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(57) Anotace;
Reseni se tyka pouziti bilkovin, extrahova-
telnych z jater saveil kyselinou chloristou pro
--vyrobu-farmaceutickych -prostfedkil,’ urée- <

nych pro lé¢en{ infekci, vyvolanych HIV, virem
lidské imunodeficience. Kromé této slozky ob-
sahuje farmaceuticky prostfedek b&iné po-
mocné prostfedky jako hydroxid hlinity, poly-
sacharidy nebo bllkovlnné nosice,

- L \ogm ik
..i“nﬂﬁii.'ﬁ‘,—_. IR -




*e Sasse e &8ss (1] s
° . . o s L]

- . . . abe L]
L L L ] sae LA R
.

LJ . L] L]
s e (L) LR

- 3206

L]
. .
sass »

PouZiti bilkovin, extrahovatelnych z jater savch

Oblast techniky

Vynédlez se tyké pouZiti bilkoﬁin, extrahovatelnych z
jater savcd pro vyrobu farmaceutickych prostfedkd k lé&eni

retrovirovych ‘infekei.

Dosavadni stav techniky

Problémy, spojené s léCenim infekce retrovirem HIV jsou
dobre znémé. Zvyéujici se rozdifeni této infekce a zavainost
syndromu, oznadovaného jako syndrom ziskané nedostatelnosti
imunitniho systému, AIDS, vyvolaly snahy o potlateni a léce-
ni této infekce. Krom& inhibitord reverzni transkriptazy se
nyni k 1é%eni uZivaji také 'inhibitory protedz, jako azido-
thymidin. Mimoto Jjsou vyvijeny-snahy ziskat preventivni ne-
bo lédebné vakciny, coZ vSak dosud nard?i na obtiZe vzhledem
k tomu, Ze HIV podléhd stédlym mutacim a tak unikéd imunitnimu

systému.

Na druhé stran& je hlavni problém také v tom, Ze virus

snadno vyviji odolnost proti pouZitym G&innym lAtkéam.
»

V posledni dobé& bylo zjiSténo, Ze bilkoviny, extrahova-
telné kyselinou chloristou z organQ savcid a popsané v mezi-
nadrodni patentové prihlaSce WO 92/10197, jsou schopné vyvolat
in vitro inhibici replikace viru a vyvolavaji imunitni a cy-
totoxickou odpovéd na lymfocyty, infikované virem u nemocnych,
trpicich AIDS. Zv148té& alinné je bilkovina s molekulovou hmot-
nosti pPibliZn& 14 000. '
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Podstata vynalezu

telnych z jater savell kyselinou chloristou pro vyrobu far-
maceutickych prostfedkl pro léfeni infekci, vyvolanych HIV,

virem lidské imunodeficience.
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kterd mid molekulovou hmotnost pfibli¥nd 14 000, je moZno

ziskat extrakci jater savcQ kyselinou chloristou s nasled-

nym Zi&t&nim této bilkoviny dialyzou, HPLC a chromatografii

s vyménou hydrofobnich skupin podle mezinirodni patentové
pfrihlasky WO 96/02567.




Vynalez se také tyka pouZiti bilkovin s nejmén& 80%,
s vyhodou nejmén& 90% homologii se svrchu uvedenou sekvenci.
Bilkoviny s velmi podobnymi sekvencemi, izolované z kozich
jater, byly popsény celou Padou autord, napfiklad v publika-
ci Levy-Favatier a'dal8i, Eur. J. Bilochem., 1993, 212(3),
665 a¥ 673, autori srovnavali sekvence c¢DNA z ruznych Zivo-

&idnych druht vietné& krysich jater.:

(Zinnost bilkoviny pl4 proti HIV byla prokazovéna pfi

pouziti sér, ziskanych z Zivolicht nebo 1lidi, predem imuni-

zovanych pl4. K tomuto G&elu byla bilkovina podavéna podkoiné

v davkach 1 aZ 2 mg kaidych 7 dnl po dobu 4 aZ 6 tydnld nebo
tak dlouho, a% bylo dosaZeno dostatelného titru protilétky
proti pl4. Vysledné séra byla inkubovana s buné&nou linii E
(derivat lidské bund&né linie T-lymfocytd HuT78, chronicky -
infikovany virem HIV-1
butikami HuT78.

