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Reseni se tyka

peptidd s vlastnostmi anti-

gennich determinant bilkovinného produktu
genu env viru HIV-1 obecného vzorce I.

H-X-Asn-Y-2

(1)

kde X znaéi Gly~Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg-
~Ser-Ile~Arg-Leu~Val

a Y zna¢i Gly=-Ser-Leu

(1a)

X znadi Cys~Val-Pro-Thr-Asp-Pro

a Y zna¢i Pro-Gln-Glu-Val-Val (Ib)

X znaéi Ile-Asn-Cys-Thr-Arg-Pro-

a Y zna¢i Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-Ile

nebo
nebo
-Asn-Asn (Ic)
nebo
a Y
(1d)
nebo

-Ser

X znaéi Gly-Gly~Gly-Asp-Met-Arg-Asp
zna¢i Trp-Arg-Ser-Glu-Leu-Tyr

X zna¢i Val-Pro-Trp-Asn-Ala-Ser-Trp-

(Ie)

a Y znaéi Lys =-Ser-Leu-Glu-Gln-Ile

a Z znaéi skupinu hydroxylovou nebo amino-
vou, a jejich konjugatd s imunoadjuvantnimi
latkami typu murymldipeptidu, s nosiéi typu
bilkovin nebo makromolekuldrnich polymerti,

napriklad latexu,
nebo s nékterymi

Peptidy byly pripraveny
fazi a bylo prokdzano, Ze je lze pouzit ja-
ko diagnostikum pfi detekci protildtek pro-
ti viru zpusobujicimu u lidi syndrom ziska-
né imunodeficience. Popripadé mizZe byt kon-
peptidi s bilkovinnym
nosidem pouzit na pripravu monodeterminant-
nich protilatek proti gp 160 HIV-1.

jugat kteréhokoliv z

spheronu a polystyrenu
aktivovanymi membrénami.

syntézou v pevné
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Peptidy s vlastnostmi antigennich determinant bilkovinného pro-
duktu genu env viru HIV-1

Oblast teqhnikv

Vyndlez se tykd peptidd s vlatnostmi antigennich determinant
bilkovinného produktu genu env viru HIV-1.

Dosavadni stav techniky

Peptidy podle vyndlezu Jjsou nové a autory vyndlezu byly
u nich mimo Jjiné prokdzany vlastnosti antigennich determinant
glykoproteinu gp 160, coZ je bilkovinny produkt genu env viru
HIV-1 zpusobujiciho u 1lidi onemocnéni syndromem imunitni nedosta-
te¢nosti (AIDS). '

Podstata vyndlezu

Podstata vyndlezu spociva v novych peptidech s vlastnostmi
antigennich determinant bilkovinného produktu genu env viru
HIV-1 obecného vzorce I

H-X-Asn-Y-=2 (1)

kde X 2znac¢i Gly-Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg-Ser-Ile-Arg-Leu-Val

a Y zna¢i Fly-Ser-Leu (1a),
nebo X znac¢i Gys-Val-Pro-Thr-Asp-Pro

a Y zna¢i Pro-Gln-Glu-Val-Val (Ib),
nebo X zna¢i Ule-Asn-Cys-Thr-Arg-Pro-Asn-Asn

a Y zna¢i Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-Ile (Ic),
nebo X znac¢i Gly-Gly-Gly-Asp-Met-Arg-Asp :

a Y zna¢i Trp-Arg-Ser-Glu-Leu-Tyr (1d),
nebo X znac¢i Val-Pro-Trp-Asn-Ala-Ser-Trp-Ser

a Y znac¢i Lys-Ser~Leu-Glu-Gln-=Ile (Ie)

a 2 znaé¢i skupinu hydroxylovou nebo aminovou, a jejich konjugaty
s imunoadjuvantnimi latkami typu muramyldipeptidu, s nosic¢i typu
bilkovin nebo mokromolekuldrnich polymert, napr¥iklad latexu,
spheronu a polystyrenu, nebo s nékterymi aktivovanymi membranami.

