizalt peptid-szintézis médszer
alkalmazasaval, amint az eldzdkben leirtuk, akér indirekt médon
RNS és DNS szintézissel és a molekularis bioldégia valamint
génsebészet szokvanyos technikdinak alkalmaziséval. Ezeket a
technikédkat haszndlhatjuk olyan hibrid fehérjék eldallitéaséra,
amelyek egy vagy tobb polipeptidet tartalmaznak egy masik
polipeptid szekvencidba beépitve.

A jelen taldlmany targya tovabba olyan DNS molekula
elddllitasa, amely legalabb egy, a taldlmadny szerinti szinte-
tikus polipeptidet k6dol, eldnydsen egy alkalmas expresszibs
vektorba beépitve, amely mikroorganizmusokban vagy emlds
sejtekben képes replikdldédni. A DNS lehet egy hosszabb termék
DNS szekvencidjénak része is, azaz a polipeptideket mas fehérjék
részeként lehet expressz&lni, amelyekbe génsebészeti mdbdszer
beépitettiik Sket [Maniatis et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY (1989)].

A taldlmany szerinti polipeptideket haszndlhatjuk
onmagukban, vagy egy megfeleld hordozdéval elkeverve:

(a) Peptid vakcinaként, abbél a célbdl, hogy
megakadalyozzuk egy vagy tébb HIV torzzsel vald fertdzddést;

(b) Ligandumként HIV pozitiv betegek széruménak
vizsgdlatéaban;

(c) Mindségellendrzd hatbdanyagként, példaul a polipep-
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tidek ellen készitett antitestek k&tdképességének vizsgalatakor;

(d) Antigén agensekként monoklondlis vagy poliklonélis
antitestek készitésére a megfeleld &llat immuniz&l&saval; az
ilyen antitesteket az al&bbi célokra hasznaljuk:

(i) A HIV virus tudomé&nyos céld vizsgalata;

(ii) Diagnosztikai &gensként, példaul hisztokémiai
reagensek részeként;

(iii) HIV betegek passziv immuniz&lasdra, az AIDS
kezelése céljidbdél vagy onmagdban, vagy mas
anyagokkal kombin&lva, példaul AZT-vel és/vagy
HIV prote&dz inhibitorokkal, és

(iv) Eszkdzként arra a célra, hogy mas &genseket
(példdul AZT vagy HIV protedz inhibitor) a
felsziniikébn HIV burokfehérjéket expresszald
HIV virussal fertdzdtt sejtekhez iranyitsuk.
Az ilyen anyagok lehetnek kovalens kotéssel
vagy mas médon Osszekapcsolva, példaul
liposzémdkba vive ezeket a hatdanyagokat, és
antitesteket készitve valamelyik antigén
tulajdonsagi polipeptid ellen.

A talalmany targyat képezik tovabba a alkomponensek,
kiiléndsen a Vg régiék génsebészeti Gton médositott formidi, a
polipeptidek ellen készitett antitestek, és az eredetileg mas
Allatban eldallitott, a polipeptid ellen készitett antitestek
humaniz&alt formdi, az szakirodalomban leirt technikék
alkalmazasaval; és

(e) A HIV fertdzések kezelése, vagy Ggy, hogy a HIV
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virust 1leszoritjuk a humé&n vagy allati sejtekrdl, vagy ugy hogy
in vivo megzavarjuk a virus hdromdimenzidés szervezddését;
valamint azaltal, hogy eldsegitjiik a HIV virusok tudomanyos
vizsgdlatdt in vitro kériilmények kézdtt.

Ami a HIV és a HIV elleni antitestek kimutatéasat és
diagnézis &t illeti, a szakterilileten jartas szakember szaméra
szadmos, a szakirodalomban ismertetett immunesszé technika
ismert, tobbek k&zdtt a szendvics esszé, kompetitiv és nem
kompetitiv vizsgdlatok és a direkt vagy indirekt jeldlés
alkalmazéasa.

A talalmany targyat képezi tovabba eqgy, a HIV vagy a HIV
elleni antitestek kimutatasdra hasznilhatd kit, amely legalébb
egy, a talalmany szerinti peptidet tartalmaz.

A poliklon&dlis vagy monoklondlis antitestek, az ilyen
antitestek humaniz&lt form&i [lasd péld&ul Thompson et al.,
Immunology, 58, 157-160 (1986)], egydoménes antitestek [lasd
példiaul Ward, E.S., Gussow, D., Griffiths, A.D., Jones, P. és
Winter, G., Nature, 341, 544-546 (1989)], valamint az agy-vér
gaton a&tjutni képes antitestek eldallitasa, amelyek specifikusan
kapcsoldédnak a jelen taldlmény szerinti szintetikus
polipeptidekhez, szokvanyos médszerekkel végezhetd el, és az
ilyen antitesteket a taldlmany oltalmi kdrébe tartozdnak
tartjuk. A tal&lmény szerinti antitestek tdbbek kozdtt
haszndlhaték emlds HIV fertdzés diagnosztizalasara, ami abban
411, hogy egy emlds szbvetmintat vagy testfolyadékot az
eldz8kben leirt antitest hatdsos mennyiségével inkub&ljuk, és

meghatarozzuk, hogy ha szilikséges, hogy az emlitett minta és az
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emlitett antitest k&zétt milyen mértékben és/vagy milyen
sebességgel alakul ki kereszt-reakcidé. Az emlitett antitestek
k6zlil legaldbb egyet tartalmazdé diagnosztikai kitek is a jelen
talalmany részét képezik.

