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Mimetické peptidy k epitopu apolipoproteinu B-110, jejich

konkatemer a modifikované peptidy, a vakcinadni p#ipravek,

ktery je obsahuje

Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyk&d vakcinaéniho p¥ipravku k
lé&eni obezity. Zejména se ptedkladany vynalez tykéa
vakcina¢niho pfipravku, ktery obsahuje mimeticky peptidovy
epitop apolipoproteinu B-110, jeho  konkatemery a jeho

modifikované peptidy.

Dosavadni stav techniky

Lipid krevniho séra se sklddd z cholesterolu, triglyceridt
(TG), volnych mastnych kyselin, fosfolipidd a dal3ich a exis-
tuje v krevnim ob&hu ve formé& lipoproteinu, ktery je komplexem

lipidu a apolipoproteinu.

Z téchto lipoproteinti, lipoprotein s nizkou hustotou

(LDL, ,low density lipoprotein™) je vyznamny nosi¢ pro TG a
cholesterol. Pocet pacientt trpicich arteriosklerdzou,
onemocnénim korondrnich cév nebo infarktem myokardu, kdy

pri¢inou je zvySend hladina cholesterolu v krvi, se znadné

zvy8il diky zméné& stravovacich zvyklosti a jinym faktorum.

Proto byly uskute&nény rGzné vyzkumy, které by ukdzaly
moznosti sniZeni hladiny LDL-cholesterolu a prokazaly p¥ficiny
vy3e zminénych nemoci, aby bylo moZné pacienty trpici takovymi

nemocemi léd&it.
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LDL-cholesterol, vyznamny etiologicky faktor onemocnéni
dospélych souvisejicich s metabolizmem lipidd, miZe Dbyt
makrofdgy konvertovdn na formu lipoproteinu s vysokou hustotou
(HDL, ,high density lipoprotein“). Kromé& toho LDL-cholesterol
miZe byt také konvertovdn jiné latky nebo mlZe byt konvertovan
na formu Zlucéové kyseliny v jatrech (Brown, M.S. a Goldstein,

J.L., 1983, Annu. Rev. Biochem., 52:223-261).

Apolipoprotein B-100 je vyznamnd proteinovd sloZka LDL a
vyskytuje se také v lipoproteinu s velmi nizkou hustotou
(VLDL, ,very low density lipoprotein“™) a v chylomikronu. LDL-
cholesterol v krvi miZe byt odstranén pomoci fagocytédzy
makrofdgy v ptripadé, Ze Jje protildtka v krevnim obéhu
indukovana rozpozndnim apolipoproteinu B-100, jelikoz
apolipoprotein B-100 vede k tomu, Ze se LDL cCé&stice navaZi na
LDL-receptory exponované na povrchu bunky (Dalum I., et al.,
1997, Mol. Immunol., 34(16-17): 1113-20).

V ptfipadé, Ze se makromolekula jako protildtka navaZe na
apolipoprotein B-100, ktery se vyskytuje na povrchu LDL,
lipadza, Jjako je napf¥. lipoproteinlipéza, nemtZe hydrolyzovat
TG a pod. kvali  stérické zadbrané zpusobené vazbou
makromolekuly na apolipoprotein B-100. V disledku toho miZe
byt tvorba mastnych kyselin, vyznamny faktor obezity,
inhibovand prostfednictvim protildtky, kterd se miZe vazat na

apolipoprotein 8-100.

V soucasné dobé& probihd *fada vyzkumld tykajicich se
sniZovani hladiny LDL-cholesterolu a moZnosti  zabranéni
propuknuti arteriosklerézy pomoci vakciny na rtznych zvifecich
modelech jako je myS a krdlik. Napfiklad C.R. Alving ukéazal,
Ze cholesterol se mlZe modifikovat metabolity nebo jeho
oxidaci, a Ze modifikovany cholesterol miZe byt v nékterych

pfipadech silnou antigenni determinantou (Alving, C.R., et




al., 1989, Biochem. Soc. Trans., 17(4): 637-9; Alving, C.R.,
et al., 1996, J. Lab. Clin. Med., 127: 40-49; Alving, C.R., et
al., 1996, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 210: 181-6).

Krom& toho se uvadi, Ze se v krevnim séru vyskytuje
endogenni protildtka k cholesterolu (Wu, J.T., L.L., 1997,
Clin. Lab. Med., 17(3): 595-604, Review). Také se uvadi, e v
experimentu, kde se u krdlika indukovala arteriosklerédza a
hypercholesterolémie krmenim stravou obsahujici cholesterol,
vyskyt hypercholesterolémie a arteriosklerdézy u krélika
imunizovaného injikovénim lipozdémi obsahujicich cholesterol je
potlad¢en nebo vyznamné sniZen ve  srovnani s kontrolni

skupinou.

Takovd protilatka, kterd je indukovand cholesterolovou
vakcinou je imunoglobulin M (IgM), ktery se vadZe na VLDL, na
lipoprotein se stfredni hustotou (IDL, ,intermediate density
lipoprotein™) a na LDL. Vzhledem k tomu, co bylo jiZ zminéno
vy3e, se predpokldda, Ze vakcina k 1léceni nebo prevenci
hyperlipoidémie nebo arteriosklerdzy, zplsobené vysokou
hladinou cholesteroluy, bude moZnéa (Bailey, J.M., 1994,
Science, 264: 1067-1068; Palinksi, W. et al., 1995, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A., 92(3): 821-5; Wu, k. et al., 1999,
Hypertension, 33(l): 53-9).