Peptidy obecného vzorce I byly pripraveny Merrifieldovou
metodou syntézy peptidli v pevné f&zi. Jako polymerni nosié byl
pouzZit polystyren sitovany divinylbenzenem, s vyhodou jednim pro-
centem, s funkénimi skupinami p-methylbenzhydrylaminovymi nebo
chlormethylovymi. N=o& -aminoskupiny hyly chrédnény acidolabilni
chranici skupinou, s vyhodou Boc skupinou, jeji od&tépovani
v jednotlivych fazich syntézy bylo provddéno acidolyticky s vyho-
dou smési TFA a DCM nebo HCl v DCM, ¢és.autorské osvédéeni &. 255
500). Postranni funkéni skupiny vicefunkénich aminokyselin byly
chranény skupinami benzylového typu. Kondenzace chranénych amino-
kyselin byly provadény vhodné aktivovanymi derivaty, s vyhodou
HOBt estery. Kondenzace byly urychlovany v ultrazvukové lazni,
jak Jje popsdno v és. autorském osvédéeni ¢&. 271 584. Ukonéeni
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reakce bylo monitorovano barevnou zménou acidobazického indikato-
ru, s vyhodou bromfenolovou modri podle &s. autorského osvédcéeni
&. 268 230. Po ukonCeni syntéze byl peptid z prysky¥ice odsStépen
a soudasné byly odstranény chrénici skupiny vicefunkénich amino-
kyselin acidolyticky, s vyhodou pusobenim kapalného HF. Surovy
produkt byl &istén bud pomoci sloupcové chromatografie na nosi-
éich pouZivanych v chemii peptidl, s vyhodou nosic¢a fungujicich
jako molekuldrni sita. Peptidy byly charakterizovdny aminokyseli-
novou anylyzou a jejich éistota byla ovérena chromatografickymi
a elektroforetickymi metodami.

Aminokyselinovd sekvence peptidi obecného- vzorce I byla
odvozena 2z aminokyselinové sekvence glykoproteinu dp 160 viru
zpusbujiciho u 1idi imunodeficienci HIV-1 tak, aby =zahrnovala
anitigenni determinanty zminéného' proteinu. :

Zdkladem diagnostické reakce, jejiZz provedeni bliZe objasru-
je napriklad ¢&s. autorského osvédéeni ¢&. 258 288, Jje interakce
syntetickych peptidd podle vyndlezu s protilatkami vytvorenymi
v organismu, ktery byl infikovdn virem. Syntetické peptidy obec-
ného vzorce I jsou urceny pro detekci protilatek produkovanych
infikovanymi ' jedinci proti virovému glykoproteinu gp 160 viru
HIV-1. Pri praktickém pouziti 1lze s vyhodou pouzZit nap¥iklad
enzymoimunologicky test (ELISA), ktery byl autory vyndlezu prove-
den tak, Jjak jiZ bylo popsdno Vv ¢&s. autorském osvédceni ¢&. 256
960. Hodnoty absorbanci pro jednotlivd pozitivni séra, redeéna
v poméru 1 . 20 aZ 100, byly vyznamné vySSi ve srovnani s nega-
tivnimi séry. PouZitd séra byla pozitivni p¥i testovédni v komerc-
nim ELISA testu, kde jako antigen byl pouzit 1lyzat HIV-1 a byla
také verifikovadna metodou Western Blot. Reakce s kontrolnim nega-
tivnim sérem se pohybovala na ddrovni pozadi a v hodnotach absor-
bance neprevysila v pruméru hranici 0,15.

Peptidy podle vyndlezu bylo moZno dadle pouZit pro produkci
monodeterminantnich protilatek protiu glykoproteinu gp 160, a to
polyklondlnich nebo monoklondlnich, smérovanych proti antigenni
determinanté, kterou zahrnuje peptid, kterym byla imunizace pro-
vadéna. Auto¥i vyndlezu provadéli imunizaci pokusnych zvirat,
s vyhodou myS$i nebo krdliku, peptidy obecného vzorce I, s vyhodou
ve smési s muramyldipeptidem, kovalentné navazanym muramyldipep-
tidem na peptidy obecného vzorce I nebo peptidy polymerizovanymi
glutaraldehydem nebo metodou aktivnich esterd nebo po navdzdni na
vhodnou bilkovinu, s vyhodou kravsky serumalbumin, thyreoglobulin
nebo hemocyanin 2z keyhole limpetu, za pouZiti kondenzac¢niho &i-
nidla, s vyhodou glutaraldehydu, karbodiimidu, bifunkénich ¢ini-
del nebo pomoci aktivnich estert. Jako imunocadjuvans pouzili au-
tofi vyndlezu Freundovo kompletni adjuvans nebo muramyldipeptid.