A jelen talalmany targyat képezi tovabba szintetikus
polipeptidek alkalmazdsa emlds HIV fertdzés terdpidjaban vagy
profilaxisiban és/vagy az eml8s immunrendszer serkentésében
és/vagy a HIV virus sejtreceptorok blokkolas&ban, valamint az
ilyen alkalmaz&sok céljaira megfeleld gydgyaszati készitmények
eldallitasa. Ide tartoznak azok a gyégyaszati készitmények is,
amelyek aktiv adalékanyagként az eldzdkben leirt polipeptidek
vagy polipeptid-hordozé konjugdtumok k&ziil legaldbb egyet
tartalmaz, egy vagy tdbb gydgyaszatilag elfogadhatdé adjuvanssal,
hordozdéval és/vagy toltdanyaggal egylitt. A készitményeket
formulazhatjuk oradlis, rektédlis, nazdlis vagy specidlisan
parenterdlis adagolds céljara (beleértve az intra-CNS adagoléast
is).

A talalmany targyat képezi tovabba emlds HIV fertdzés
gybgyitasanak vagy megeldzésének mddszere és/vagy az emlds
immunrendszer serkentésének mbédszere és/vagy a HIV virus
sejtreceptorainak blokkoldsi mbédszere, ami abban &ll, hogy az
eldz8kben meghatdrozott polipeptidbdl hatdsos mennyiséget adunk
be, akar egymagdban, akar mas anyagokkal kombindcidéban az AIDS
kezelése céljabdl, Ggymint AZT-nel és/vagy HIV proteaz
inhibitorokkal.

Az alabbi példakkal az a célunk, hogy illusztraljuk a

taldlményt, és nem tekinthetdk a taldlmany korlétozéaséanak.
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1. Példa
Az aldbbi szekvencidval rendelkezd alap-peptid
Asp-Gln-Ser-Leu-Lys-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu~Ala-Cys

C-termindlisan meghosszabbitott formdjat standard
szildrd fazistG F-moc technolégidval allitjuk eld, és
intramolekulédris diszulfid-hidakat hozunk létre a két Cys
csoport kozétt. A peptidet lehasitjuk a gyanéérél trifluor-
ecetsav jelenlétében, majd a peptidet ezutan gélszliréssel,
ioncseréls kromatografiaval és forditott fazisl nagynyomasi
folyadékkromatografidval tisztitjuk. A keletkezd peptid
tisztasdga jobb mint 85%. A C-termindlis alanint a konjugécid
eldsegitése céljabdl épitettilk be. A peptidet foszfattal
pufferelt séoldatban oldjuk (PBS; 5 mg/ml), majd azonos
térfogatid ovalbuminnal elegyitjiik (5 mg/ml) mieldtt glutéar-
aldehidet adna&nk hozza 0,1 tomeg/térf szdzalék végkoncentra-
ciéban glut&raldehidet adunk hozza. A konjugdlt elegyet 30
percig hagyjuk &allni, mieldtt Freund féle komplett adjuvénssal
keverjik Ossze. Mindegyik birkat (5 allat/csoport) 250 ug,
Freund féle komplett adjuvénsban levd peptiddel immuniz&lunk,
majd 14 nap elteltével hasonld mennyiségi fehérjével (freund
féle inkomplett adjuvansban (FIA)) meger8sitjiik a hatast. A
tovabbi megerdsitéseket 3-4 hét elteltével FIA alkalmazasaval
végezziliik. Vérmintdkat a megerdsités uté&n 7-10 nappal veszilink, és
vizsgdljuk, hogy van-e k6tddés a HIV burokfehérjéhez.

Azoknak az anti-szintetikus peptid antitesteknek a meg-

hat&rozasa, amelyek a HIV burokfehérjét felismerik, Ggy végez-



ziik, hogy egy rekombindns vakcinia virust alkalmazunk [lasd
példaul Macket, M. and Smith, G.L., Journal of General Virology,
67, 2067 (1986), ebben az &altaldnos mdédszert irjak le], amelyet
arra a célra készitettek, hogy a HIV burokfehérjéket expresszal-
ja a fertdzott sejtek felszinén. Ez a vizsgdlati mbédszer azért
eldnyds, mert az antigénhez valdé kotddést a virussal fertdzott
sejt felszinén mérjiik, és ennélfogva sokkal jellemzdbb, mint az
oldat-fazisban levd antigénhe:z valé k6tddés (példaul azért, mert
bizonyos potencidlis epitopok a burokfehérjéken in vivo koriilmé-
nyek k&ézott maszkolva lehetnek, a membran foszfolipidekkel vald
kdlcsdnhatas koévetkeztében). CV1l majomvese sejteket, amelyek 96
‘lukas mikrotiter lemezeken egysejtréteg formdjdban ndének, rekom-
bin&ns vakcinia virussal fertdziink. A virus konstrukcié tartal-
mazza a HIV burokfehérje glikoproteint tartalmazd gént, és a
fehérjérdl ismert, hogy a fertdzdtt sejt felszinén expresszé-
16dik és processzaldédik. A birkdkbdl szarmazd szérumokat két
pdrhuzamosban vizsgaljuk. Az antiszérumbdl kiildnbdzd higitéasokat
készitlink, és ezekbdl 50-50 pl-t adunk a lukakhoz, majd a két-
szeri mosds eldtt 4 6ra hosszat inkubidljuk, majd egy masodik,
peroxidazzal jelzett anti-birka szérumot adunk hozza. A pozitiv
sejteket Ggy hatédrozzuk meg, hogy mikrotiter lemezleolvasédval
meghatdrozzuk az optikai denzitédsokat.