SFZ) nebo s normdlnimi, neinfikovanymi

Bufiky byly smiseny v pom&ru 1 : 1000, to znamend jedna :

bufika linie E, produkujici virus na 1000 normdlnich bunék

HuT78, builky byly naofkovany na plotny s 24 vyhloubenimi pi¥i

s = -_5. e PG - I - - ar . » . M
koncentracl 1 x 107 bunek/vyhloubeni: v L ml zilvneho prostire-

df RPMI 1640, obsahujiciho 5 % fetdlniho séra skotu a anti-
biotika. Do kafdého vyhloubeni pak bylo pFidéano zkoumané sé-
rum v kone&né koncentraci 5 % tak, aby bylo dosaZeno kone&né
koncentrace séra 10 %. Ke kontrolnim vzorkdm bylo k prostfedi
RPMI 1640 pridano 5 % fetédlniho séra skotu a 5 % normalniho

lidského séra.

Jakohpozitivni‘kontrdla.bylo uZito kralifi hyperimunni
sérum proti HIV-1, které vyvolavalo inhibici infektivity vi-

ru pfi p#iblizné 3 log.

Po pdti dnech inkubace bylo Zivné prostfedi odstredéno
a mnozstvi viru bylo stanoveno zachycenim antigenu p24 jadra
viru HIV-1.
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Zkoumani séra méla vysoké procento inhibice, coZ pod-
poruje predpoklad léfebného uéinku pl4, tato bilkovina by
tedy mohla byt pouZivana jako imunogenni antigen. VyuZit by
bylo moZné také protilédtky proti této bilkoviné.

Uvedend Gfinnost jiZ byla potvrzena prozatim na omeze-
ném podtu pripadd in vivo u HIV-pozitivnich i u lidi, trpi-

cich AIDS s klinickymi projevy.

Sesti nemocnym bylo StyPi tydny podkoZn& podavano mnoZ-

stvi 1 mg pl4 kaZdych sedm dna. o
. Po ka?dé irnijekci a pred lélenim byly méreny ﬂésledujici
parametry:
- pomer T4/T8,
- polet receptord v roseté,
- celkovy podet lymfocytd, I
- vzestup T4,
- polet B-bunék,

- . podet granulocytu.

Po ukondeni 1é8eni se serologické parametry zlepSovaly

a také hematologické Gdaje se normalizovaly.

N8kolik let po tomto léfeni jsou nemocni stdle na Zivu

o

jejich celkovy stav je zcela uspokojivy. o

)

Bilkoviny pl4 je moZno podédvat v jakékoliv vhodné 1lé-
kové formé&, obvykle injekénim zpusobem, popfipadé spolu s
béZnymi pomocnymi létkami, jako je hydroxid hlinity. poly-
sacharidy, bilkovinné nosile a pod.




Podavana davka, frekvence podavéni a podobné musi byt
stanoveny v zavislosti na nejriznéjSich faktorech. jako jsou
celkovy stav nemocného, stadium onemocnéni a hematologické
a serologické parametry. Ke sledovani v‘prﬁbéhu 1éCeni je
mo¥no ufit titr protilétek proti pld spolu s dalZimi bé&Znymi
parametry, u¥ivanymi pro sledovani funkce imunitniho systému.
Obvykle je moZno podévat kaZdy tyden po dobu 3 aZ 6 tydni ne-
50 déle, podkoZni injekci bilkoviny v mnoZstvi 0,1 aZ 10, s
vihodou 1 aZ 2 mg. Lé%eni je moZno provad&t tak dlouho, aZ

se doséhne objektivniho 1léZebného vysledku.