Detekce protilatek byla provedena testem EI.ISA s peptidem
obecného vzorce I zakotvenym na plastikové polystyrenové destic-
ce. Prenosny postup ELISA testu Jje popsdn v ¢s. autorském osvéd-
¢eni ¢&. 256 960. Za pouziti vhodného anti-kralié¢iho nebo
anti-mysiho IgG znaceného enzymem, s vyhodou peroxiddzou nebo al-
kalickou fosfatdzou, poskytovala ziskand séra pozitivni reakci az
do fedéni 10”4 az 107 °.
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Priklady provedeni
Priklad 1

Do prutokového reaktoru (vnitfni objem 10 ml) bylo umisténo
400 mg p-methylbenzhydrylaminové kopoly (styren-1 % divinylbenz
en)ové pryskyrice (MBHA, obsah aminoskupin 0,4 meg/g). Syntéza
byla provedena na manualné ovlddaném syntetizdtoru vlastni konst-
rukce (viz és. autorské osvédceni ¢&. 262 081) kontinudlni prato-
kovou metodou (&s.autorské osvédceni ¢.255 089). N- o« -~aminosku-
piny byly chrdnény Boc skupinou, postranni retézce vicefunkénich
aminokyselin byly chrdnény skupinami benzylového typu. Arg
p-toluensulfonovou skupinou a .chrdnéné aminokyseliny byly aktivo-
vdny pro kondenzaci formou HOBt esteru. Jeden synteticky cyklus
obsahoval tyto kroky: '

1. &tépeni Boc chrédnicich skupin, 40 % TFA v DCM, 30 min (3
min promyvat, 27 min v klidu),

2. promyvani, DCM do slabé kyselého efluentu (kontrolovano
navlhéenym pH papirkem),

3. neutralizace, 5 % N-ethyl-N, N-diisopropylaminu v chloro-
formu, 3 min,

4. promyvani, DMF, do neutralniho efluentu,

5. kondenzace, chranénd aminokyselina, 0,8 meq v DCM (nebo
‘ DCM : DMF, 4:1, je=li t¥eba), prldat HOBt 0 8 meq v DMF,
pridat DCC 0,8 meq v DCM, 30 min pri 20 C, odflltrovat
. N N—dlcyklohexylmocov1nu, promyt DCM, odpa¥it DCM za sni-
zeneho tlaku (t<25°c), naredit DMF zfiltrovat, promyt
DMF, doplnit DMF na koncentraci O, 2 M, pridat nékolik
kapek 0,001 M roztokuu bromfenolové mod¥e v DMF (70
mg/100 ml), nastfiknout do prutokového reaktoru, ponechat
reagovat v ultrazvukové lazni do prechodu acidobazického
indikdatoru z modré do Zluté barvy,

6. promyvani, DMF, S5min.