Az antipeptid antiszérumokrél azt taldltuk, hogy nagy
affinitdssal adnak kereszt-reakciét a fertdzott sejtek felszinén
expresszalt HIV burokfehérjével (lasd az 1. tablazatot és az 1A
tablazatot). Ezek az eredmények megerdsitik, hogy ezek az anti-
peptid antitestek értékes kutatdsi eszkdzdk és diiagnosztikai

dgensek.
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1. Tablazat
Keresztreakcid a peptid (a) konjugdtum és a majomvese
sejt felszinén expresszalédott rekombindns HIV burokfehérje
kdzott. "-" jelzi azt, hogy nincs keresztreakcid, "+++" azt

jelzi, hogy a keresztreakcid nagyon erds.

Keresztreakcid
Kontroll majomvese HIV burokfehérjét
sejtvonal expresszald

majomvese sejtvonal

Immuniz4alt birkabél
szarmazd szérum - +++

Kontroll szérum - -
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1A Tablazat

Peptid (a) konjugdtummal immuniz&lt birkd&k pozitiv
antiszérumdnak tipikus titerei, majomvese sejtek felszinén

expresszalt rekombindns HIV burokfehérjével vald reakcidban

Atlagos optikai sriség
(szérum higitas)

Szérumminta (titer‘! 1/50 1/250 1/1250 1/31250 1/156250
Kontroll

birkaszérum 0,344 0,288 0,197 0,012 0,016
Peptid (a)-val

kezelt birkaszérum

1/5000 higit&sban 0,736 0,636 0,432 0,140 0,052

A fenti tabl&azat eredményei azt mutatjék} hogy a teszt-

birkabdl sz&rmazd szérum jelentds higitas mellett is nagymér-

tékben megndvekedett titert mutat a kontrollhoz viszonyitva.

2. Példa

A neutralizaldé antitestek egyik szerepe az, hogy
gatoljak a virus transzmisszidéjat a fertdzdtt és a nem-fertdzdtt
sejtek kozoétt. A virusnak T-sejtekbdl a makrofdgokba vald
atjutasanak megakadélyozdsa vagy sebességének csokkentése
meghatarozé fontossagli, mivel ez jelentdsen képes
meghosszabbitani az AIDS betegek élettartamdt. Az anti-peptid
antiszérumnak vizsgdljuk a tulajdonsdgait, hogy képes-e a
szcinticiumok képzddését megakaddlyozni in vitro koériilmények

k6zo6tt. A szcinticiumok tobbmagvi oérids-sejtek, amelyek a HIV-
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sejtek kozotti "hidképzddés" eredményei.

Az alap peptid (a) C-termindlis&n meghosszabbitott

formajat, amelynek szekvencidja az alabbi:
Asp~-Gln-Ser-Leu-Lys-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys

és a két Cys csoport kézétt intramolekuldris hidat
tartalmaz, az 1. példaban leirtak alapjan szintetizaljuk,
tisztifjuk, konjugaljuk, és haszndljuk a birkacsoportok
immuniz&l&sara. Az antipeptid antiszérumokat in vitro HIV
neutralizécids vizsgdlatban alkalmazzuk. Az antipeptid
antitesteket er&sen virulens HIV tdérzzsel fertdzdtt T-limfocita
valamint nem-fert&zott humdn makrofdgok in vitro tenyészetébe
juttatjuk be. Az antipeptid antiszérumokrél kideriilt, hogy
gatoljak a szcinticiumok képzddését a T-sejteknek és
makrofdgoknak ebben a kevert populédcidéjéaban, amelyeket virulens
HIV hatésénak teszlink ki, azaz ezek meggatoljdk a HIV
fertdzésnek a T-sejtekrdl a makrofagokra vald terjedését.

Az antitestekrdl kideriilt, hogy megakaddlyozzak azt,
hogy a makrof&gokat HIV fertdzze meg, ennélfogva neutralizald
hatastak ebben az in vitro vizsgdlatban, mig a makrofdgok egy
kontroll tenyészetben befert&z&dnek, amint a 2. téblazatban

lathaté.



- 25 =~

2. Tablazat

HIV virulens t&rzs neutralizaldsa HIV-vel fertdzott
hum&n T-limfocitdk in vitro tenyészetében és fertdzetlen human
makrofagokban. "+++" jelentése magas fert&zési szint, "-"

jelentése hatékony védelem a fertdzéssel szemben.

Sejttenyészet A makrofag fertdzés szintje

HIV-vel fertozoétt T-limfocitédk

és csak fertdzetlen makrofagok +++

HIV-vel fertdzott T-limfocitaék,
fertdzetlen makrofdgok és anti- -

peptid (a) antitestek

Emellett a peptid (a) elleni pozitiv antiszérumokat
értékeltik egy szcinticium vizsgdlatban. Ez a vizsgéalat
meghatdrozza az antiszérumoknak azt a képességét, hogy
megakadalyozzak az €18 HIV elterjedését a fertdzdtt sejtekrdl a
fertSzetlenekre, és hogy megakaddlyozz&k a sejtek faziéjat, amit
a virus glikoprotein (gpl60) és a CD4 molekuldk egymassal valé
reagdldoképessége okoz. A méréseket szcinticium detektalassal és
szdmlaléssal végezzik.