Pivodci predkléddaného vyndlezu =zjistili, Ze obezité je
mozZzno  U&inné pfedchézet pomoci mimetického  peptidového
epitopu apolipoproteinu B-100 a na zakladé vy3e uvedenych
skutecnosti vyvinuli vakcinacni p¥ipravek vhodny k léceni

obezity.




Podstata vyndlezu

Predmétem predkléddaného vyndlezu Jje mimeticky peptid k
epitopu apolipoproteinu B-100, jeho  konkatemer a také

modifikované formy tohoto peptidu.

Dal3im predmétem vyndlezu je zpusob pfipravy mimetického
peptidu k epitopu apolipoproteinu B-100, jeho konkatemeru a
jeho modifikovanych peptida.

Jed8té dalSim predmétem vyndlezu vakcinadni pFipravek
vhodny k 1léZeni nebo prevenci obezity, ktery obsahuje vySe
uvedeny mimeticky peptid k epitopu apolipoproteinu B-100, jeho

konkatemer nebo jeho modifikované peptidy.

Cile predkladdaného vyndlezu bylo dosaZeno tim, Ze byl
pfipraven mimeticky peptid k epitopu apolipoproteinu B-100,

jeho konkatemer a jeho modifikované peptidy.

Ve vynalezu byl pro screening epitopu humé&nniho
apolipoproteinu B-100 va&zaného na monoklondlni protilatku
(MabB23) pouzit systém fagovych peptidovych knihoven. Peptidy
podrobené screeningu byly mimetické peptidy  strukturné
podobné antigenni determinantég, kterd je rozpozndvéna
protildtkou, a tyto mimetické peptidy byly syntetizovany na

zdkladé aminokyselinové sekvence screenovaného peptidu.

Systém peptidové knihovny je metoda vhodnd k vyhledavani
trojrozmérné formy antigenni determinanty. P¥i této metodé
jsou DNA fragmenty, které kéduji ndhodné sekvencované peptidy,
vlioZeny do DNA kédujici maly obalovy protein fé&ga a potom se
tyto DNA vloZi do <&teciho rédmce (RF) DNA a transformuji se do
E. coli, aby se mohly exprimovat. Peptidy exprimované na

povrchu E. coli reaguji s antigenem, a je tak moZné provadét




screening peptida strukturné podobnych antigenni

determinanté.

S cilem pripravit antisérum byly imunizovadny my3i podanim
vySe popsanych mimetickych  peptidd. Potvrdilo se, zZe
antisérum takto ziskané rozpoznava soucasné ptGvodni
apolipoprotein B-100, mimetické peptidy a LDL (Identification
of Antigenic Determinants for the Murine Monoclonal Antibodies
Against Apolipoprotein A-1 a Apolipoprotein B-100 by using
Phage-displayed Random Peptide Library, Chi-Hoon Kim, Hanyang
Univ., 1997).

Mimeticky peptid k epitopu apolipoproteinu B-100 podle
pfedkladaného vynédlezu mtZe byt vybrdn =z peptidd majicich
sekvence uvedené v seznamu sekvenci jako SEKVENCE 1ID. C. 1,

SEKVENCE ID. C. 2, SEKVENCE ID. C. 3 nebo jejich smé&si.

Mimetické peptidy podle predkladaného vyndlezu se mohou
pouzit ve formé konkatemeru, aby se zlepSila jejich antigenni
determinanta. V dalsim provedeni pfedkladdaného vynalezu se
mohou dva nebo vice mimetickych peptidd navzajem spojit.
Vyhodny Jje konkatemer sloZeny ze tfech (3) aZ patnécti (15)
peptidl. Vyhodnéjsi konkatemer podle vyndlezu vyndlezu
obsahuje ¢&ty¥i (4) peptidy majici sekvenci uvedenou jako

SEKVENCE ID. C&. 1.

Termin ~konkatemer" mimetického peptidu podle
pfedkléddaného vyndlezu oznaCuje polymer, kde Jjsou konce

mimetickych peptidd navzadjem spojené.

Termin ,modifikovany peptid“ mimetického peptidu podle
predkladdaného vynédlezu zahrnuje varianty mimetickych peptidq,
které jsou rozpozndvény  monoklon&dlni protildtkou nebo
polyklon&dlni protildtkou proti apolipoprotein B-100. Varianty

obsahuji substituce, delece, adice a chemické substituce jedné




nebo vice aminokyselin z mimetického peptidu podle

predkléddaného vynélezu.

Dalsim pfedmétem p¥edkladaného vyndlezu Jje zpusob
pfipravy mimetického peptidu, jeho konkatemeru a jeho
modifikovanych peptidl, ktery =zahrnuje: 1) krok, kdy se vlozZi
DNA kéduijici mimeticky peptid, jeho konkatemer a jeho modifi-
kované peptidy do vektoru, ii) krok, kdy se vektorem
transformuji hostitelské Dbuiiky a potom se inkubuji, a
iii) krok, kdy se mimeticky peptid, Jjeho konkatemer a jeho

modifikované peptidy izoluji z hostitelskych bunék.

