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{67) Sammendrag:

En monomersekvens, som er en topografisk akvivalent til den
ligand, der er komplementar til en s®rlig receptor, som er af
interesse, detekteres eiler bestemmes ved,

1. at der syntetiseres en flerhed af catamerer, hvor hver ca-

tamer har den generelie formel:

02'01 t

hvor D1 betegner en designeret monomer, der udvalges
fra en fgrste monomergruppe, og D2 betegner en desig-
neret monomer, der udvaiges fra en anden monomergruppe,
der kan vare den samme som eller forskellig fra den fgrste
monomergruppe; og hvor flerheden af catamerer omfatter
catamerer, i hvilke hver designeret monomer varieres
systematisk til at indeholde enheder fra den respektive
monomergruppe;

2. at hver catamer kontaktes med receptoren, som er af

interesse;

fortsettes



6249-86

3. at forekomst eller fravaer af binding”mellem hver catamer
og denne receptor pdvises eller bestemmes.
Yderligere flerheder af catamerer, indbefattende catamerer, som
indeholder afstandsmolekyler, syntetiseres til opbygning af en
sekvens af monomerer, som er mimotop til liganden.
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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til pavisning eller bestemmelse
af en sekvens af monomere molekyler, som svarer til ligandmolekylet
for en bestemt receptor. Den sdledes bestemte sekvens af monomere
molekyler er mimotopen (defineret nedenfor) éf den sarlige ligand.
Den mimotop, som bestemmes ifglge den foreliggende fremgangsméade,
har ikke ngdvendigvis noget tydeligt eller direkte forhold til det
naturlige ligandmolekyle, men vil besidde dets evne til at reagere
med receptoren, og faktisk kan den saledes bestemte mimotop
modificeres til at inkorporere specifikke eller yderligere egenskaber i
reaktionen med receptoren. En sddan mimotop vil derpd@ kunne
anvendes til at erstatte den naturlige ligand ved behandling eller
forebyggelse af en bestemt sygdom, eller den kan anvendes til at
formidle en bestemt biologisk virkning.

De nedenfor anfgrte betegnelser, der anvendes i naervarende

beskrivelse, har fglgende betydninger:

receptor: et molekyle eller molekylkompleks, der vil bindes
specifikt til dets bestemte ligandmolekyle. Det er
de receptorer, som ved binding med deres bestemte
ligand(er) formidler en biologisk funktion, der har
stgrst interesse. Eksempler pa receptorer indbefatter,
men er ikke begreanset til, den almindelige kiasse af
receptorer, der er associeret med cellers overflade-
membran, og indbefatter f.eks. de immunologisk
vigtige receptorer p8 B-celler, T-celler, makrofager
og lignende. Et andet eksempel er receptorer for
acetylcholin pd nerveceller, der bevirker at et nerve-
signal sendes i neuronens lengde, ndr receptor-
molekylet reagerer med dets ligand, acetylcholin.

epitop: Den specifikke overflade pd et antigenmolekyle, som
tegnes af det omrade, der vekselvirker med den
underklasse af receptorer, der er kendt som

antistoffer.

catamer: et polymert molekyle, der har en ngjagtig fastlagt li~
neaer sekvens, og som dannes ved kondensation af
sm& molekyler. Bemzrk. at denne betegnelse omfatter
molekyler, til hvilke der anvendes forskellige typer af
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kondensationsreaktioner til forening af de sma@8 mole-
kyler. Et tal, der er sat foran ordet ‘“catamer",
angiver at catameren dannes ved kondensation af det
anfgrte antal af smé@ molekyler, f.eks. betegner
8-catamer, at catameren er sammensat af otte smi
molekyler. Eksempler pa catamerer omfatter et hvilket
som helst givet peptid og et hvilket som helst givet
oligo-saccharid.

et molekyle fra gruppen af sma@ molekyler, der kan
kondenseres sammen til dannelse af en catamer,
Gruppen af monomere omfatter, men er ikke begrean-
set til, f.eks. gruppen af almindelige L-aminosyrer,
gruppen af D-aminosyrer, gruppen af syntetiske
aminosyrer, gruppen af nukleotider og gruppen af

pentoser og hexoser.

en catamer, i hvilken de smd8 molekyler er alpha-
aminosyrer, som er bundet sammen ved peptidbindin-
ger. | forbindelse med narvarende beskrivelse ma det
forstds, at aminosyrerne kan veare den L-optiske
isomer eller den D-optiske isomer.

catamer, som i mindst én af sine konformationer har
et overfladeomr3dde med den akvivalente molekyltopo-
logi til den bindingsoverflade af det ligandmolekyle,
hvoraf den er en efterligning. | forbindelse med
immunologiske receptorer efterligner mimotopen anti-
genets epitop.

betegner afpasning af de reagerede overflader p3

et ligandmolekyle og dets receptor til hinanden. Der-

paratop:

for kan receptoren og dens ligand beskrives som
komplementzre, og ydermere er kontaktoverfladernes
karakteristika komplementzere til hinanden.

Det forbindende sted p& et antistof, der er komple-
mentzert til en bestemt epitop.
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molekyle, der binder til en bestemt receptor, og, nar
den er bundet til denne, formidler den biologiske
virkning, der er forbundet med denne bestemte

receptor.

