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{54} Peptid s viastnostmi antigennich determinant a zpisob jeho vyroby

Refenfi se tyk& peptidu s vlastnostmi
antigennich determinant obecného vzorce I

H-Gly-Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg-Ser-Ile-~Arg-

~Leu~X

(1),

kde X znal{ skupinu hydroxylovou nebo ami~-
novou, a jeho konjugdtu s nosi&i typu bil-
kovin nebo makromolekuldrnich polymerd,
zejména latexu, spheronu a polystyrenu.
Peptid byl p¥ipraven syntézou v pevné

fdzi a bylo prokédzdno, Ze jej lze pouiit
jako diagnostikum p¥i detekci protildtek
proti viru zpisobujfcimu u 1id{ syndrom
z{skané imunodeficience (AIDS). Peptid
pfichdz{ déle v Gvahu pro produkci mono-
determinantnich protilédtek.
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Vyndlez se tfkd peptidd s vlastnostmi antigennich determinant obecného vzorce I
H-Gly-Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg-Ser-Ile-Arg~Leu~-X (1),

kde X zna&f skupinu hydroxylovou nebo aminovou, a jeho konjugdtu s nosii typu bflkovin
nebo makromolekuldrnich polymerl, zejména latexu, spheronu a polystyrenu a zpusobu jejich
vyroby.

L&atka podle vyndlezu je novd a byly u n{ prokdzdny vlastnosti antigennfch determinant
glykoproteinu gp 41, coZ je bilkovinn§ produkt genu env viru zpidsobujiciho u 1id{ imunode-
ficienci (HIV). Mi%e slouZit jako vhodné diagnostikum k detekci protildtek proti viru zpi-
sobujfcimu syndrom ziskané imunodeficience (AIDS) nebo komplex chorob p¥{fbuznych AIDS (ARC).
D4le je potencidlnd té%f pouZitelnd pro produkci monodeterminantnich protilétek.

V soudasné dob& se diagnostikuje syndrom ziskané imunodeficience (AIDS) p¥itomnosti
protildtek proti viru HIV v krevnim séru. Stanoveni je provddéno za pomoci tzv. ELISA testu,
ktery je zalo%fen na interakci protildtek v séru s antigenem, tj. virem HIV (inaktivovanym
detergentem), jimZ jsou ELISA destilky potaZeny. Virus je ziskd&vdn pomérn& sloZitym zplsobem,
nejd¥ive je produkovdn v tkdhové kultu¥fe infikovanymi bunkami a potom je virus izolovén
z tkédhového média a déle nékolikaétupﬁové purifikovdn, nef je ho moZné pouZit k potahovéni
ELISA destifek. Jednd se o préici velice slofitou a ndkladnou, ale hlavn& vysoce nebezpe&nou,
nebot se pracuje po celou dobu s vysoce infek®nim materidlem. Destidky ELISA, i kdyZ jsou
potaZeny inaktivovanym virovym prepardtem, je nutno povaZovat za potencidlné infekéni materi-
41 a podle toho je nutno s nimi zachdzet. Na v¢3e zmin&€ném postupu jsou zaloZeny prakticky
vSechny laboratorni soupravy k vySetfeni onemocné&ni AIDS, vyréb&né pfednimi svétovymi vyrobci.
P¥itom test neni zcela specificky, d4v4d urdité malé procento faledn& pozitivnich vysledky,
zplisobenych i p¥es intenzivni purifikaci n&kterymi kontaminujfeimi sloZkami z tkéfiové kultu-
ry. Proto je nutno u pozitivnich p¥ipadd provdd&t konfirmalni testy, zaloZené na jiném prin-
cipu, a to bud imunofluorescenci,nebo tzv. metodou Western blot. V roce 1986 se ofekdvd uvedeni
na trh prvnich bezpe&nych diagnostickych souprav, které misto celého viru HIV budou obsahovat
jako antigen jen n&které jeho strukturdlnf{ bflkoviny, ziskané metodou genové manipulace
v produkdnim bakteridlnim nebo eukaryotnim systému. Tim by m&la odpadnout nutnost konfirma&-
nich testl, nebof by se poufival jeden definovany antigen a ne jejich smé&s, jak to je p¥i
poufit{ celého viru. Tyto soupravy budou z¥ejm& vysoce specifické a umoZnf, vzhledem k gene-
tické variabilit& viru, vedle lep3f diagnostiky, z¥ejm® i stanoveni progndzy onemocn&ni.
Podobnych vysledkd by m&lo byt dosa¥eno i s poufitim né&ktergch epitopl proteinl viru HIV,
kde se zatim podobnd souprava nevyribf, ale je ji%f na trhu sada monoklondlnich protilédtek
proti oligapeptidﬁm z vnit¥ni virové bilkoviny p24, a jsou odekivany v nejbliff{ dob& prdce
o imunogennfch peptidech, syntetizovanych na zdklad® analyzy primdrni sekvence obalovych
proteind viru HIV.