Vakcinac&ni pfipravek podle predklddaného vynadlezu miZe
byt formulovan jakymkoliv konvencnim zplsobem uzitim
mimetického peptiduy, jeho konkatemeru nebo jeho
modifikovanych peptidd podle vyndlezu. Podle vyndlezu jsou
vyhodné takové pfipravky, kde je aktivni sloZka, rozpusténa
v nebo smichand s imunologickym adjuvans, léc&ivem zesilujicim
imunitu, nosicen, excipientem a fedidlem, které jsou
formulovany do 1lékové formy vybrané ze skupiny obsahujici
tabletu, pilulku, granule, préasek, oplatku, suspenzi, emulzi,
kapalny ptipravek, sirup, aerosol, mékkou nebo tvrdou
Zelatinovou tobolku, sterilni tekutinu vhodnou po injekce,

sterilni préasek atd.

Imunologické adjuvans, které Jje vhodné pro pouZiti
v pripravku podle p¥edklddaného vyndlezu, je nap¥. urdity druh
proteint obsahujicich epitop T lymfocytu (napfiklad povrchovy
protein viru hepatitidy B), inertni nosi¢ 3jako Jjsou soli
hliniku, bentonit, latex, akrylatové Castice a pod. ;
hydrofébni antigen (nap¥. 1lipid), emulze voda-olej nebo olej-
voda, sloZka vhodnd pro formulaci depotniho p¥ipravku (napk.
polysacharid), aktivator T lymfocytd jako je PPD, polyadenin,
polyuracil a pod.; aktivdtor B lymfocytd (napf. mitogen B
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lymfocytl), surfaktant jako je saponin, lyzolecitin, retinal,
~quil A%, lipozém a dalsi, 1l&tka na =zesileni aktivity
makrofagli; a aktivatory komplementu alternativni biochemické
drédhy jako je inulin, zymozan, endotozin, lebamisol, C. parvum
a dalsi.

Termin ,nosi& proteinu" podle predklddaného vynélezu
znamené& farmaceuticky p¥ijatelnou 1latku, jako je protein nebo
sl hliniku, které mohou transportovat mimeticky peptid, jeho
konkatemer a Jjeho modifikované peptidy podle p¥edkladdaného

vyndlezu v krevnim obé&hu.

Soli hliniku, fenoxyetyletanol, voda, fyziologicky roztok,
laktéza, dextrdza, sachardza, sorbitol, manitol, k¥emiditan
védpenaty, celuléza, methylceluléza, amorfni celulédza,
polyvinylpyrolidon, methylhydroxybenzoat, propylhydroxy-
benzodt, mastek, stearan horecnaty a minerdlni oleje se mohou
pouzit Jjako vhodné nosice, excipienty nebo rozpoustédla

v pripravcich podle predklddaného vyndlezu.

Kromé& toho pfripravek podle predkléddaného vyndlezu maZe
navic obsahovat plnidla, protispékavd <¢&inidla, 1lubrikanty,
zvlh&ovace, parfémujici pfisady, emulgdtor a antisepticka
¢inidla.

Pripravek podle pfedklddaného vyndlezu miZe byt formulovéan
obvyklymi zplsoby, které jsou odbornikim zndmy, pro indukci
imunitni reakce u savce prostfednictvim jednoho nebo vice
oCkovéani.

Vakcinaéni pfipravek podle pfedklddaného vyndlezu k léceni
obezity miZe byt poddvdn rlznymi zpusoby, nap¥f. peroralné,
topicky na kazi, intradermélnég, intravendzné nebo
intramuskulédrné, ptric¢emZ vyhodné Jje intradermdlni zplsob

podavani.




U&inn& davka vakcina&niho p¥ipravku podle pfedkléadaného
vynadlezu je 0,1 aZ 10 pg (aktivniho peptidu) na kilogram
télesné hmotnosti, vyhodné 0,5 aZz 1,0 pg na 1 kg. Av3ak
konkrétni dévka G¢&inné sloZky vakcinadniho pfipravku se uréi v
zavislosti na vice faktorech., jako je stav imunity, zplsob
podani, stav pacienta, vé&k, pohlavi, té&lesnd hmotnost a pod..
Proto zde wuvedeny . pfiklad davky nijak neomezuje rozsah

pfedkléddaného vynélezu.

Primarnim farmaceutickym U&inkem vakcina&niho p#ipravku
podle pfedkladdaného vyndlezu Jje prevence a lélba obezity
prost¥fednictvim mechanizmu, kdy se hum&nni protilatka
indukovand mimetickym peptidem, jeho konkatemerem a jeho
modifikovanymi peptidy, vaZe k epitopu apolipoproteinu B-100
na povrchu LDL, a tim stéricky zabranuje a tak inhibuje
Cinnost lipézy, a tudiZ bréni tvorbé mastnych kyselin, coZ je

vyznamny etiologicky faktor obezity.