A szcinticium vizsgilatokat az alabbiak szerint

végezziik: egy HIV termeld (CD+4) sejtvonal ismert Koncentréa-



- 26 -

ciéjat, ami a virus replikaciéjat tamogatja, h&romszor mossuk,
és a vizsgdlt antiszérummal elegyitjik, és specifikus
higitasokban haszndljuk. 30 percig 37°C-on inkub&ljuk, majd a
sejteket Osszekeverjiik meghatdrozott ardnyban egy indikator CD+4
sejtvonallal, amely nagyon érzékeny a HIV fertdzésre és a
szcinticium indukcidra. A sejteket naponta ellendrizziik, hogy
keletkezik-e szcinticium.

A peptid (a) elleni antitestekrdl kiderililt, hogy

gitoljak a szcinticiumok képzddését (3. téabléazat).

3. Tablazat
. Szcinticium gatlésa antiszérumokkal HIV-vel fertdzott

termeld sejtek és egy indik&tor sejtvonal kozdtt

Szérum-minta Szcinticium gatlés
Antipeptid (a) antiszérum + (3/5 allat)

Norm&l birkaszérum -

3. Példa

A szerzett immunhidnyos szindréma (AIDS) megbetegedés
kiildnbdzd staddiumaiban (szimptéma-mentestdl a maximdlisan
kifejlett szimptémékig) levd HIV-1-gyel fertdzott egyedekbdl
szarmazdé szérum-panelt arra haszndljuk, hogy az ilyen betegekbdl
szarmazd szérumoknak a szintetikus peptidekkel ELISA-ban
mutatott reaktivitasardél egy jellemzd képet kapjunk.

Az ELISA eljarads meghatdrozza a szintetikus peptidek (a

gpl20 vagy gp4l HIV-1 transzmembrin fehérjék régidinak
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analdégjai) reaktivit&sdnak mértékét a HIV-1 feliileti
glikoproteinjével szemben HIV-1 pozitiv egyedek szérum&ban.

A HIV pozitiv egyedekbdl szarmazd sz&dz antiszérum
reagalt a szintetikus peptid (a)-val. Ezek kdziil a szérumok
koziill kettd (szimptédmamentes egyedekb8l) HIV-et neutraliz&léd
antitesteket tartalmazott, és kereszt-reakciét adott a peptid

(a)-val, amint az a 4. t&bl&zatban l&thatéd.

4, Tablazat

A peptid (a) kereszt-reaktivitésa két, tiinetmentes

egyedbdl sz&rmazdé HIV pozitiv antiszérummal

Minta OD (peptid (a))
Puffer 0,056
Normal szérum 1/100 0,476
1/1000 0,140
HIV pozitiv (1) 1/100 >2,0
1/1000 >2,0
HIV pozitiv (2) 1/100 >2,0
>2,0 ismétlések
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Szintetikus polipeptid, azzal jellemezve, hogy a
humén immundeficiencia virus (HIV) legaldbb egyik tdrzsének a
burokfehérjéjében levéd antigén tulajdonsdgot hordozza, és az
emlitett polipeptid lényegében a I aminosav szekvenciaval

rendelkezik:

X-R3-Ry-R3-R4-R5-Rg-R7-Trp-Gly-
Cys-Rg-Rg-Rjp~Rj1-R13-Cys-Y

amely szekvenciaban

Ry jelentése Asp vagy Glu;

Ry jelentése a Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Asn vagy Gln
csoportbdl valasztott aminosav;

R3 jelentése a Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Asp, Glu, Asn,
Lys, His, Gln vagy Arg csoportbdl valasztott
aminosav;

R4, Rs, Rg jelentése egymastél filiggetleniil barmely
aminosav;

Rg és Rg jelentése egymastdl fiiggetleniil Gly, Ala, Pro,
Ser, Thr vagy Asn;

R7 jelentése a Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Asn,
Gln, Phe, Tyr, Trp, Cys, Met vagy Pro csoportbél
valasztott aminosav;

Rg és Rj; jelentése egymastdl fiiggetleniil a Gly, Ala,

Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe, Tyr vagy Trp;

Ri1p Jjelentése Lys, His vagy Arg; és
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X és Y jelentése egymdstdl fiiggetleniil lehet az, hogy
hidnyoznak, illetve az, hogy egy vagy t&bb aminosav helyett
adllnak, azzal a feltétellel, hogy ha jelen vannak, akkor nem
képezik, illetve nem képezik részét egyik Hum&n Immundeficiencia
Virus burokfehérjéje antigén tulajdonsdgokat mutaté részének.

2. Az 1. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
azzal jellemezve, hogy R, jelentése Gln vagy Thr, R3 Jjelentése
Ser, Asn, Gln, Arg vagy Ala, R4 jelentése Leu, Ile, Gln vagy
Arg, Rs jelentése lehet Leu, vagy Lys, Rg Jjelentése vagy Gly
vagy Asn, Ry jelentése Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe,
Tyr, Trp vagy Ser, Rg jelentése Ser vaqgy Ala, Rg jelentése Gly
vagy Phe, Rjp jelentése Arg vagy Lys, R;; jelentése Leu, His,
Ile, Gln és Rj; jelentése Ala, Ile vagy Val.