Eksempler pa& de receptorer, der kan undersgges ifgige den
foreliggende fremgangsmade, indbefatter, men er ikke begranset til:

hormon-

receptorer:

opiatrecep-

torer:

mikroor-
ganisme-
receptorer:

enzymer:

f.eks. receptorer for insulin og vaksthormon. Bestem-
melse af mimotoperne af de ligander, der binder til
disse receptorer, kan fgre til udvikling af en oral
erstatning af de daglige injektioner, som diabetikere
ma tage for at mildne symptomerne ved sukkersyge,
og i det andet tilfeelde en erstatning for det sjeldne
humanvaksthormon, "der kun kan opnds fra afdgde
eller rekombinant DNA teknologi. Andre eksempler er
de vasokonstriktive hormonreceptorer. Bestemmelse af
mimotopen af den ligand, der binder til disse
receptorer, kan fgre til udvikling af medikamenter til
kontrol af blodtryk.

bestemmelse af mimotoper af de ligander, der binder
til opiatreceptorer i hjernen, kan fgre til udvikling af
mindre vanedannende erstatninger for morfin og

lignende medikamenter.

bestemmelse af mimotoper af de ligander, der binder
til en receptor, sasom specifikke transportproteiner
eller enzymer, der er vasentlige for overlevelse af
mikroorganismer, kan fgre til en ny gruppe antibioti-
ka. Af serlig verdi vil vare antibiotika mod proto-
zoer og de bakterier, der er resistente over for de
medikamenter, der er i almindelig anvendelse.

f.eks. de enzymer, der er ansvarlige for spaitning af
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nervetransmittere. Bestemmelse af de mimotoper, der
er i stand til at modulere virkningen. af de enzymer,
der spalter de forskellige nervetransmittere, kan fgre
til udvikling af medikamenter, der kan anvendes ved
behandling af sygdomme i forbindelse med nerve-
transmission. )

f.eks. ligandbindestedet p3 det antistofmolekyle, der
forbinder sig med epitopen pd det antigen, der er af
interesse. Bestemmelse af en mimotop til epitopen kan
fgre til udvikling af wvacciner, hvor immunogenet er
baseret pd en eller flere mimotoper, eller diagnostiske
midler eller forbindelser, der er anvendelige ved den

terapeutiske behandling af autoimmunsygdomme.

Eksempler pa ligander, der kan undersgges ved den fglgende

fremgangsmade, indbefatter, men er ikke begranset til:

toxiner
og gifte:

virus- og
andre mikro-
organismekap-'
selmolekyler:

f.eks. bindingsstedet pad det toxinmolekyle, der

reagerer med en bestemt receptor i legemet og giver
det bestemte symptom(er) pé intoxikation. Bestemmel-
se af mimotoper til ligandens bindingssted kan fgre til
udvikling af medikamenter, som kan anvendes til be-
handling af forgiftninger, der for8rsages af slanger
eller andre giftige dyr, uden bivirkninger af hetero-

logantivenenumet.

f.eks. det forbindende sted pa et viruskapselmole-
kyle, der reagerer med en szrlig receptor pad celle-
membranen i legemet, og som giver virusen lov til at
invadere og sdledes inficere den bestemte celle.
Bestemmelse af mimotoper til dette forbindende sted
kan fgre til udvikling af medikamenter, der specifikt
forhindrer intracelluleer invasion af virus og sdledes
forhindrer deres replikation. ’
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Det er et primeert formdl ved den foreliggende opfindelse at pa-
vise eller bestemme den ene éller‘ flere korte sekvenser af monomerer
(catamerer), der selektivt binder sig til en bestemt receptor til
fremkaldelse af dets biologiske virkning. Disse catamerer vil vare
ligandens mimotoper. Denne viden er uvurderlig ved fremstilling af
meget specifikke diagnostiske og terapuetiske midler.

Den mest almindelige gruppe af sm& molekyler, som kan kon-
denseres sammen til dannelse af en catamer, er gruppen af alpha-
aminosyrer. Andre molekyler, som er forenelige med en anden valgt
kemi, kan ogsd anvendes. F.eks. de catamerer, der er dannet ud
fra den specificerede sekvenskondensation af nukleotider eller
saccharider. En anden gruppe af sma molekyler vil vare de ikke-
genetisk kodede aminosyrer, sdsom beta-aminosyrer, som med fordel
kan anvendes til tilfgjelse af en ekstra binding p3 specificerede
positioner i catameren. .

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse er baseret
pd den idé, at en given receptor vil reagere specifikt med en
catamer, som er mimotop for den ligand, mod hvilken receptoren er
rettet. Den bygger endvidere pd moderne immunologiske metoder til
bestemmelse af reaktionen mellem en receptor og dens ligand, nér
begge er til stede.

| beskrivelsen til AU patentansggning nr. 45339/85 foreslds det
at fremstille mimotoper, der er baseret pd en generel lengde pa ca.
8 monomerer. Det fremgdr nu, at den foretrukne fremgangsmade til
fremstilling af mimotoper er ud fra kortere catamerer (to eller tre
monomer lange), der er frembragt for alle kombinationer af mono-
merer fra enten:

i) to monomergrupper, der kan veare identiske, eller

ii) tre monomergrupper, hvoraf den midterste monomer i

catameren udvaiges fra en gruppe af specielt udvélgte
monomerer, som giver kendte rumlige forhold for de to
andre monomerer, og at de resterende monomerer | cata-
meren stammer fra to monomergrupper, som Kkan vere
identiske.

Ydermere har det vist sig, at fglsomheden ved bestemmelse af
receptorernes binding er nedsat i nogle tilfelde, hvor monomeren
syntetiseres i catamerpraparationer, som beskrevet i beskrivelsen til

patentansggning nr. 45339/85.
Det har nu vist sig, at reaktionen let bestemmes mellem en re-
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ceptor og korte mimotoper. Néar disse korte mimotoper Kondenseres
sammen, binder de til receptoren med enten en stgrre affinitet eller
med en stgrre specificitet for denne receptor. Denne reaktion kan
detekteres, selv ndr den korte mimotop, der prasenteres for recep-
toren, er sa lille som to monomermolekyler lang. Ved bestemmelse af
den optimale korte mimotop p& hvert trin og derpd afprgvning af
yderligere variationer kan den endelige struktur af en starkt bin-
dende mimotop bestemmes.