Navic m& vakcinaéni  ptfipravek podle p¥edkladaného
vynalezu také ucinek na potlaceni hyperlipidémie
prostfednictvim mechanizmu, kde je LDL detekovdn a odstranén
makrofdgem, a sice prostfednictvim opsonizace, zplisobené
humanni protilédtkou indukovanou mimetickym peptidem, jeho
konkatemerem a jeho modifikovanymi peptidy, navézanou na

epitop apolipoproteinu B-100 na povrchu LDL.

DalSim farmaceutickym uc¢inkem pfipravku podle
predkléddaného vynalezu je prevence a lécba obezity tim, Ze se
inhibuje akumulace 1lipidd, jako je cholesterol, nebo volnych
mastnych kyselin v bufice prostfednictvim mechanizmu, kdy se
huménni protildtka indukovand mimetickym peptidem, jeho
konkatemerem a jeho modifikovanymi peptidy podle vynalezu,

vdZe k epitopu apolipoproteinu B-100 na povrchu LDL a tim




brani tomu, aby se LDL specificky v&zal na LDL receptor

exponovany na buné&ném povrchu.

Popis obréazku

Pfedmét vyndlezu vySe popsany a dal3i vyhody vynélezu
budou dale podrobnéji vysvétleny pomoci podrobného popisu
pfikladd vyhodnych provedeni vyndlezu s odkazem na p¥ipojené

vykresy, kde jsou nédsledujici obrazky:

Obrazky la az 1ld predstavuji strukturu a sloZeni vektoru
pro expresi mimetického peptidu podle predklddaného vynédlezu.
Obr. la pfedstavuje strukturu vedouci kazety, obr. 1b
pfedstavuje strukturu LB kazety, obr. lc pfedstavuje strukturu
BL kazety a obr. 1ld predstavuje strukturu expresniho vektoru

pBX4.

Obrazek 2 predstavuje zplsoby p¥ipravy vektord pBX1l a pBX4

pro expresi mimetického peptidu podle pfedklddaného vyndlezu.

Obrazek 3 pfedstavuje vysledek elektroforézy na

polyakrylamidovém gelu (PAGE) pro identifikaci LB kazety.

Obrazek 4 predstavuje vysledek PAGE pro identifikaci BL
kazety vloZené do plazmidu pBlue-BL.

Obréazek 5 pfredstavuje vysledek PAGE pro potvrzeni sméru a

poltu kopii DNA vloZenych do plazmidu pBXl a pBX3.

Obrdzek 6 predstavuje vysledek ,western blottingu“ pro

identifikaci exprimovaného peptidu PBl,.

Obréazek 7 predstavuje vysledek SDS PAGE (s dodecylsulfatem

sodnym) pro potvrzeni purifikovaného peptidu PBl,.
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Obrazek 8 predstavuje vysledek ,western blottingu“ pro
potvrzeni reaktivity purifikovaného peptidu PBl; proti séru

anti-—PB14 .

Obrazek 9 predstavuje vysledek ELISA testu pro mé&feni
avidity mySi protildtky indukované peptidem PBl,.

Obréazek 10 je graf, ktery ilustruje supresivni Gc¢inek PBl,
na zvy3ovani télesné hmotnosti mySi.

Obrézky 1lla a 1llb jsou grafy ilustrujici zmé&nu té&lesné
hmotnosti my3i v zavislosti na podavani PBl, vakciny podle
pfedkladaného vyndlezu po 20 tydnech od aplikace injekce

1éciva, které vede k destrukci hypotalamu.

Obrézek 12 je graf, ktery predstavuje ulinek injekce PBl,

vakciny na koncentraci lipidd v krevnim séru.

Priklady provedeni vynalezu

Nésledné bude predkladany vyndlez popsdn podrobné&ji pomoci
prikladt. Pfiklady jsou urceny jen pro ilustraci a vysvétleni

a nijak neomezuji rozsah predkladaného vyndlezu.

Pfiklad 1
Syntéza a nasednuti (,annealing"“) oligonukleotida

Oligonukleotidy byly chemicky syntetizovany firmou Genemed
Synthesis, Inc. (San Francisco, CA, USA) podle sekvence

pozZadované puvodcem vynélezu. Pro fosforylaci 5"-konce
oligonukleotidl se 50 pl roztoku oligonukleotidu o koncentraci

100 pmol/pl inkubovalo s 10 ul 10mM ATP, 3 ul 10U/pl T4
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polynukleotidkindzy (Takara, Otsu, Japan) a 7 pl 10X kindzového
pufru po dobu 2 hodin p¥i 37 °C.

10pl alikvoty kazZdého =z vySe uvedenych fosforylovanych
oligonukleotidld byly spole&né smichdny, zahfaty na 80 °C na 5
minut a potom se velmi pomalu ochladil na teplotu mistnosti, ,

¢imz doslo ke specifickému sparovani komplementarnich

P¥iklad 2
Ligace

Liga¢ni smés byla pfipravena smichdnim pl vektorové DNA,
5 pl DNA inzertu, 1 pl T4 DNA ligdzy (NEB, Beverly, MA, USA),
1 pul 10X enzymového reakéniho pufru (NEB, Beverly, MA, USA) a
2 ul destilované vody, a potom se inkubovala p¥i 16°C ptfes

noc.