Pritok béhen promyvacich cykla byl <cca 20 az 30 ml/min,
pretlak inertniho plynu 20 aZz 50 kPa. Syntéza byla ukoncena
odstépenim Boc chranici skupiny z posledni aminokyseliny (krok
/1/) a peptisyl-pryskyfice byla promyta DCM, metanelem a vysusSena
proududem dusiku. Vytézek 920 mg. Surovy peptid byl ziskdn po
Stépeni peptidyl-pryskyrice kapalnym fluorovodikem. PO odstranéni
HF byl produkt a pryskyfice suspendovany v etylacetatu, zfiltro-
vany, promyty etylacetdtem a produkt extrahovdn do 20 % kyseliny
octové a 1lyofilizovan. VytézZek 330 mg. Surovy peptid byl ¢istén
na koloné (2,6x100 cm) obsahujici jako staciondrni fazi polysmi-
dovy biogel. Frakce obsahujici homogenni produkt byly spojeny
a lyofilizovany. Vysledny produkt mél aminokyselinovou analyzu
shodnou s teoretickymi hodnotami, ¢istota produktu byla potvrzena
pri analytické HPLC (Rt 4,5 min, mobilni faze 50 % MeOH, 50 % vo-
dy obsahujici 0,1 % TFA), chromatografii na tenké vrstvé (sousta-
va n-butanol: kyselina octova: voda - 4:1:1) a elektroforéze na
papire p¥i pH 2,5.
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vytézek:
94 mg H—Gly-G1u—Arg-Asp—Arg-Asp-Arg-Ser-Ile-Arg-Leu-Val-Asn-
-Gly-Ser-Leu-NH,

Priklad 2

Podle postupu, ktery je uveden v prikladu 1, byl syntetizo-
van peptid Ib. K chridnéni postranni skupiny cysteinu byla pouZita
p-methylbenzylovd skupina. VytéZek peptidylpryskyfice 820 mg, vy-
téZek surového produktu 262 mg. Vysledny produkt mél aminokyseli-
novou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, &istota produktu
byla potvrzena analytickou HPLC (Rt 4,5 min, mobilni féze 40 %
MeOH, 60 % vody obsahujici 0,1 % TFA), chromatografii na tenké
vrstvé (soustava n-butanol: kyselina octova: voda - 4:1:1)a elek-
troforéze na papire pri pH 2,5.

Vytézek:
132,5 mg H-Cys-Val-Pro-ThrAsp-Pro-Asn-Pro-Gln-Glu-Val-Val-
-HNZ
Priklad 3

Podle postupu, ktery je uveden v prikladu 1, byl syntetizo-
van peptid Ic. K chrénéni postranni skupiny cysteinu byla pouZita

~ p~metylbenzylovd skupina. VytéZek peptid-pryskyrice 1 005 mg,:

vytéZek surového produktu 346 mg. Vysledny produkt mél aminokyse-
linovou analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami. Cistota produk-
tu byla potvrzena analytickou HPLC (Rt 6,0 min, mobilni féze 45
% MeOH, 55 % vody obsahujici 0,1 % TFA), chromatografii na tenké
vrstvé (soustava n-butanol:kyselina octova:voda -4:1:1) a elekt-
roforéze na papi¥e p¥i pH 2,5.

vytézek:
201 mg H-Ile-Asn-Cys-Thr-Arg-Pro-Asn-Asn-Asn-Thr-Arg-Lys-
-Ser-Ile-Arg-Ile-HN,

Priklad 4

Podle postupu, ktery je uveden v prikladu 1, byl syntetizo-
van peptid Id. K chranéni postranni funkce tryptofanu byla pouZi-
ta formylova skupina. VytéZek peptidyl-pryskyfice 945 mg, vytézZek
surového produktu 401 mg. Vysledny produkt mé€l aminokyselinovou
analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, ¢&istota produktu byla
potvrzena analytickou HPLC (Rt 7,5 min, mobilni fdze 45 % MeOH,
55 % vody obsahujici 0,1 % TFA), chromatografii na tenké vrstvé
(soustava n-butanol : kyselina octovd : voda - 4:1:1) a elektro-
foréze na papire pri pH 2,5. :

vytézek:
199 mg H-Gly-Gly-Gly-Asp-Met-Arg-Asp—Asn-Trp-Arg—Ser-Glu-
-Leu-Tyr-NH,

Priklad 5
Podle postupu, ktery je uveden v prikladu 1, byl syntetizo-

van peptid Ie. K chranéni postranni funkce tryptofanu byla pouzi-
ta formylova skupina. VytézZek peptidyl-pryskyrice 840 mg, vytézZek
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surového produktu 368 mg. Vysledny produkt mél aminokyselinovou
analyzu shodnou s teoretickymi hodnotami, <&istota produktu byla
potvrzena analytickou HPLC /Rt 7,5 min, mobilni faze 55 % MeOH,
45 % vody obsahujici 0,1 % TFA), chromatografii na tenké vrstvé
(soustava n-butanol: kyselina octova: voda - 4:1:1) a elektrofo-

réze na papire pri pH 2,5.