 L&tka podle vyndlezu byla syntetizovéna zplisobem podle vyndlezu, jeho? podstata spolivéd
v tom, %e se na polymerni nosid polystyrenového typu s chlormetylovymi nebo benzhydrylamino-
vymi skupinami zakotv{ karboxytermindlnf aminokyselina a postupnou kondenzaci se vystavi
peptidicky Yet&zec. Poté se ziskany peptid acidolyticky od¥té&pf z polymerniho nosife a pFelistf

Peptid obecnéhg vzorce I byl p¥ipraven Merrifieldovou metodou syntézy peptidl v pevné
£4zi. Jako polymernf nosi& byl poufit polystyren sffovany divinylbenzenem, s vfhodou jednim
procentem, s funk®nimi skupinami chlormetylovymi nebo benzhydrylaminovymi. N-alfa-aminoskupiny
byly chrdnény acidolabilni{ chrénic{ skupinou, s vghodou Boc skupinou, jejf odst&povéni bylo
provaddno acidolyticky, s vyhodou sm&sf TFA a DCM nebo nasycenym roztokem chlorovodfku v DCM.
Postranni funkénivskupiny vicefunk&nich aminokyselin byly chrénény skupinami benzylového
typu. Kondenzace chrén&ngch aminokyselin byly provaddé€ny vhodn& aktivovanymi derivéty, s vy-
hodou symetrickymi anhydridy nebo HOBt estery. Po ukonené syntéze byl peptid z pryskyfice
od¥t&pen a soufasn& byly odstran&ny chrénicf skupiny vicefunk&nich aminokyselin acidolyticky,
s vghodou plisobenfm kapalného HF nebo TFMSA ve sm&si s TFA a thioanisolem. Surovy produkt
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byl &i%tén bud pomoci{ sloupcové chromatografie na nosi&ich pou¥fvangych v chemii peptidd,

8 vfhodou silikagelu, potafeném hydrofobnimi uhlfkatymi ¥etézci, nebo nosi&d fungujfcich
jako molekuldrnf sita. Peptid byl charakterizovdn aminokyselinovou anal§zou a jeho &istota
byla ové¥ena chromatografickymi a elektroforetickymi metodami.

Aminokyselinovd sekvence peptidu obecného vzorce I byla odvozena z aminokyselinové
sekvence glykoproteinu gp 41 viru zpisobujfclho u 1id{ imunodeficienci (HIV) tak, aby zahr-
novala antigennf determinanty zminéného glykoproteinu. Peptid miZe slouiit pro diagnostické
dgely, co% bylo prokdzéno autory vyndlezu a pro produkci monodeterminantnfch protilétek.

Zékladem diagnostické reakce je interakce syntetického peptidu podle vyndlezu s protildt-
kami vytvo¥enymi v organismu, kter§y byl infikovédn virem. Synteticky peptid obecného vzorce I
je urfen pro detekci protilédtek produkovanych infikovanymi jedinci proti virdlnimu glyko-
propteinu gp 41, viru zpisobujicimu u 1id{ imunodeficienci (HIV). P¥i praktickém pouZitif
lze s vyhodou pouZit nap¥. enzymoimunologicky test (ELISA), ktery byl autory vyndlezu pro-
veden tak, jak ji%Z bylo popsdno v &s. AO &. 256 960. Reakce s peptidem vykazovala v pribéru
tytéf hodnoty absorbanc{i jako antigen p¥ipraveny z viru HIV. Reakce s kontrolnim negativnim
sérem se pohybovala na drovni pozadf{ a.v hodnotdch absorbance nep¥fevy&ila hranici 0,1. Pozi~
tivni séra vykazovala absorbanci 5x a%¥ 10x vy38{, p¥iZemZ bylo dosa%eno ojedin&le i hodnot
jesté vyssich (1,75).

Peptid podle vyndlezu je mo¥no ddle poufit pro produkci monodeterminantnich protilétek
proti glykoproteinu gp 41, sm&rovangch proti antigenni determinanté, kterou zahrnuje peptid,
kterym byla imunizace provéd&na. Auto¥l vyndlezu provdd€li imunizaci pokusnych zvi¥at, s vy~
hodou krélfkl, peptidem obecného vzorce I, s vyhodou polymerizovanym glutaraldehydem nebo
metodou aktivnich esterd nebo po navdzdni na vhodnou bflkovinu, s vfhodou kravsky serumalbu-
min, thyreoglobulin nebo hemocyanin z keyhole limpetll, za pou#itf kondenzalniho &inidla,

s vyhodou glutaraldehydu, karbodiimidu, bifunk&nich &inidel nebo pomoci aktivnich esteru.
Jako imunoadjuvans poufili Freundovo kompletni adjuvans nebo muramyldipeptid.

Z1igkané vysledky ukazujil, Ze peptid podle vyndlezu je moZnoc pouZit jako diagnostika
a p¥ichdzf v dvahu p¥i produkci monodeterminantnich protiléitek.