Priklad 3

Konstrukce expresniho vektoru pBX pro expresi mimetického

peptidu apolipoproteinu B-100

Krok 1. Navrh vektoru

Plazmidovy vektor pro expresi mimetického peptidu obecné
obsahuje vedouci kazetu a jeden nebo vice genld peptidu PBl.
Jak je uvedeno na obr. 1, plazmid pBXl, ktery obsahuje Jjeden
PB1 gen, byl pfipraven klonovénim vedouci kazety (obr. la) do
viceetného klonovaciho mista plazmidu pQE30 (Qiagen, Hilden,
Germany). Vysledny plazmid byl naStépen restriktézami HindIII

a Sall a maly fragment byl nahrazen LB kazetou (obr. 1lb) za
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vzniku plazmidu pBX1l, ktery je snadné vloZeni vétSiho poctu

BL kazet (obr. 1lc).

Mezitim byl plazmid pBluescript II SK+ nastépen Sall a
XhoIl a ligovdn s BL kazetami, pfic¢emZ doS$lo k nadhodnému
vyskytu Jednotlivych 1 vicenédsobnych inzerci BL kazety.
OCcekavané repetice (opakovani) genl PBl1 peptidu v plazmidu
pBlue-BL byly selektovény, vyStépeny a subklonovidny do pBX1
(obr. 1d).

Krok 2. Priprava vektoru pro expresi monopeptidu PBl

Vedouci kazeta byl pfipravena komplementdrnim spojenim
oligonukleotidd sekvenci SEKVENCE ID. C. 10 a SEKVENCE 1ID.
C. 11, které byly syntetizovany jak bylo uvedeno v prikladech
1l a 2. Potom se vektor pQE30 (Qiagen, Hilden, Germany), ktery
byl na3tépen Sall a BamHI, ligoval s vedouci kazetou s cilem
pfipravit pQE-vedouci plazmid. V disledku exprese ve vektoru
pPQE30 bylo na N-konec exprimovaného proteinu dodatecné
pfipojeno Sest  histidinovych zbytkl, aby byla usnadnéna
purifikace proteinu. Vedouci kazeta byla konstruovédna tak, aby
obsahovala rozpoznavaci misto (DDDDKI; SEKVENCE ID. C. 12) pro

enterokindzu, aby se dodatecné aminokyseliny zredukovaly na
minimum.

Podle postupu v pfikladu 1 byly syntetizovany ¢&tyfi
oligonukleotidy, JjejichZ sekvence Jjsou Vv seznamu sekvenci
uvedeny jako SEKVENCE ID. C. 4 aZ 7, pak byly fosforylovény a
nakonec spojeny s odpovidajicimi komplementarnimi
oligonukleotidy, aby vznikla LB kazeta z obr. 1lb (SEKVENCE ID.
C. 13 a 14). Pro p¥ipravu liga&ni smé&si bylo smichédno 40 pl
spojenych oligonukleotidd s 3 pl 1U/ul T4 1ligdzy, 5 pl 10X

enzymového pufru a 2 pl destilované vody. Potom se ligacdni smés
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inkubovala p¥es noc, aby do8lo ke vzajemnému spojeni

oligonukleotidu.

Po ukonleni reakce se reakéni sm&s nanesla na 20%
polyakrylamidovy gel a nechala se probé&hnout elektroforéza.
LB kazeta (oligonukleotidy o velikosti 52 part béazi (bp)) (viz
obr. 3) byla identifikovédna obarvenim gelu etidiumbromidem

(EtBr).

Na obr. 3 drdha M je standard (marker) 20 bp ,Zeb¥iku“
DNA, drdha 1 je reakéni roztok. LB kazeta byla izolovana
z gelu pomoci soupravy ,QIAEX II gel extraction kit (Qiagen,

Hilden, Germany).

Plazmid pQE-vedouci byl Stépen HindIII a Sall, a potom
ligovan s LB kazetou podle pfikladu 2 s cilem pfipravit
expresni vektor pro mimeticky peptid PBl. Pfipraveny expresni
vektor byl nazvén pBXl a peptid exprimovany timto vektorem byl

nazvan peptid PBl; (viz obr. 2).

Krok 3. Pfiprava expresniho vektoru pro konkatemer peptidu PB1,

Podle postupu z p¥ikladu 1 byly syntetizovany ¢&ty¥i
oligonukleotidy se sekvencemi SEKVENCE ID. C. 4, 5, 8 a 9,
fosforylovdny a spojeny s odpovidajicimi komplementarnimi
oligonukleotidy, s cilem syntetizovat BL kazetu na obrazku lc
(SEKVENCE ID. C. 15 a 16). N&sledn& byly tyto oligonukleotidy
ligovany, jak Jje uvedeno v kroku 2 a potom byly naneseny na
20% polyakrylamidovy gel na elektroforézu. Oligonukleotid
(vedouci kazeta) velikosti 55 bp byl identifikovén obarvenim
gelu EtBr. BL kazeta byla izolovéna z gelu pomoci soupravy

+QIAEX II gel extraction kit" a naStépena Sall a XholI.