Ifgige den foreliggende opfindelse tilvejebringes der en frem-
gangsmade til pdvisning eller bestemmelse af den monomersekvens,
der er topografisk skvivalent til den ligand, som er komplementzr til
en bestemt receptor, som har interesse, og hidtil kendt viden ang&-
ende identitet, struktur og sekvens af receptoren eller dens ligand
er irrelevant. Fremgangsmaden omfatter:

1. at en flerhed af catamerer syntetiseres, hvor hver catamer har

den almene formel: ’
D2-D1

hvor D'l reprasenterer en angivet monomer fra en fgrste mono-
mergruppe, og D2 reprasenterer en angivet monomer, der
udvaelges fra en anden monomergruppe, der kan vare den
samme som eller forskellig fra den fgrste monomergruppe. Fler-
heden af catamerer omfatter catamerer, hvori hver angivet
monomer varieres systematisk til at indeholde enheder fra de

respektive monomergrupper, -

2. at hver catamer bringes i kontakt med den receptor, der har
interesse, og

3. at tilstedevearelsen eller mangel pa binding mellem hver catamer
og denne receptor pavises eller bestemmes.

Fremgangsmaden kan ogs&d omfatte:

a. at en vyderligere flerhed af catamerer syntetiseres, hvor hver

catamer har den generelle formel:

3

D -DZ-D1 eller D2-D1-D3
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hvor D1 og D2 betegner det samme, som anfgrt ovenfor, og
fortrinsvis reprasenterer en kombination af monomerer, der
svarer til en catamer, der binder til receptoren, og D3 beteg-
ner en angiven monomer, der udvalges fra en tredje gruppe af
monomerer, der kan veare den samme som eller forskellig fra

enten den fgrste eller den anden monomergruppe, og

b. at trinnene 2 og 3 udfgres med den yderligere flerhed af cata-

merer.

Procedurerne ifglge trin a. og b. 'kan gentages for yderligere
at “udvide" catamererne ved systematisk at tilfgje yderligere mono-
merer til catamererne og afprgves p& samme made, som i trin b.

| et andet vigtigt aspekt kan fr‘emgangsmgden ifglge den fore-

liggende opfindelse omfatte:

A. at en flerhed af catamerer syntetiseres, hvor hver yderligere
catamer har den almene formel:

D,-Sp-D,

hvor D1 og D2 betegner det samme, som anfgrt ovenfor, og Sp

betegner et afstandsmolekyle (engelsk: spacer molecule), der
kan modificere den relative orientering af monomererne D1 og

Dy, og

B. at trinnene 2 og 3 ovenfor udfgres med flerheden af yderligere

catamerer.

Afstandsmolekylet "Sp", som beskrevet ovenfor, kan ogsd ind-
fgres systematisk i alle mulige positioner af de "udvidede" catamerer,
der er anfgrt ovenfor, og afprgves p& samme made som i trin B.
ovenfor.

| endnu et andet aspekt kan den foreliggende fremgangsmade
yderligere omfatte trin til systematisk erstatning af monomerer i en
hvilken som helst af de catamerer, der er anfgrt ovenfor, med deres
optiske isomerer, enten individuelt eller i monomerkombinationer, og
igen udfgre trinnene 2 og 3, som beskrevet ovenfor.

| et yderligere aspekt kan fremgangsmaden yderligere omfatte
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trin til systematisk erstatning af monomerer i en hvilken som helst af
de catamerer, der er anfgrt ovenfor, og som binder til den receptor,
der har interesse, enten individuelt eller i monomerkombinationer,
med andre monomerer, der udvalges fra den respektive monomer-
gruppe (er) og igen udfgre trinnene 2 og 3, som anfgrt ovenfor.

Det fremgdr, at fremgangsm3den ifglge den foreliggende opfin-
delse ikke kraver forudgdende information om ligandens natur, og i
srdeleshed kraver den ingen forkendskab om den monomersekvens,
der udggr liganden. | virkeligheden er det ikke ngdvendigt for ud-
gvelse af nearvaerende opfindelse at kende oprindelsen eller iden-
titeten af den ligand, mod hvilken receptoren er rettet. Ydermere
ggr opfindelsen ingen antagelser om naturen af liganden af den
bestemte receptor. Fremgangsmaden vil identificere mimotoper af
usammenhangende sdvel som sammenhangende ligander. Det vil, p3
grund af selve naturen &af fremgangsmiden ifglge opfindelsen, forstis
at mimotoperne kan eller kan ikke bestd af enheder fra den samme
gruppe af monomerer, som udggr den ligand, hvoraf den .er en
efterligning.

Den flerhed af catamerer, der kraves syntetiseret ved udgvelse
af narvaerende opfindelse, kan fremstilles ved en hvilken som helst
af de Kkendte fremgangsméder til catamersyntese. De foretrukne
fremgangsmader, n8r monomererne er aminosyrer, er at anvende
fastfasemetoden, der er beskrevet i beskrivelsen til AU patentbe-
skrivelse nr. 25429/84, hvor hver catamer syntetiseres pd en poly-
ethylenbeerer.

Det fglgende er en detaljeret beskrivelse af en-udfgrelsesform af
den foreliggende opfindelse, nar den anvendes til bestemmelse af en
mimotop til en ligand, der er i stand til at binde til en receptor, nar
denne receptor er et antistof. | denne forbindelse omtales liganden
almindeligvis som epitopen til antistoffet. Fremgangsmiden ifglge den
foreliggende opfindelse udfgres fortrinsvis ved screening af en fler-
hed af syntetiserede catamerer mod et antistof, som har interesse.
Antistoffet vil ideelt vaere et monoklonalt antistof, som kan fremstilles
ved en hver af de sadvanlige fremgangsmader. Polyklonalt antiserum
fra mennesker og dyr kan anvendes, hvis en monoklonal antistofkilde
med de gnskede -egenskaber ikke stdr til radighed, dog kan analyser
af de resulterende data kompliceres, idet de observerede reaktioner
kan hidrgre fra mere end ét monoklonalt antistof. Ved anvendelse af
polyklonalt antiserum, kan det veare ngdvendigt at reducere anti-
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stoffets uensartethed ved anvendelse af metoder, der er velkendt for
fagfolk inden for omradet, f.eks. iso-elektrisk fokusering, HPLC-
baseret chromatografi eller affinitetschromatografi.