3. A 2. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
azzal jellemezve, hogy a II &ltalénos képlettel leirhatéd
szekvenciat tartalmazza:

X-Asp-Gln-R3-Leu-Rg5~-Gly-R7-Trp-Gly-
Cys-Ser-Gly-Lys-Rj1-R13-Cys-Y,
amely szekvencidban
R3, Rg, Ry1, Ry, X és Y jelentése ugyanaz, mint amit az
1. igénypontban meghataroztunk; és
R7 jelentése a Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe,
Tyr vagy Trp aminosav.

4. A 3. igénypont szerinti szintetikus polipeptid, azzal
Jjellemezve, hogy R3 jelentése Ser, Asn, Gln vagy Arg, Rj;
jelentése Leu, His vagy Ile, és R1, jelentése Ile vagy Ala.

5. A 4. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
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azzal jellemezve, hogy R7 jelentése Ile, Phe, Met, Val vagy Leu.

6. Az 5. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
azzal jellemezve, hogy R3 jelentése Ser vagy Asn, Rg jelentése
Lys.

7. Az 1-6. igénypontok bAarmelyike szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy az alabbi szekvenciit
tartalmazza:

X-Asp-Gln-Ser-Leu-Lys~-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y,

ahol X és Y jelentése ugyanaz, mint amit az 1.
igénypontban meghat&roztunk.

8. A 3. igénypont szerinti szintetikus polipeptid, azzal
jellemezve, hogy R3 jelentése Gln vagy Arg, Rs jelentése Leu, Ry
jelentése Ile, Phe vagy Met, R11 Jjelentése Leu, His vagy Ile és
Ry, jelentése Ala.

9. A 8. igénypont szerinti szintetikus polipeptid, azzal
Jellemezve, hogy az alabbi szekvenciat tartalmazza:

X-Asp-Gln-Gln-Leu-Leu-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly~-Lys-Leu-Ala-Cys-Y,

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit az 1.
igénypontban meghat&roztunk.

10. A 2. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
azzal jellemezve, hogy lényegében a III &ltal&nos képlet
szerinti aminosav szekvenciat tartalmazza:

X-Ry)-Ry-R3-R4-Rg-Asn-Ser-Trp-Gly-Cys-Ala-
Phe-Arg-Gln-vVal-Cys-Y (III)

ahol R; jelentése Glu vagy Asp;
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Ry jelentése Thr vagy Gln;

R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala;

R4 Jjelentése Leu, Ile, Arg vagy Gln;

R jelentése Lys vagy Leu; és

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit az 1.
igénypontban meghat&roztunk.

11. A 2. vagy 10. igénypont szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy lényegében a IIIa &ltalénos
képletd aminosav szekvenciat tartalmazza:

X-Glu~Thr-R3-Ry4-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-
Cys-Ala-Phe-Arg-Gln-Val-Cys-Y (ITIa)

ahol R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala, Ry
jelentése Leu, Ile, Arg, vagy Gln, X &s Y jelentése ugyanaz,
mint amit az 1. igénypontban meghat&roztunk.

12. A 11. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
azzal jellemezve, hogy Rj jelentése Ser, ha Rs jelentése Ile
vagy R3 jelentése Ala, ha R4 jelentése Arg vagy Giln.

13. Az eldz8 igénypontok barmelyike szerinti
szintetikus polipeptid, azzal jellemezve, hogy 10. é&s 16.
pozicidban levd Cys csoportokat intramolekuldris diszulfid hid
koéti oOssze.

14. A IV altalanos képlet szintetikus polipeptid,

[La=Flp-[Lp-Gnl-L¢ |

azzal jellemezve, hogy F és G jelentése egyméstél
fliggetlenlil a I-IITIa &ltal&nos képlet szerinti polipeptid, L egy
kapcsold szekvencia, a b és c jelentése egymastdl filiggetleniil 0

vagy 1, m é&s n jelentése pozitiv egész szam.
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R, jelentése Thr vagy Gln;

R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala;

Ry jelentése Leu, Ile, Arg vagy Gln;

R; jelentése Lys vagy Leu; és

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit az 1.
igénypontban meghatéroztunk.

11. A 2. vagy 10. igénypont szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy lényegében a IIIa &ltalanos
képletd aminosav szekvenciat tartalmazza:

X-Glu-Thr-R3-Ry-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-
Cys-Ala-Phe-Arg-Gln-Val-Cys-Y (IIIa)

ahol R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala, Ry
jelentése Leu, Ile, Arg, vagy Gln, X és Y jelentése ugyanaz,
mint amit az 1. igénypontban meghat&roztunk.

12. A 11. igénypont szerinti szintetikus polipeptid,
azzal jellemezve, hogy Rj jelentése Ser, ha R4 jelentése Ile
vagy R3 jelentése Ala, ha R4 jelentése Arg vagy Gln.

13. Az eldz8 igénypontok barmelyike szerinti
szintetikus polipeptid, azzal jellemezve, hogy 10. és 16.
poziciéban levd Cys csoportokat intramolekuléris diszulfid hid
koti Ossze.

14. A IV &ltalédnos képlet szintetikus polipeptid,

[(La-Flm~[(Lp=Gnl-Lc¢

azzal jellemezve, hogy F é&s G jelentése egymastdl
fliggetlenlil a I-IITa altalénos képlet szerinti polipeptid, L egy
kapcsold szekvencia, a b és c jelentése egymastdl fliggetleniil 0

vagy 1, m és n jelentése pozitiv egész széam.
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15. A (V) &ltal&nos képletd szintetikus polipeptid,
Lg-[G-L]g-F-[L-G]ln-Le

azzal jellemezve, hogy F jelentése az I-IIIa &ltalanos
képletd polipeptidek k&ziil barmelyik, G jelentése az I-IIIa
4ltalanos képletd szekvencidk, vagy mds szekvencia szerinti
polipeptid, m és n jelentése pozitiv egész sza&m 1 é&s 10 kozott,
d és e jelentése egymastdl fliggetleniil 0 vagy 1.