Mezitim byl plazmid pBluescript II SK (Stratagene, La
Jolla, CA, USA) na3tépen Sall a XhoI. Vektor byl nanesen na
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0,8% agardzovy gel, a po probé&hnuti elektroforézy byl vektor
izolovdn pomoci soupravy L,QIAEX II gel extraction kit"

(Qiagen, Hilden, Germany).

Stejnd ligac¢ni reakce jako v pfikladu 2 byla provedena, s
pouZzitim 5 pl DNA BL kazety a 1lpl vy3e popsané naStépené
vektorové DNA, aby se ziskal plazmid pBLUE-BL

pBlue-BL Dbyl nasStépen Sall a XhoI a byla izolovéna
BL kazeta. Plazmid pBX2 byl pripraven inzerci BL kazety do
Sall mista vektoru pBX1l, ktery byl p¥ipraven v kroku 2. Navic
vektory pBX3 a pBX4 byl pfipraveny tak, Ze byl zménén podlet BL
kazet vloZenych do Sall mista vektoru pBX1l ze 2 na 3 (viz

obr. 2).

Peptidy exprimované =z vektor@ pBX2, pBX3 a pBX4 byly
konkatemery, které obsahovaly dva (2) aZ c&ty¥i (4) peptidy
PBl1. Byly oznaceny PBl,, PBl; a PBl,, v uvedeném pofadi.

Krok 4. Identifikace inzertu

Hostitelské bunky (E. coli M15 [pREP4]; Qiagen, Hilden,
Germany) byly transformovdny plazmidem pBlue-BL a naneseny na
$ agarovou plotnu, pak byly inkubovény 16 hodin p¥i 37°C, aby
se vytvorili kolonie E. coli. Jedna z kolonii, ktera vyrostla
na agarové plotné, byla inokulovdna do 10 ml LB média a
inkubovala se za tfepadni p#¥i 37°C po 16 hodin, a potom byl
izolovadn plazmid pomoci DNA purifikaéniho systému (Wizard PLUS
SV DNA miniprep DNA purification system; Promega, Madison, W1,
U.S.A). Plazmid ziskany z trasformovanych E. coli Dbyl
inkubovén s restrikénimi enzymy Sall a XhoI, aby se nastépil,
p¥i 37°C po 1 hodinu, a pak byl analyzovén na 20% PAGE (obr. 4)
Na obr. 4, drdha M predstavuje velikostni standard - 20 bp DNA

?ebfik, dradha 1 predstavuje oligonukleotidovy produkt ziskany
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v kroku 3, drdha 2 predstavuje DNA BL kazety izolovanou

pomoci 20% PAGE z kroku 3 a drdha 3 pfedstavuje rekombinantni
plazmid pBLUE-BL oSetfeny enzymem. Jak Jje ukdzdno na obr. 4,

potvrdilo se, Ze plazmid pBlue-BL obsahuje BL kazetu.

E. coli (M15 [pREP4]) byly transformovidny plazmidem pBX1
nebo plazmidem pBX3 a plazmidovd DNA byla izolovédna postupem,
jak byl jiZz vySe popsédn, s cilem potvrdit polet a orientaci
inzertd DNA kazety. Izolovany plazmid byl 3tépen restrikénimi
enzymy Sall a HindIII a analyzoval se na 20% PAGE (obr. 5). Na
obr. 5, drdha M predstavuje standard - 20 bp DNA Zebfik,
drdhy 1 a 3 predstavuji plazmid pBX1l obsahujici LB, ale
nikoliv BL kazetu, dradha 2 predstavuje plazmid nesouci jednu
LB a dvé BL kazety ve spravné orientaci. Na druhé strané
drdha 4 pfedstavuje plazmid majici jednu LB a dvé BL kazety,
avSak s opac¢nou orientaci. Jak je ukdzdno na obr. 5, kolik B
kazet (BL nebo LB kazet) se skutecné& vloZilo do vektoru pBX a
v jaké orientaci mbZe Dbyt identifikovdno pomoci mapovéani

restrik&nimi enzymy.

Kromé& toho se potvrdilo, Ze DNA sekvence B kazet
inkorporovanych do plazmidu, ktery byl izolovéan Z
transformovanych E. coli, je identické S navrZenymi
sekvencemi. Plazmidy byly izolovény pomoci soupravy ,Wizard
PLUS DNA miniprep kit“ a pak sekvencovany pouZitim soupravy
~Sequennase (Ver. 2.1) DNA sequencing  kit"“ (Amersham,

Cleveland, UK).