(daje o sekvenci:. , ]

1) Obecné informace:
i) pfrihlaSovatel:

A) jméno: Zetesis s.p.a.
B) ulice: Galleria del Corso 2
C) mésto: Milén
E) stdt: Italie
'F) postovni kdd (ZIP): 20122
ii) nazev V&nélezu: Pouziti bilkovin, extrahovatelnych
z jater savcl

iii) polet sekvenci: 1

iv) pocditalem ddeéitatelné forma:
A) prostredi:, Floppy disk. - .~ e
B) poéitaé: IBM.PC—kompatibllni
C) operadni systém: PC-DOS/MS-DOS

D) Software: PatentIn Release 1,0, verse 1,30 (EPO)




2) Informace o sekvenci &, 1:

i) vlastnosti sekvence;
A} délka: 137 aminokyselin
B) typ: aminokyselina

D) topologie: lineérni

ii) typ molekuly: bilkovina

iii) hypotetické sekvence: ne

iv) positivni Fetdzec: ne

xi) popis sekvence &. 1:
Met Ser Glu Asn ger'Glu Glu Pro val géy Glu Ala Lys Ala
1 .

Pro Ala Ala Ile Gly 550 Tyr Ser Gln Ala ggl-Leu val Asp
15 . _

Arg Thr Ile Tyr Ile Ser g%y Gln Leu Gly Met igp Pro Ala
30 :

ser Gly Gla Leu Val Pro Gly Gl val val Glu Glu Ala Lys
4 .

Gln Ala Leu Egr Asn Ile Gly Glu é%e Leu Lys Ala Ala ?%Y

Cys Asp Phe Thr %gn val Val Lys Ala ggr Vval Leu Leu Ala

Asp Ile Asn Asp Phe Ser Ala Val Asn Asp Val Tyr Lys - Gln

85 , 30 95§
Phe Gln Ser Ser Phe Pro Ala Arg Ala Ala Tyr Gln val
Tyr 100 105 : ng
Ala Ala Leu Pro Lys Gly Gly Arg-Val Glu Ile Glu Alz Ile
115 - 12 125
Ala Val Gln Gly Pro Leu Thr Thr Ala Ser Val
13 135 v

Zastupuje:




PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti bilkovin, extrahovatelnych z jater savci
kyselinou chloristou pro vyrobu farmaceutickych prostredkl
d pro léleni infekci, vyvolanych HIV, virem lidské imunodefi-

cience.

2. PouZiti podle néroku 1, pfi némZ GCinné bilkovina

‘ma nésledujici sekvenci

Met Ser Glu Asn ger Glu Glu Pro Val %éy Glu Ala Lys Ala
1

Pro Ala Ala Ile Gly ggo Tyr Ser Gln Ala ggl-Leu val  Asp
15 .

Arg gg: Ile Tyr Ile Ser g%y Gln Leu Gly Met‘égp'Pro Ala

ser Gly Gla Leu Val Pro Gly Gly val Val Glu Glu Ma Lys
4 r

~ Gln Ala Leu ggr Asn Ile Gly Glu é%e Leu Lys Ala Ala gév

Cys Asp Phe Thr ;gn Val Vval Lys Ala ggr val Leu Leu Ala

Asp Ile Asn Asp Phe Ser Ala Val Asn Asp Val Tyr Lys Glp

85 ) © 90 95
Tvr Phe Gln Ser Ser Phe Pro Ala Arg Ala Ala Tyr Gln Val
¥* 100 165 116
. Ala Ala Leu Pro Lys Gly Gly Afgval Glu Tle Glu Ala Ile .
115 - 12 125
h Ala Val Glan Gly Pro Leu Thr Thr Ala Ser Val
138 135 |

3. Pouziti podle néroku 1, pri né&mZ se uZije bilkovina
s alespoh 80% homologii se sekvenci, uvedenou pro bilkovinu

v naroku 2.




4. Farmaceuticky prostiedek s protivirovym Glinkem, .
vyznadcujici se tim, Ze jako svou Gdinnou
slozku obsahuje bilkoviny podie nékterého z naroktl 1 aZ 3,
spolu s prisludnymi pomocnymi létkami.

5. Fafmaceutick?kprostfedek podle néaroku 4, v y -
znaéu Jici se tim, Ze jako pomocny prostiedek
obsahuje hydroxid hlinity, polysacharidy nebo bilkovinové
noside. '

Zastupuje:
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