Almindelige indikationer tyder pa, at en épitop kan efterlignes
af en catamer, der almindeligvis er ca. 6 monomerer lang, nar mono-
mererne stammer fra gruppen af alpha-aminosyrer. Det m3 dog
forstd8s, at den foreliggende opfindelse ikke er begranset til sek\./en-
ser, der er dannet af seks monomerer. 6-catamerens evne til at veere
mimotop for epitopen er ikke kritisk afhangig af en hver position,
der har en sarlig monomer. Det har vist sig, at visse positioner i de
fleste mimotoper ikke er begreanset til en enkel bestemt monomer med

hensyn til binding med receptoren.

A. Syntese af en flerhed af catamerer.
Den foretrukne mide, at udgve narvearende opfindelse pd, er

som anfgrt ovenfor, at syntetisere catamererne pd en fast barer. |
denne udfgrselsform vil flerheden af catamerer alle have den gene-

relle formel:

Y-D,-D,~Lk-(fast barer),

2 1
hvor Lk betegner et linkermolekyle, der tilvejebringer en passénde
endegruppe til kondensering af monomererne til den faste berer. D1
og 02 reprasenterer angivne positioner, som er besat af monomerer,
der er udvalgt fra Kkendte monomergrupper, men som forandres
systematisk mellem catamererne. Det bgr bemzrkes, “at den gruppe af
monomerer, der anvendes til den a'ngivne D,I-position, ikke behgver
at vare den samme gruppe af monomerer, der anvendes i den
angivne D2-position. Y i den generelle formel betegner endegruppen
af catameren, og kan vare, men er ikke begranset til, f.eks. et
hydrogenatom eller en acetylgruppe. Y Kkan ogsd betegne et andet
molekyle, der er koblet til catameren til bevaring af sarlige egen-
skaber i de molekylazre omgivelser af en peptidbinding ved den
angivne aminoterminalposition.

Hvis i er antallet af elementer i gruppen af monomerer, der
forbindes i D1-positionen, og j er antallet af elementer i gruppen af
monomerer, der forbindes i D2~positionen, sa vil der blive synte-
tiseret et totalt antal forskellige catamerer p3 i-j.

I den foreliggende udfgrselsform forberedes barerstavene sa-



10

15

20

25

30

35

DK 165197 B

10

ledes, at monomererne kan kobles til dem ved kobling af et passende
linkermolekyle.

Ved kobling til D.l-positionen vil hver stav blive behandiet med
en reaktionsblanding, der kun indeholder en enkel monomer, sasom
en beskyttende aminosyre eller lignende. | denne position vil hver af
i monomererne blive koblet til j stave. Ved kobling til Dz-positionen
behandles hver stav igen med en reaktionsblanding, der kun inde-
holder en enkel monomer, s3som en beskyttende aminosyre eller
lignende. Hver af de | stave, som har en sarlig monomer i D,l-
positionen, vil fa en forskellig monomer koblet til D,-positionen. Pa
denne made vil en hver kombination af elementerne fra gruppen
(grupperne) af monomerer forekomme i de i-j stave.

Derpd kobles den gnskede endegruppe Y under anvendelse af
en passende kemi.

Efter syntese af flerheden af catamerer fjernes eventuelle
sidekaedebeskyttende grupper fra catamererne ved anvendelse af
passende metoder, og de stavkoblede catamerer vaskes.

En foretrukken udfgrelselsform for opfindelsen er at syntetisere
mere end ét sat flerheder af catamerer til hjzlp ved analysen af
data. Savel som syntetisering af catamerer med den generelle formel

Y-D -D1 -Lk-(fast barer)

2
som beskrevet ovenfor, kan der sdledes yderligere fremstilles
grupper af catamerer med den generelle formel

Y-D -Sp-D, -Lk-(fast barer)

2
hvor Sp betegner et afstandsmolekyle, der kan begranse den
relative orientering af monomererne ved de angivne positioner til en
serlig geometrisk konfiguration(er). Afstandsmolekylet kan ogsa
velovervejet udvalges til at tillade en stgrre fleksibilitet af den
relative gedmetriske konfiguration mellem monomererne i de angivne
positioner, D1 og DZ' Det skal bemerkes, at medlemmerne af
gruppen af afstandsmolekyler kan fremstilles ved kondensation af
mere end én monomer. Eksempler pa afstandsmolekyler indbefatter,
men er ikke begranset til, glycin (ca. linezr udvidelse), beta-alanin
(forgget fleksibilitet), prolin (tvungen bgjning), glycyl-prolin (udvi-
det bgjning, p& anden side kendt som modsat bgjning i proteinstruk-
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turterminologien) og o-aminobenzosyre (en planar bgjning).
Ved at analysere resultaterne fra disse grupper af catamerer
kan det foretrukne rumlige forhold mellem monomererne i mimotoperne

afledes, som det vil fremgd af de passende eksempler nedenfor.

B. Afprgvning af flerheden af catamerer.

Flerheden af catamerer, der fremstilles som i A ovenfor,
kontaktes derefter med det srlige antistof, som har interesse.
Reaktionen mellem antistoffet og hver catamer kan derefter pavises
ved en hvilken som helst af de sadvanlige metoder, f.eks. radio-
immunoanalyse (RIA). Den foretrukne fremgangsmade til pdvisning er
imidlertid anvendelse af den velkendte ELISA-analyse (engelsk:
enzyme-linked immunosorbent assay).