PEiklad 4
Exprese peptidu PBl, v E. coli a jeho purifikace
Krok 1. Potvrzeni exprese peptidu PB1l4

Aby se potvrdila exprese peptidu PB14, byly 3 typy
transformovanych E. coli M15 [pREP4] kultivovdny na LB agaru
obsahujicim ampicilin a kanamycin. Jedna kultura E. coli M15
[PREP4]) Dbyla transformovdna plazmidem pBX4, druhd byla
modelové transformovdna pQE30 a dals3i byla netransformované
kultura E. coli M15 [pREP4]. KaZd& kolonie vznikld z kultury
na pevném médiu byla inokulovdna do tekutého LB kultivaéniho
média, které obsahovalo 100 pg/ml ampicilinu a 25 pg/ml
kanamycinu, a byla inkubovdna pfes noc. Kultura se inkubovala
pfi 37°C Jjednu hodinu za tfepadni dokud hodnota optické
denzity (0.D) pfi 600 nm nedosé&hla 0,5 aZ 0,7. Potom se do
kultivacéniho média pridal 1mM IPTG (isopropylthio-p-
galaktopyranosid) pro usnadnéni exprese rekombinantniho
proteinu, a potom pokradovala dal3i kultivace p#i 37°C po dobu
5 hodin. 1 ml kultiva&niho média se odebral a centrifugoval
pfi 14 000 ot./min. (rpm) po dobu 2 minut, aby se usadily
bakteridlni bunky. Buné&ény pelet se resuspendoval v 50 pul

roztoku 2X SDS [100 mM Tris-Cl pH 6,8; 20% glycerol
(hmot./obj.), 4% SDS (hmot./obj.), 2% 2-merkaptoetanol, 0,001%

bromfenolovd modf¥] pro naneseni na SDS PAGE. Po resuspendovani
se roztok zah¥ival 5 minut na 95°C a pak bylo 10 pl roztoku
naneseno do Jjamky pfipraveného gelu a nechala se probihat
elektroforéza p¥i 20 mA po dobu 5 hodin (Mighty Small 1II,
Hoefer, USA). PouZité koncentrace akrylamidu ,srovnavaciho™
gelu a déliciho gelu byly 5 % a 15 %, v uvedeném poradi, a
jako velikostni marker byl pouZit pF¥edem obarveny standard
SeeBlue (250 kDa aZ 4 kDa; NOVEX, SanDiego, CA, USA) nebo
standard Markl2 (200 kDa aZz 2,5 kDa). Po elektroforéze byl
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gel obarven Coomassie mod¥i ,Coomassie brilliant blue R-250"
jednu hodinu a pak se odbarvoval v odbarvovacim roztoku (5%

methanol a 7% kyselina octova) 10 hodin.

Pro potvrzeni identity exprimovaného peptidu jako PB14,
proteiny separované elektroforézou na gelu byly pfeneseny
membradnu a pak byla provedena analyza ,western blotting®
krdlic¢i protildtky anti-PBl (obr.6). Antisérum bylo pIipraveno
imunizaci kradlika ovalbuminem kondenzovanym S chemicky
syntetizovanym peptidem PBl1 od firmy Bio-Synthesis, Inc.
(Lewisville, TX, USA). Na obr. 6 drdha M predstavuje predem
obarveny standard SeeBlue, drédha 1 pfedstavuje médium pouzité
k inkubaci E. coli M15 [pREP4], které nebyly transformované,
drdha 2 ptredstavuje médium pouZité k inkubaci E. coli M15
[PREP4] transformovanych vektorem pQE30, drdha 3 predstavuje
médium pouzité k inkubaci E. coli M15 [pREP4] transformovanych

vektorem pBX4.

Jak je ukédzédno na obr. 6, pouze E. coli transformované
vektorem pBX4 exprimovaly rekombinantni peptid PB1ly, ktery
predstavoval specifickou imunitni reakci s anti-PB1 myS3im

sérem.

Krok 2. Zjisténi rozpustnosti exprimovaného peptidu

E. coli M15 [pREP4], které byly transformované vektorem
pBX4, byly inkubovédny stejné jak bylo popséno v kroku 1. 10 ml
kultivadniho média bylo odebrdno a centrifugovéno, aby se
ziskaly bunky. Bunécny pelet se resuspendoval v 5 ml roztoku
pro lyzovani bunék (300mM NaCl, 50mM NaH;P0Os, 10mM imidazol,
pH 8,0), aby se ziskal z bun&k nativni protein. Po ochlazeni
se roztok s resuspendovanym peletem sonifikoval ve 20 cyklech
ultrazvukovymi vlnami, aby se bunky lyzovaly. Takto ziskany

lyz&t se centrifugoval p#i 4°C, 10 000 ot./min. (rpm),
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30 minut. Z centrifugovaného lyzatu se odebral supernatant a
pouZil se jako surovy extrakt A obsahujici rozpustné proteiny.
Pelet z centrifugovaného lyzatu se pouzil jako surovy extrakt
B obsahujici nerozpustné proteiny. Stejny objem roztoku 2X SDS
byl smichédn s extraktem a analyzovadn SDS PAGE jako v kroku 1,
po té, co se kaZdy extrakt pova¥il 5 minut p¥i 95°C. Vysledek
SDS PAGE potvrdil, Ze peptid PBl, miZe byt izolovdn a
purifikovdn z rozpustného extraktu A, ackoliv byl obsaZen 1

v nerozpustném surovém extraktu B.

Krok 3. Purifikace peptidu PB1,
Krok 3-1. Afinitni chromatografie

Ni-NTA prysky¥ice pro purifikaci proteind znacenych His
byla pouZita pro purifikaci rekombinantniho peptidu v kroku 1.
Afinitni chromatografie vyuZivajici pfitazZlivé sily mezi Ni+,
kterym je saturovana pryskyfice, a histidinovymi zbytky, které
jsou navazany na konci exprimovaného proteinu, je dobfe znamou

metodou pro snadnou purifikaci pozZadovaného proteinu.