16. Az eldzd igénypontok barmelyike szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy egy retro-inverz aminosavat
tartalmaz.

17. Szintetikus polipeptid, azzal jellemezve, hogy az 1-
13. igénypontok barmelyike szerinti polipeptidnek egy antigén
szempontbdl lényeges szubfragmentjét vagy vari&nsat tartalmazza.

18. Az eldz8 igénypontok barmelyike szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy legaldbb egy T-sejt epitdpot
tartalmaz.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy egy vakcina hordozéhoz van
kétve.

20. Az 1-19. igénypontok szerinti szintetikus
polipeptidek k&ziil legaldbb egyet tartalmazé vakcina, azzal
jellemezve, hogy legaldbb egy HIV térzzsel szemben eldsegiti az
immunitds kialakuléasat.

21. HIV, vagy HIV elleni antitestek kimutatéaséara
alkalmas kit, azzal jellemezve, hogy az 1-18. igénypontok
barmelyikében definidlt szintetikus polipeptidek k&ziil legalébb

egyet tartalmaz.
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22. DNS molekula, azzal jellemezve, hogy az 1-18.
igénypontok barmelyikében leirt szintetikus polipeptidek k&ziil
legalabb egyet koédol.

23. Gydbgyéaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy aktiv
adalékanyagként legaldbb egyet tartalmaz az 1-19. igénypontok
barmelyikében leirt polipeptidek koéziil, egy vagy tobb
gydgyaszatilag elfogadhatdé adjuvéanssal, hordozdéval és/vagy
téltdanyaggal egylitt.

24. Az 1-19. igénypontok barmelyikében leirt szintetikus
polipeptid alkalmazasa emlds HIV fertdzés teridpids vagy megeldzd
kezelésére, és/vagy az emlds immunrendszerének serkentésére
és/vagy a HIV virus sejtreceptorainak blokkoléaséra.

25.El1jaras emlds HIV fertdzés gydgyitaséra vagy
megeldzésére, és/vagy az emlds immunrendszer serkentésére,
és/vagy a HIV virus sejtreceptorainak blokkolasé&ra, azzal
jellemezve, hogy az 1-19. igénypontok barmelyike szerinti
polipeptidbdl hatékony mennyiséget adunk be a betegnek.

26. Eljaras HIV, HIV elleni antitestek vagy ezeknek
antigén-koétd fragmentjeinek kimutatés&ra, azzal jellemezve, hogy
egy mintat az 1-19. igénypontok barmelyike szerinti
polipeptiddel inkubaljuk.

27. Egy antitest vagy annak antigén-k&6td fragmentje,
azzal jellemezve, hogy specifikusan kotddik az 1-19. igénypontok
barmelyike szerinti szintetikus polipeptidhez.

28. Diagnosztikai kit HIV vagy HIV elleni antitestek
kimutatasédra, azzal jellemezve, hogy legalabb egy, a 27.

igénypont szerinti antitestet tartalmaz.
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29. Gydgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy aktiv
adalékanyagként egy, a 27. igénypont szerinti antitestet
tartalmaz, egy vagy tobb gybdgydszatileg elfogadhatd adjuvanssal,
hordozdéval és/vagy téltdanyaggal.

30. A 23. vagy 29. igénypont szerinti gydgyaszati
készitmény, azzal jellemezve, hogy AZT-t és/vagy egy HIV proteiz
inhibitort tartalmaz.

31. Eljara&s emlds HIV fertdzés diagnosztizalas&ra, azzal
jellemezve, hogy egy emlds szdvetmintat vagy testfolyadékot egy,
a 27. igénypont szerinti antitest hatdsos mennyiségével
inkubaljuk, é&s meghatarozzuk, sziikség esetén a mértékét is, hogy
az emlitett minta és az emlitett antitest k&zd6tt van-e, és ha
van, akkor milyen mértékd a keresztreakcid.

32. Eljaras szintetikus polipeptid el&allitaséara, amely
a humdn immundeficiencia virus (HIV) legaldbb egyik tdrzsének a
burokfehérjéjében levd antigén tulajdonsagot hordozza, és az
emlitett polipeptid lényegében a I aminosav szekvenciaval

rendelkezik:

X-Rj1-Ry-R3-R4-Rg-Rg-R7-Trp-Gly-
Cys-Rg~Rg-R10~Rj11-R12~-Cys-Y
amely szekvenciéaban
R; Jjelentése Asp vagy Glu;
Ry jelentése a Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Asn vagy Gln
csoportbdl valasztott aminosav;
R3 jelentése a Gly, Ala, Pro, Ser, Thr, Asp, Glu, Asn,