vytézek:
94,0 mg H-Val-Pro-Trp-Asn-Ala-Ser-Trp-Ser-Asn-Lys-Ser-Leu-
=Glu=-Gln-Ile-NH,

Priklad 6

Podle postupu, ktery je uveden v prikladu 1, byl syntet1z0w
van peptld Ia. Jako polymerni nosic¢ byl pouZit polystyren sitova-
ny 1 % divinylbenzenu f1nkc1onallzovany chlormethylovymi skupina-
mi (obsah Cl 0,8 meq/g). Prvni chrdnénd aminokyselina Boc-Leu
byla k nosiéi prFfipojena esterifikaci pomoci KF. Vytéiek
peptidyl-pryskyrice 940 mg, vytézZek surového produktu 298 mg.
Vysledny produit mél aminokyselinovou analyzu shodnou s teoretic-
kymi hodnotami, ¢istota produktu byla potvrzena analytickou HPLC
(Rt 8,5 min, mobilni faze 45 % MeOH, 45 % vody obsahujici 0,1 %.
TFA), chromatografii na tenké vrstvé (soustava n-butanol: kyseli-
na octova: voda - 4:1:1) a elektrofdze na papife pri pH 2,5.

vytézek:
104 mg H-Gly-Glu-Arg-Asp-Arg-Asp-Arg-Ser-Ile-Arg-Leu-Val-Asn-
~Gly-Ser- Leu-OH

P¥iklad 7

K roztoku 10 mg peptidu Ia v 10 ml HC1l (pH 3,0) byl za
michani pri 0°c prldan roztok 10 mg ECD v 10 ml HCl1l (pH 3,0),
smés ponechdna 15 min pri 0°c, potom byl pridan roztok 10 mg KLH
v 0,1 M uhlic¢itanovému pufru tak, aby vysledné pH  bylo
neutralni Smés byla inkubovédna 2 h pr¥i 20°C, po této dobé byl za
michdni p¥idéan roztok 10 mg MDP v PBS pufru o pH 7,2 a smés byla
inkubovana 16 h pri 8°C.Potom byla reakéni smés dlalyzovana proti
PBS, rozplnéna po alikvotech na jednotlivé imunizaéni davky
a uchovévéna pri -20 °C. Aminokyselinovou analyzou konjugatu bylo
zjisténo, Ze v pruméru doslo k vazbé 30 molekul peptidu najednu
molekulu bilkovinného nosice. Pri gelové chromatografii byl pozo-
rovan charakteristicky rozptyl mol.vah od 5 000 do 30 000

Priklad 8

Peptidy Ia aZ Ie podle vyndlezu byly potaZeny jamky polysty-
rénovych destic¢ek ELISA. Potom byly do jamek odpipetovana vhodné
naredéna séra ( v tomto nripadé 1:20) Fedicim roztokem, obsahuji-
cim blokujlcllndlferentnl bilkovinu, obvykle hovézi serovy albu-
min v koncentraci 2 aZ 5 % hmot. Po inkubaci 15 minut p¥i 37 ©c
byly vzorky sér z jamek odsaty, jamky byly 4 x promyty fosfatovym
pufrem pH 7,2 s 0,05 % hmot. neionogenniho detergentu, napriklad
Tweenu 20. Potom byl do Jjamky adpipetovan vhodné natredény roztok
konjugdtu prasec¢iho protilidského y‘-globullnu s k¥enovou pero-
xiddzou. Inkubace byla 15 minut pfi 37 °C. Potom byly jamky 4x
promyty a byl do nich odpipetovdn roztok chromogenu, nap¥iklad
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o-fenylendiaminu. Vyvoladni barevné reakce probéhlo za 5 aZ 7
minut. Reakce byla zastavena pridanim 2N H,S0, a intensita zabar-
veni byla odec¢tena pri 490 nm. Byla pouZivana negativni séra dar-
ci krve a positivni séra na pritomnost protildtek proti HIV 1,
ovérend testy napriklad Wellcome a Western blot).