Ved slutningen af hver analyse kan antistofferne fjernes fra
catamererne ved f.eks. vask med en oplgsning af 8M urinstof, 0,1%
2-mercaptoethanol og 0,1% natriumdodecylsulphat, efterfulgt af
adskillige vask i phosphatpufferet saltopigsning. P& denne made kan
flerheden af catamerer anvendes til afprgvning med mange andre

antistoffer.

C. Analyse af data
Ved afprgvning af en gruppe af catamerer med antistof er det

fundet, at visse catamerer vil fremvise paviselig binding med anti-
stoffet. Disse reagerende catamerer identificerer anvendelige kombi-
nationer af elementer fra gruppen (grupperﬁe) af monomerer. Disse
kombinationer af monomerer er korte mimotoper, der ved forlengelse
kan binde til antistoffet med en stgrre affinitet eller @ndre speci-
ficiteten. Analyse af data lettes rﬁeget ved at indbefatte et antal
Kontrolpeptider i syntesen, som hjelper til bestemmelse af vasentlige
reaktioner. Yderligere analyser af dataene kan udfgres pa et antal

forskellige mdder. Disse indbefatter:

1. at hver af disse reagerende kombinationer af monomerer permu-
teres til dannelse af en liste over catamerer, som Kan omfatte
mimotoper, der binder til paratopen; hver catamer i denne liste
kan betragtes som en mulig mimotop;

2.  at kandidater fra listen over reagerende monomerkombinationer
udtages, og at der yderligere syntetiseres grupper af cata-
merer, i hvilke den kendte reagerende monomerkombination
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hoildes konstant, og yderligere monomer tilsattes systematisk
ved begge ender; i eksemplet ovenfor vil en egnet gruppe af
sddanne catamerer s8ledes omfatte catamerer med formlerne

Y-D,-A

3 2-A1-Lk-(fast baerer)

og

Y-A2-A -DS*Lk— (fast barer)

1
hvor A1 og A2 betegner den reagerende monomerkombination fra
rde tidligere resultater, og D3 betegner en ny angiven position,
hvor hver af elementerne i monomergruppen varieres systema-
tisk, og

3. at resultaterne fra forskellige grupper af en flerhed af cata-
merer kombineres, og at resultaterne analyseres for at deducere
en enkel monomersekvens eller et lille antal af s8danne sekven-
ser, som Vil binde til det antistof, der har interesse. Analyse
af disse data er mulig, idet de reagerende monomerkombina-
tioner nu er kendte, nadr de ligger wved siden af hinanden,
ligesom de reagerende monomerkombinationer, nar der er sarlige
geometriske konfigurationer mellem dem. P23 denne made kan
disse data sdledes aflases til at forudsige mimotopens struktur,
ndr den er bundet til antistoffet; denne fremgangsmide vil veare
mest fordelagtig, nar det antistof, der anvendes til afprgvning
af flerheden af catamerer, er et monoklonalt antistof.

Den procedure, der er anfgrt i 2. ovenfor, kan gentages, indtil
der ikke opnds nogen yderligere forsterkning af bindingen ved yder-
ligere forlaengelse af mimotopen. ldeelt bgr mimotopsekvensen afprg-
ves ved reguler syntese og afprgvning af udskiftningsnet for
mimotopen til opnadelse af den optimalt bindende mimotop til yderligere
forlengelse, som beskrevet i AU patentbeskrivelse nr. 25428/84.

D. Syntese af udvalgte catamerer.

De udvalgte catamerer kan syntetiseres ved anvendeise af
lignende fremgangsmader som de, der er beskrevet i A. Efter at de
udvalgte catamerer er blevet syntetiseret, bringes de til reaktion
med det antistof, som har interesse. Det er derefter simpelt at
udvalge den catamer, der bindes starkest til antistoffet. '

Binding af mimotopen med antistoffet kan yderligere forstarkes
ved at syntetisere en yderligere flerhed af catamerer, der er baseret
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pd sekvensen af den stazrkest bindende mimotop. Denne flerhed af
catamerer best3r af systematisk tilfgjelse af afstandsmolekyler (-Sp-)
i alle positioner af mimotopen, og hvor det er muligt, systematisk

erstatte hver monomer i catameren med dens optiske isomer. Af-

'pr¢vning af denne gruppe af catamerer med antistoffet vil give

uvurderlig information om den relative orientering af monomererne og
deres stereokemi, som det kraves for binding til antistoffet.

| de nedenfor anfgrte eksempler 1, 2, 3 og 4 bestemmes
mimotoperne til det antigen, mod hvilket forskellige monoklonale
antistoffer er frembragt. Den fastlagte monomergruppe er gruppen af
almindelige L-alpha-syrer, med mindre andet er angivet. Linker-
molekylet, -Lk-, er 3-amino~N1(G-aminohexyl)-propanamid, _og
endegruppen, Y-, er en acetylrest. | eksempel 5 nedenfor bestemmes
mimotopen til en antigenisk determinant af humanchorionisk gonado-
trophin, der inducerer et monoklonalt antistof. Linkermolekylet,
-Lk-, er det samme som det, der anvendes i tidligere eksempler.
Endegruppen, Y-, er enten B-alanyl-B-alanin eller B-alanin. Den
fastlagte monomergruppe udvides til at indbefatte D-optiske isomerer
af almindelige alpha-aminosyrer og adskillige uaimindelige aminosyrer.
| eksempel 6 nedenfor fastlegges mimotopen til et receptorsted pa
viruser. Linkermolekylet, -Lk-, er det samme som i tidligere eksemp-
ler. Endegruppen, Y-, er enten B-alanyl-B-alanin eller B-alanin. Den
fastlagte monomergruppe udvides, som beskrevet i eksempel 5.