Nésledujici p¥fklad provedenf l&tku a zplsob podle vynédlezu pouze doklddaji, ale nikte-
rak neomezuji. .

P¥{f{klad

Do reak&nf nddoby syntetizdtoru peptidl bylo umfst&no 2,0 g benzhydrylaminové prysky¥ice
sitované 1% divinylbenzenu. Syntéza zahrnovala 11 cykld, sestdvajicich z ndsledujfcich kroku:
(1) 3tépeni chrénicfch skupin, TFA:DCM (l:1), 1x5 min, 1x30 min; (2) promyvéni, DCM, 6xl1 min;
{3) promyvani, 2-proparcl, 2x1 min; (4) promyvéni, DCM, 2x1 min; (5) neutralizace, TEA:DCM
(1:9), 1xl min, 1x3 min; (6) promgvani, DCM, 6x1 min; (7) kondenzace pomoci ptedem p¥iprave-
nych symetrickych anhydridd (3ndsobny p¥ebytek), do negativni reakce na aminoskupiny; (8)
promyvani, DCM, 3x1 min. V jednotlivych cyklech byly kondenzovény ndsledujici chrénéné amino-
kyseliny: Boc-Leu, Boc-Arg(Tos), kondenzace smich&nim Boc~Arg(Tos) a DCC v reak&éni né&dobce,
Boc-Ile, Boc-Ser (Bzl), Boc-Arg(Tos), kondenzace jako u pfedchozfho Arg, Boc-Asp{OBzl),
Boc-Arg (Tos), kondenzace jako u p¥edchozfho Arg, Boc-Asp(OBzl), Boc-Arg(Tos), kondenzace
jako u p¥edchozfho Arg, Boc-Glu{OBzl) a Boc-Gly. Prvni synteticky cyklus zalinal krokem
&. (4). Po ukon&ené syntéze bylo ziskéno 4,85 g peptidylprysky¥ice. Peptid byl z peptidyl-
-prysky¥ice (0,5 g) odstépen a soudasné byly odstranény chrédnic{i skupiny pomoci kapalného
HF metodou "low-high". Po odstrané&ni HF byly produkt a prysky¥ice odfiltrovény, promyty
etylacetdtem a produkt extrahovédn do 20% kyseliny octové, lyofilizovdn a &istén na koloné
(1100 cm) obsahujfci jako staciondrni f4zi polyakrylamidovy gel, mobilni féze 1IN kyselina
octova, prﬁfok 7 ml/hod. Frakce obsahujfic{ homogenni produkt byly spojeny a lyofilizovény.
V¢sledny produkt m&l aminokyselinovou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, &istota
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produktu byla potvrzena pfian&lytické HPLC (Rt 7,9 min, mobiln{ fdze 40 % MeOH, 60 % vody
obsahujic{ 0,1 % TPa), chromatografif na tenké vrstve (Rf 0,35 v soustavé n-butanol: kyseli-

na octovd: voda - 4:1:1) a p#i elektroforéze na papi¥e p¥i pH 2,5.

vygtéiek: 74 mg H-Gly-Glu—Arq-Asp—Arg-Asp-Arg-Ser-Ile-Arg-Leu-NB2

Vysv&tlivky ke zkratk&m poufitym v textu:

HIV
ARC
AIDS
ELISA
HPLC
TFA
DCM
TFMSA
HOBt
TEA
Boc
Tos
Bzl
CDD
HF
Arg
Asp
Glu
Gly
Ile
Leu
Ser

virus zplisobujfc{ u 1lidf{ imunodeficienci

komplex chorob p¥fbuznych AIDS
syndrom zfskané imunodeficience
enzymoimunologicky test
vysokoli¢innd kapalinovd chromatografie
kyselina trifluoroctovéa
dichlormetan

kyselina trifluormetansulfonovéd
N-hydroxybenztriazol
trietylamin

t~butyloxykarbonyl
p-toluensulfonyl

benzyl
N,N"-dicyklohexylkarbodiimid
fluorovod{ik

arginin

kyselina asparagové

kyselina glutamovéi

glycin

isoleucin

leucin

serin

PREDMET VYNALEZU

1. Peptid s vlastnostmi antigennich determinant obecného vzorce I,

H-Gly=Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg~Ser-Ile-Arg-Leu-X

(1),

kde X zna&f skupinu hydroxylovou nebo aminovou a jeho konjugdt s nosidi typu bilkovin nebo
makromolekuldrnich polymerld, zejména latexu, spheronu a polystyrenu.

2. zpisob vyroby peptidl obecného vzorce I podle bodu 1, vyznadujfci se tim, Ze se

na polymernf nosi& polystyrenového typu s chlormethylovymi nebo benzhydrylaminovymi skupinami
zakotvi karboxytermindlnf aminokyselina a postupnou kondenzac{ se vystavi peptidicky Fret&zec,

nate%Z se ziskany peptid acidolyticky od3t&pf z polymernfho nosile a p¥edisti.

Severografia, n. p., MOST

Cena 2,40 Ké&s
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