Lys, His, Gln vagy Arg csoportbdl valasztott
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aminosav;
Rg, Rs, Rg jelentése egymiastdl fliggetleniil barmely
aminosav;
Rg és Rg jelentése egymastdl fliggetleniil Gly, Ala, Pro,
Ser, Thr vagy Asn;
R, jelentése a Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser, Thr, Asn,
Gln, Phe, Tyr, Trp, Cys, Met vagy Pro csoportbdl
valasztott aminosav;
Rg és Rj; jelentése egymastdl filiggetleniil a Gly, Ala,
Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe, Tyr vaqgy Trp;
Ryo Jjelentése Lys, His vagy Arg; és
X és Y jelentése egymastdl fliggetleniil lehet az, hogy
hidnyoznak, illetve az, hogy egy vagy tdbb aminosav helyett
4llnak, azzal a feltétellel, hogy ha jelen vannak, akkor nem
képezik, illetve nem képezik részét egyik Hum&n Immundeficiencia
Virus burokfehérjéje antigén tulajdons&gokat mutatd részének,
azzal jellemezve, hogy az eljarasban a csoportokat onmagukban
ismert kémiai, biokémiai vagy rekombindns technik&kkal
kapcsoljuk egymdshoz, majd a polipeptidet izol&ljuk.

33. A 32. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy R, jelentése Gln vagy Thr, R3 jelentése Ser, Asn, Gln, Arg
vagy Ala, R, jelentése Leu, Ile, Gln vagy Arg, Rg jelentése
lehet Leu, vagy Lys, Rg jelentése vagy Gly vagy Asn, Ry
jelentése Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe, Tyr, Trp vagy
Ser, Rg jelentése Ser vagy Ala, Rg Jjelentése Gly vagy Phe, Rjg
jelentése Arg vagy Lys, Rjj; jelentése Leu, His, Ile, Gln és Rj,

jelentése Ala, Ile vagy Val.
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34. A 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a II altalanos képlettel leirhaté szekvenciat tartalmazza:
X-Asp-Gln-R3~-Leu-Rg~-Gly-R;-Trp-Gly-
Cys-Ser~Gly-Lys-Rj1-Rj2~Cys-Y,
amely szekvencidban
R3, Rg, Ry13, Rjz, X és Y jelentése ugyanaz, mint amit a
33. igénypontban meghataroztunk; és
R7 jelentése a Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Phe,
Tyr vagy Trp aminosav, és X és Y jelentése ugyanaz,
mint amit a 32. igénypontban meghataroztunk.

35. A 34. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy R3 jelentése Ser, Asn, Gln vagy Arg, Rj; jelentése Leu, His
vagy Ile, é&s Rj; Jjelentése Ile vagy Ala.

36. A 35. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy R; jelentése Ile, Phe, Met, Val vagy Leu.

37. A 36. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy R3 jelentése Ser vagy Asn, Rg jelentése Lys.

38. A 32-37. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a polipeptid az alédbbi szekvenciat
tartalmazza:

X~-Asp-Gln—-Ser-Leu-Lys-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y,

ahol X és Y jelentése ugyanaz, mint amit a 32.
igénypontban meghatéaroztunk.

39. A 34. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve,
hogy R3; jelentése Gln vagy Arg, Rs Jjelentése Leu, R; jelentése

Ile, Phe vagy Met, Rj; jelentése Leu, His vagy Ile és Rjj
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jelentése Ala.

40. A 39. igénypont szerinti eljar&s, azzal jellemezve,

hogy a polipeptid az alébbi szekvenciat tartalmazza:
X-Asp-Gln-Gln-Leu-Leu-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y,

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit a 32.
igénypontban meghatéaroztunk.

41. A 33. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a polipeptid lényegében a III &ltaldnos képlet szerinti
aminosav szekvenciéat tartalmazza:

X~-R1-Ry-R3-R4-Rg-Asn-Ser-Trp-Gly-Cys—-Ala-
Phe-Arg-Gln-Val-Cys-Y (I1II)

ahol R} jelentése Glu vagy Asp;

Ry jelentése Thr vagy Gln;

Ry jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala;

R4 jelentése Leu, Ile, Arg vagy Gln;

R; jelentése Lys vagy Leu; és

ahol x és Y jelentése ugyanaz, mint amit a 32.
igénypontban meghataroztunk.

42. A 33. vagy 41. igénypont szerinti eljéaras, azzal
jellemezve, hogy a polipeptid lényegében IIIa &ltalanos képletd
aminosav szekvenciat tartalmazza:

X-Glu-Thr-R3~-R4-Lys-Asn-Ser-Trp-Gly-
Cys-Ala-Phe-Arg-Gln-vVal-Cys-Y (IIIa)

ahol R3 jelentése Ser, Asn, Arg, Gln vagy Ala, Ry

jelentése Leu, Ile, Arg, vagy Gln, X és Y jelentése ugyanaz,

mint amit a 32. igénypontban meghatéroztunk.
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43. A 42. igénypont szerinti elj&réas, azzal jellemezve,
hogy R3 jelentése Ser, ha Ry jelentése Ile, vagy R3 jelentése
Ala, ha Ry jelentése Arg vagy Gln.

44. Az eldz8 igénypontok barmelyike szerinti szinteti-
kus polipeptid, azzal jellemezve, hogy 10. és 16. pozicidban
levd Cys csoportokat intramolekularis diszulfid hid koti Sssze.

45. Eljaras a IV dltalanos képletll szintetikus
polipeptid,

[La-Flp-[Lp-Gpnl-Lc

eldallitasara, amelyben F és G jelentése egymastodl
fliggetleniil a I-IIIa Altalédnos képlet szerinti polipeptid, L egy
kapcsold szekvencia, a b és c jelentése egymastdl fliggetleniil 0
vagy 1, m és n jelentése pozitiv egész szam, azzal jellemezve,
hogy az eljarasban a csoportokat énmagukban ismert kémiai,
biokémiai vagy rekombin&ns technik&kkal kapcsoljuk egyméshoz,
majd a polipeptidet izolaljuk.