Eksempel 1

Der frembringes et monoklonalt antistof mod spermhvalmyoglobin
under anvendelse af almindelige fremgangsmader. Dette monoklonale
antistof afprgves mod en catamergruppe med den generelle formel:

Y-DZ—D1-Lk-(fast baerer)

Tre par af de reagerende monomerer binder til catamererne med
nasten samme reaktion og vasentlig hgjere end andre monomerpar.
Sekvenserne er E-F, E-L og E-H..

Der syntetiseres en yderligere catamergruppe, der omfatter alle
4~catamerer, der kan fremstilles fra monomergruppen; glutaminsyre
(E), phenylalanin (F), histidin (H) og leucin (L). Fglgende cata-
merer viste sig at binde vasentlig hgjere end de resterende cata-

merer:
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L-H-E-F
L-H-F-E
F-L-H-E
F-H-L-E
H-E-F-L

Denne lille gruppe af korte mimotoper kan nu blive kandidater til
yderligere forlengelser.

Eksempel 2
Der frembringes et monoklonalt antistof mod spermhvalmyogiobin

under anvendelse af almindelige fremgangsmader. Dette monokionale

antistof afprgves mod en catamergruppe med den generelle formel:
Y-DZ-D1-Lk-(fast bzerer)

Tre par af de reagerende monomerer binder til catamererne med
nasten samme reaktion og vasentlig hgjere end andre monomerpar.
Sekvenserne er E-F, E-L og E~-H.

Der syntetiseres yderligere seks catamergrupper under anven-
delse af parrene E-F, E-L og E~H som udgangspunkter. Under
anvendelse af E-F parret som et eksempel har catamererne i hver

gruppe den generelle formel:

Y-E-F-Lk-(fast berer), eller
Y-E-Sp-F-Lk-(fast barer), -

hvor Sp er et afstandsmolekyle fra gruppen af beta-alanin, glycin og
L-prolin. Ydermere blev de L-optiske isomerer systematisk erstattet
af de D-optiske isomerer af bade glutaminsyre og phenylalanin.

De catamerer, der gav de bedste reaktioner fra hver catamer-
gruppe, var

C-glutaminsyre - L-prolin - L-phenylalanin
L-glutaminsyre - L-leucin, og
D-glutaminsyre - L-prolin - D-histidin.

Disse resultater viser, at monomererne F og H placeres bedre
ikke narliggende E; ydermere placeres E og L bedst nariiggende.
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De optiske isomerer i catamererne, der giver den bedste binding,
indicerer en struktur for en steerkt bindende mimotop, som besKrevet
nedenfor. Det skal bemzrkes, at sperhvalmyoglobinmolekylet har et
omride, som svarer til den forudsagte mimotop. Tydeligvis bliver
denne forudsagte mimotop en kandidat til yderligere forlaengeise.

Strukturen nedenfor er en to-dimensionel gengivelse af det
rumlige forhold mellem aminosyrerne, F, E, L og H, nar de er
bundet til et monoklonalt antistof mod spermhvalmyoglobin'(se
eksempel 2). Det skal bemarkes, at dette kun er en illustration, som
ikke m3 blive fortolket pd den made, at den illustrerede catamer er
plan. Ydermere skal de bindinger, der forener F og E samt L og H,
forstds som reprasenterende en afstand, der er stgrre end en

peptidbinding.

(E-Lj

H

N&r denne struktur sammenlignes med rgntgenkrystallografi-
strukturen af myoglobin, er det is@r af vasentlig interessse at be-
merke, at sekvensen -F-L-E-L- findes i positionerne 135 til 138, og
at der er to histidinenheder (i position 81 og 82) i umiddelbar
narhed af glutaminsyren i position 136. Dette giver en betragtelig
tiltro til den foresl8ede struktur af epitopen af det monoklonale

antistof.

Eksempel 3
En mimotop til et monoklonalt antiserum, der var frembragt mod

mund- og Klovsygevirus, blev defineret til sekvensen W-Q-M-G-H-S.
Der blev syntetiseret en serie catamerer, hvori en beta-alaninenhed
systematisk indfgrtes mellem monomererne. Sekvensen w-Q-M-B-G-H-S
gav en reaktion, der er vasentlig stgrre end basissekvensen, hvor B
reprasenterer beta-alanin. Det har yderligere vist sig, at der opnés
fremragende binding til antistoffet med sekvenserne:

W-Q-M-B-B-H-S
W-Q-M-B-B-B-H-S

hvilket indicerer, at glycin i udgangsmimotopen er et afstandsmole-
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kyle mellem to reagerende elementer, W-Q-M og H-S. Det fremgar
sdledes tydeligt, at mimotopen er fremstillet af to dele. Ydermere er
foreningen af disse dele ikke kritisk for, om mimotopen er i stand til
at reagere staerkt med antistoffet.

Der syntetiseres en vyderligere catamergruppe, hvori den
D-optiske isomer systematisk erstatter den L-optiske isomermonomer i
udgangsmimotopen. Resultaterne fra afprgvning med antistoffet viser,
at ved steerkest binding bgr monomererne i hver element have samme
optiske isomer, og at der er en praference for, at monomererne i
W-Q-M-elementet er de D-optiske isomerer, hvorimod monomererne i
elementet H-S bgr vare L-optiske isomerer. Disse resultater kan for-
klares til at betyde, at epitopen til antistoffet er fremstillet af to
nerliggende anti-parallelle kader, hvori kaderetningen er M-Q-W og
i den anden kade er H-S. Denne forudsigelse fgrer til det forslag,
at en anden mimotop til det monoklonale antistof vil vare:

G-H-S-B-G-W-Q-M

Denne syntetiseres og viser sig at reagere med sammenlignelig
binding til antistoffet som den sterkt bindende catamer:

W-Q-M-B-G-H-S.