Absorbance (490 nm)’ Negativni séra Positivni séra
Peptid ,
Ia 0,107 0,079 0,615 0,524
0,102 0,062 0,676 0,489
Ib 0,080 0,160 0,811 . 0,850
0,079 0,157 0,725 0,784
Ic ' 0,086 0,157 0,903 0,574
0,097 0,174 0,880 0,588
Id 0,104 0,211 0,905 0,666
0,106 0,170 0,934 0,77%
Te 0,288 0,092 0,886 0,923
0,214 0,097 0,928 0,927

Priamyslova vyvuzitelnost

Peptidy podle vyndlezu maji vlastnosti intigennich determi-
nant glykoproteinu gp 160, coZ Jje bilkovinny produkt genu eno
viru HIV-1, ktery zpusobuje uy lidi onemocnéni syndromem imunitni
nedostateénosti(AIDS). Dale mohou dob¥e slouZit jako vhodné diag-
nostikum k detekci protildtek proti viru HIV a navic jsou pouZi-
telné pro produkci monodeterminantnich protiléatek.

Vysvétlivky ke zkratkam pouzitych v textu:

HIV  virus zpUsobujici u 1lidi imunodeficienci
ARC komplex chorob p¥ibuznych AIDS

AIDS syndrom ziskané imunodeficiens

ELISA enzymoimunologicky test

HPLC vysokoulc¢innd kapalinovd chromatografie
TFA  kyselina trifluoroctova

DCM dichlormetan

DMF N,N-dimethylformamid

HOBt N-hydroxybenzotriazol

Boc t-butyloxykarbonyl

Tos p-toluensulfonyl

Bzl benzyl

For formyl

DIEA ethyl-diisopropylamin

MeOh methanol

DCC N,N -dicyklohexylkarbodiimid

HF fluorovodik

Arg arginin

Asp kyselina asparagova



Asn
Cys
.Gln
Gly
Glu
Ile
IgG
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Thr
Trp
Val
ECD

KLH
MDP
PBS

Peptidy s vlastnostmi
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asparagin

cystein

glutamin

glycin

kyselina glutamova.
isoleucin
imunoglobulin G

leucin
lysin

methionin

prolin
serin

threonin
tryptofan

valin

N-ethyl-=N =(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
hydrochlorid :

hemocyanin keyhole limpetul

murymyldipeptid

fosforecény pufr.

PATENTOVE NAROKY

- produktu genu env viru HIV-1l, obecného vzorce I

kde X
ay

nebo
a

nebo
a

nebo
a

nebo
a

a
konjugaty

s nosi¢i typu bilkovin nebo makromolekuldrnich polymeru, napri-
klad latexu, spheronu a polystyrenu nebo s nékterymi aktivovanymi

membranami

H-X~-Asn-Y-2 (1)
znac¢i Glqulu—Arg—Asp—Asp-Arg—Ser~Ile—Arg-Leu-Val
znaé¢i Gly-Ser-Leu (Ta),
X 2znac¢i Cys~Val=-Pro-Thr-Asp-Pro
Y znaéi Pro-Gln-Glu-Val-Val (Ib),
X znac¢i Ile~Asn-Cys~Thr-Arg-Pro-Asn-Asn
Y znac¢i Thr-Arg-Lys-Ser-Ile-Arg-Ile - (Ic),
X zna¢i Gly-Gly-Gly-Asp-Met-Arg-Asp
Y zna¢i Trp-Arg-Ser-Glu-Leu-Tyr (1d),
X znaé¢i Val-Ori-Trp-Asn-Ala-Ser-Trp-Ser
Y zna¢i Lys-Ser-Leu-Glu-Gln-Ile (Ie),
Z zna~i skupinu hydroxylovou nebo aminovou, a jejich
s imunoadjuvantnimi latkami typu muramyldipeptidu

Konec dokumentu

antigennich determinant bilkovinného
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