46. Eljaras a (V) altalanos képletdl szintetikus
polipeptid,

Lg-[(G-L]p~-F-[L=G]pn-Le

eldallitasara, amelyben F jelentése az I-IIIa &ltalénos
képleti polipeptidek kozilil barmelyik, G jelentése az I-IIIa
dltalanos képletl szekvencidk, vagy mads szekvencia szerinti
polipeptid, m és n jelentése pozitiv egész szadm 1 és 10 kozott,
d és e jelentése egymastdél fliggetleniil 0 vagy 1, azzal
jellemezve, hogy az eljarasban a csoportokat Snmagukban ismert
kémiai, biokémiai vagy rekombindns technik&kkal kapcsoljuk

egymashoz, majd a polipeptidet izolaljuk.
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47. A 32-46. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a polipeptid egy retro-inverz aminosavat
tartalmaz.

48. A 32-44. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy a polipeptid egy, a 32-44. igénypontok
barmelyike szerinti, antigén szempontbdl jelentds szubfragmentet
vagy egy polipeptid varianst tartalmaz.

49, Az eldz0 igénypontok barmelyike szerinti szintetikus
polipeptid, azzal jellemezve, hogy legaldbb egy T-sejt epitépot
tartalmaz.

50. A 32-49. igénypontok bérmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy emellett a polipeptidet még egy vakcina
hordozdéra kdétve tartalmazza.

51. Eljar&s egy vakcina eldallitasira, amelyben
legalabb egy, a 32-50. igénypontok barmelyike szerinti
szintetikus polipeptid taldlhatd, amely képes eldsegiteni
legaladbb egy HIV toérzzsel szembeni immunitéds kialakulasat, és ez
a polipeptid egy vagy tdbb gydgydszatilag elfogadhatdé adjuvéanst,
hordozét és/vagy téltdanyagot tartalmaz.

52. HIV, vagy HIV elleni antitestek kimutatéaséara
alkalmas kit, azzal jellemezve, hogy a 32-49. igénypontok
barmelyikében definidlt szintetikus polipeptidek ko&ziil legalabb
egyet tartalmaz.

53. A 32-49. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy rekombin&ns DNS technoldgiat alkalmazunk
benne.

54. Gydgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy aktiv
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adalékanyagként legalabb egyet tartalmaz a 32-50. igénypontok
barmelyikében leirt polipeptidek k&zlil, egy vagy t8bb
gybégyaszatilag elfogadhatdé adjuvanssal, hordozdval és/vagy
téltdanyaggal egyitt.

55. A 32-50. igénypontok barmelyikében leirt szintetikus
polipeptid alkalmazédsa emlds HIV fertdzés terapias vagy megeldzd
kezelésére, és/vagy az emlds immunrendszerének serkentésére
és/vagy a HIV virus sejtreceptorainak blokkoléasara.

56. Eljaras egy antitest vagy ennek egy antigént kotd
fragmentjének eldallitasara, amely specifikusan k&étddik egy, a
32-44. igénypontok barmelyike szerinti szintetikus polipeptid-
hez, azzal jellemezve, hogy az eljaras soran egy emlSsallatot
immunizdlunk egy, a 32-51.igénypontok barmelyike szerinti
szintetikus polipeptiddel,, majd a keletkezd antitestet
izolaljuk.

57. Diagnosztikai kit HIV vagy HIV elleni antitestek
kimutatasara, azzal jellemezve, hogy legalébb egy olyan
antitestet vagy annak antigén-koétd fragmentjét tartalmazza,
amely specifikusan koétddik egy, a 32-44. igénypontok barmelyike
szerinti szintetikus polipeptidhez.

58. Eljar&s egy gydgyaszati készitmény eldallitasara,
azzal jellemezve, hogy aktiv adalékanyagként egy olyan
antitestet vagy antigén-kétd fragmentet tartalmaz, amely
specifikusan kotddik egy, a 32-44. igénypontok barmelyike
szerinti szintetikus polipeptidhez, egy vagy t&bb gybégyaszatilag
elfogadhaté adjuvénssal, hordozéval és/vagy tdltdanyaggal

elegyitve.
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59. Az 54. vagy 58. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy AZT-t vagy egy HIV prote&z inhibitort
kapcsolunk a szintetikus polipeptidhez illetve az antitesthez,
vagy annak antigén-kétd fragmentjéhez.

60. Eljaras emlds HIV fertdzés diagnosztizalasdra, azzal
jellemezve, hogy egy emlds szévetmintat vagy testfolyadékot egy
antitest, vagy antigén-k&té fragment, amely specifikusan k&tddik
egy, a 32-44. igénypontok barmelyike szerinti szintetikus
polipeptidhez, hatdsos mennyiségével inkub&ljuk, és
meghatarozzuk, sziikség esetén a mértékét is, hogy az emlitett
minta é&s az emlitett antitest k&zétt van-e, é&s ha van, akkor
milyen mértékd a keresztreakcid.

61. Eljaras HIV vagy HIV elleni antitestek illetve ezek
antigén-k&td fragmentjeinek kimutatédsara, azzal jellemezve, hogy
egy mintat legaldbb egy, a 32-50. igénypontok barmelyike

szerinti polipeptiddel inkub&ljuk.

A meghatalmazott:
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