Den m3de, hvorpd de to elementer W-Q-M og H-S er forenet, er
sdledes irrelevant for evnen til at kombinere med antistoffet s3
lenge, at deres relative positioner forbliver den samme. Den bedste
mimotop som en potentiel immunogen vil vare en, hvori disse ele-
menter er forenet fra begge sider for at minimere tilpasningsmobi-
liteten.

Eksempel 4
Et monokionalt antistof (S093-7), der er frembragt mod mund-

og klovsygevirus, afprgves med catamerer med den generelle formel:

Y-D,-D

> 1-Lk-(fast barer)

Det viser sig, at dipeptid Q-F reagerer vasentlig starkere med det
monokionale antistof end med nogen andre dipeptider.
Der syntetiseres yderligere catamergrupper med de generelle
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formler:

Y-Q-F-D3-Lk-(fast baerer)

og
Y-DS-Q-F- Lk=-(fast barer)

ndr disse catamergrupper omsattes med antiserum viser det sig, at
fglgende catamerer r‘eagerér vasentlig bedre med det monokionale

antistof end nogle af de andre:

H-Q-F
N-Q-F
G-Q-F
Q-F-Q
Q-F-G

Denne lille gruppe af korte mimotoper kan nu blive kandidater til

yderligere udvidelser.

Eksempel 5
Der frembringes et monoklonalt antistof (5218-4) mod human-

chorionisk gonadotrophin under anvendelse af almindelige fremgangs-
mider. Dette blev afprgvet med catamerer med den gerelle formel:

Y -D2-D1 -Lk-(fast bzerer)

1
hvor Y1- betegner B-alanyl-B-alanin. Det viser sig, at dipeptidet i
de angivne positioner, som binder starkest til det monoklonale anti-
stof, er F-A. ] )

Der syntetiseres yderligere catamergrupper med de generelle

formler:

Y2-D3-Sp-F-A-Lk-(fast barer)
og
~-Lk-(fast barer)

Y,-F-A-Sp-D

1 3

hvor Sp betegner et afstandsmolekyle, som er et element fra gruppen
[ingen, B-alanin], og Y2- betegner endegruppen, p-alanyl. Den
monomergruppe, der anvendes i den angivne position D3, udvides til



10

15

20

25

30

35

DK 165197 B

18

at indbefatte ba3de L- og D-optiske isomerer af de almindelige
alpha-aminosyrer og de usadvanlige aminosyrer, a-aminosmgrsyre,
y-aminosmgrsyre, L-norcieucin, sarcosin, ornithin, L-norvalin,
L-homophenylalanin, B-alanin. N3r disse catamergrupper omsattes
med det monoklonale antistof, viser det sig, at de catamerer, der

reagerer starkest, er:

YouPp

~-F-A
og
Y2-AD-F-A
hvor PD og AD betegner de D-optiske isomerer af prolin henholdsvis
alanin.

Der syntetiseres yderligere catamergrupper med de generelle

formier:
Y2-D4-Sp-PD-F-A—Lk-(fast barer)
Y1-PD-F-A-Sp-D4-Lk-(fast barer)
Y2-D4-Sp-AD-F-A~Lk—(fast bzrer)
og
Y1-AD-F-A-Sp-D4-Lk-(fast barer)

hvor den udvidede monomergruppe anvendes i den angivne position
D 4 Nar disse catamergrupper omsattes med det monokionale antistof,

viser det sig, at den catamer, der reagerer sterkest, er:

Y-Pp-F-A-D

1 D

hvor DD betegher den D-optiske isomer af asparaginsyre.
Der syntetiseres yderligere catamergrupper med de generelle
formier:

Y ,-Dr-Sp-P

>"Dg -F-A-DD-Lk-(fast barer)

D
og

Y,~Pp~F-A-D-Sp-D ~-Lk-(fast barer)

1D 5

hvor den udvidede monomergruppe anvendes i den angivne position
DS‘ N&r disse catamergrupper omsattes med det monoklonale antistof,
viser det sig, at den catamer, der reagerer starkest med antistoffet,
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er:

Y,-Rp-B-P-F-A-D

2" Rp D
hvor B betegner B-alanin og er blevet indbefattet i syntesen af
catameren som et afstandsmolekyle.

Forudbehandling af det monoklonale antistof med humanchorio-
nisk gonadotrophin fjerner fuldstendigt antistoffets evne til at
reagere med catameren B-RD-B-—PD-F-A-DD, hvilket sdledes illu-
strerer mimotopens specificitet.

Eksempel 6
Dette eksempel illustrerer anvendelse af opfindelsen til pa-

visning af en mimotop til en receptor, der ikke er et antigen, imod
hvilket et antistof er blevet frembragt. | dette eksempel p&vises
mimotoper i en receptor, til hvilken en virion binder. | dette tilfeelde
er afprévningssystemet til p8visning af binding til catamererne blevet
modificeret. | dette eksempel fir de syntetiserede catamerer lov til at
reagere med influenzaviruspartikler (stamme A-Shearwater/1/72).
Efter reaktion vaskes catamererne for at fjerne ubundne viruspar-
tikler. Tilstedevaerelsen af bundne viruspartikler pdvises ved at
omsatte med et polyklonalt antistof (S227-1), der er blevet frembragt
mod haemaglutinin fra influenzavirus A/Shearwater/1/72. De anti-
stoffer, der har reageret med den bundne virus, pavises p8 almin-
delig m3de ved hjzlp af ELISA.

Der syntetiseres en catamergruppe med den generelle formel:

Y -DZ-D1 -Lk-(fast barer)

1
hvor endegruppen Y1- er B-alanyl-g-alanin. Den monomergruppe, der
anvendes i de angivne positioner D1 ogd D2, bestdr af D- og L-
optiske isomerer af almindelige alpha-aminosyrer. Nar catamererne
omsaettes med en suspension af influenzavirionerstamme A/Shearwater/
1/72, binder partikler til dipeptiderne ved de anfgrte positioner:

AD-K

ID-K
N--lD
og
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hvor suffikset "D" betegner den D-optiske isomer af den anfgrte
aminosyre. Efter fjernelse af den bunc!ne virus fra catamererne,
omsettes catamererne med polyklonalt antistof $227-1 | samme koncen-
tration som den, der anvendes til at pavise virus, for at sikre at de
toppe, der findes, skyldes binding af virus snarere end binding af
polyklonalt antistof. ’ ‘ _

Der syntetiseres yderligere catamergrupper med den generelle
formel:

Y,~D,-Sp-A
Y

D-K-Lk—(fast barer)
1-AD-K~Sp-D3-Lk-(fast beerer)

hvor Y1- betegner B-alaninendegruppen og Sp betegner en bestand-
del fra gruppen af afstandsmolekyler, [ingen,B-alanin]. Den mono-
mergruppe, der anvendes til at angive position D3, er den udvidede
gruppe, der er beskrevet i eksempel 5. Nar disse catamergrupper
omszttes med influenzavirus stamme A/Shearwater/1/72 binder
virionerne starkest til catameren:

Y,I-AD--K--KD
Dette eksempel viser, at opfindelsen kan anvendes til bestem-
melse af mimotoper p3 receptormolekyler og ligander i almindelighed.
Udfgrelse af fremgangsmaden begranses kun ved evnen til at pavise
tilstedevarelse af binding til catamergruppen.
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Patentkrayv

1.

Fremgangsmdde til p8visning eller bestemmeise af den

monomersekvens, som er topografisk ekvivalent med den ligand, der

er komplementzer til en sariig receptor, som er af interesse, K e n -

2.

‘detegnet ved,

1. at der syntetiseret en flerhed af catamerer, hvor

hver catamer har den generelie formel:

DDy

hvor D1 betegner en designeret monomer, der ud-
vaelges fra en fgrste monomergruppe og D2 betegner
en designeret monomer, der udvealges fra en anden
monomergruppe, som kan veaere den samme som eller
forskellig fra den fgrste monomergruppe, hvilken
flerhed af catamerer omfatter catamerer, hvori hver
designeret monomer systematisk varieres til at inde-
holde enheder fra en respektiv gruppe af monomerer,

2. at hver catamer kontaktes med receptoren, som er af
interesse, og

3. at forekomst eller fraver af binding mellem hver
catamer og denne receptor pdvises eller bestemmes.

Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved,

at den yderligere omfatter:

a.

3.

at der syntetiseres en vyderligere flerhed af catamerer,

hvor hver catamer har den generelle formel:

D3-D2-D1, eller

DZ—D1—D3
hvor D1 og D2 betegner det samme, som anfgrt ovenfor i
krav 1, og D3 betegner en designeret monomer, som
udvelges fra en tredie monomergruppe, der kan vere den
samme som eller forskellig fra enten den fgrste eller den
anden monomergruppe, og
at trin 2 og 3, som defineret i krav 1, udfgres pa denne
yderligere flerhed af catamerer.
Fremgangsmade ifglge krav 2, kendetegnet ved,

at trin a. og b. gentages med systematisk addition af yderligere



10

15

20

25

30

35

DK 165197 B

22

monomerer til catamererne.
4. Fremgangsmade ifgige et hvilket som helst af kravene 1-3,
kendetegnet ved, at den yderligere omfatter: '
a. at der syntetiseres en flerhed af yderligere catamerer,
hvor hver vyderligere catamer har den generelle formei:

D,~5p-D

2 1

hvor D‘l og D2 betegner det samme, som defineret i krav
1, og Sp betegner et afstandsmolekyle, der kan zndre den
relative orientering af monomererne D.] og D2, og

b. at trin 2 og 3, som defineret i krav 1, udfgres pa denne

flerhed af yderligere catamerer.

5. Fremgangsmade ifgige krav 2 eller 3, ken d eteg -
net ved, at trin a. og b. gentages med systematisk indfgring af
et afstandsmolekyle, Sp, som defineret i krav 4, i alle mulige
positioner af de yderligere flerheder af catamerer, som defineret i
krav 2 eller 3. '

6. Fremgangsméade ifgige et hvilket som helst af kravene 1-5,
Kendetegnet ved, at den yderligere omfatter systematisk
erstatning af monomererne i enhver af de catamerer, der er refereret
til ovenfor, med deres optiske isomerer, enten individuelt eller i
monomerkombinationer, og at trin 2 og 3, som defineret i krav 1,
igen udfgres.

7. Fremgangsmiade ifglge et hvilket som helst af kravene 1-6,
kKkendetegnet ved, at den yderligere omfatter systematisk
erstatning af monomererne i enhver af de catamerer, der binder med
den receptor, som har interesse, enten individuelt eller i monomer-
kombinationer med andre monomerer, der udvalges fra den (de)
respektive gruppe (grupper) af monomerer, og at trin 2 og 3, som
defineret i krav 1, igen udfgres.

8. Fremgangsmade ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at hver flerhed af catamerer syntetiseres p3 en fast barer og har
den generelle formel:

Y-D -D.I-Lk-(fast barer)

2

hvor D1 og D2 betegner det samme, som defineret i krav 1, Lk be-
tegner et linkermolekyle, og Y betegner catamerens endegruppe.
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9. Fremgangsmade ifglge krav 4, kendetegnet ved,
at hver flerhed af yderligere catamerer syntetiseres pd en fast barer
og har den generelle formel:

Y-D2—Sp-D -Lk=-(fast baerer)

1
hvor D1 og D2 betegner det samme som defineret i krav 1, Sp be-
tegner det samme som defineret i krav 4, og Lk og Y betegner det

samme som defineret i krav 8.
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