Nejdfive se KE. coli M15 [pREP4], transformované pBX4,
inokulovaly do 11 LB kultiva&ného média a inkubovaly p¥i 37°C,
dokud hodnota optické denzity (0.D) pfi 600 nm nedosédhla
hodnoty va$i neZ 0,6. Pomer LB kultivaéniho média k vektoru
pBX4 byl padesat (50) ku jedné (1). IPTG byl p¥idadn do konecné
koncentrace 1 mM a kultura se inkubovala 5 hodin. Po inkubaci
se bunélny pelet =ziskal centrifugaci kultivaéniho média pfi
6000 x g po 30 minut a pelet se uchoval pfes noc v =-70°C.
Pelet se nechal roztat na ledu a resuspendoval se
v rozpoudtécim roztoku (300mM NaCl, 50mM NaH;P0O4, 10mM imidazol
pH 8,0), ptiCemZ se pouZilo 5 ml rozpouSté&ciho roztoku na 1 g
peletu. Buiiky byly lyzovany sonikaci, jak bylo uvedeno v kroku

2 a potom byly centrifugovdny p¥i teploté mistnosti .30 minut
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pfri 10000 x g. Pouzil se stejny objem pufru (8M moCovina, 0,1M
NaH,P0,, 0,01M Tris-HC1 pH 8,0) jako byl pelet na
resuspendovédni bunéénych zbytkd a na denaturaci proteind v
nich, roztok s resuspendovanym peletem se krdtce podrobil
u¢inku wultrazvuku, aby se mohlo v rbztoku rozpustit vice
proteinti. Suspenze se centrifugovala 30 minut p¥i 8000
ot./min. (rpm), aby se odstranili bunééné zbytky, které nebyly
solubilizovdny 8 M mocovinou. Ke 4 ml supernatantu se p¥idal
1 ml Ni-NTA prysky¥fice p¥i 4°C a tfepal se p¥i 200 ot./min. 2
hodiny, aby dosSlo k ,vychytdni“ proteinl obsahujicich znacku

His.

Tento supernatant obsahujici komplex protein/Ni-NTA se
opatrné nanesl na chromatografickou kolonu (velikost 2 cm
(vnit¥ni pramér) x 2,7 cm (vy3ka)). Nadbyteény pufr byl
odstranén otev¥enim vicka po té, co se pryskyrice udadila.
Kolona byla promyta 20 ml pufru se st¥ednim pH (8M moclovina,
0,1M NaH,P04, 0,01M Tris-HCl pH 8,0) a nasledné 20 ml dal3iho
pufru (8M mocovina, 0, 1 M NaH,PO4, 0,01M Tris-HCl pH 6,3), aby
se vymyly proteiny nespecificky navdzané na Ni-NTA prysky¥ici.
Cilové proteiny obsahujici znacku His se eluovali 2kréat 5 ml
pufru s nizkym pH (8M moc¢ovina, 0,1M NaH,P04, 0,01M Tris-HCl pH
5,9) a nasledné 4krat 5 ml silné kyselého pufru (8M mocovina,
0,1M NaH,PO,, 0,01M Tris-HCl1 pH 4,5), a pro verifikaci
eluovanych cilovych proteint byla potom uZita SDS PAGE s 15%
akrylamidovym gelem (viz obr. 7). Na obr. 7 drdha M
predstavuje predem obarveny velikostni standard SeeBlue a

drdha 1 predstavuje purifikovany peptid PBl,.

Purifikované proteiny byly dé&le dialyzovany proti PBS
(8 g/1 NaCl, 0,2 g/l KC1l, 1,44 g/l NaHPO4 a 0,24 g/l KH;PO4),
aby se obnovila jejich pavodni konformace. Prahovad velikost
pouZitého dialyzacéniho rukdvu odpovidala molekulové hmotnosti

3500 Da. Pro prvnich 5 hodin dialyzy byly uZity 3 1 PBS
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obsahujiciho 2M mocovinu, a potom po 2krdt 2 hodiny 5 1 PBS

bez moloviny.

Krok 3-2. Hydrofébni chromatografie

Hydrofdébni chromatografie byla provedena pro zlepSeni

Cistoty peptidu PB1l,4, ktery byl pfipraven v kroku 3-1.

K roztoku obsahujicimu peptid PBls, ktery byl eluovadn z
Ni-NTA prysk¥ice v kroku 3~1 se postupné po malych déavkéach
pridaval siran amonny do vysledné koncentrace 20 % a pH se
upravilo na 7,0. Roztok se nechal stdt po 3 a vice hodin dokud
se 10% siran amonny zcela nerozpustil, a potom se roztok
nanesl na fenylsefardzovou kolonu [né&pln: fenylsefardzova
pryskyfice, ,Phenyl Sepharose Fast Flow Resin (Pharmacia,

Sweden); velikost kolony: 1 cm (v.p.) x 3 cm (d.)].

Kazdad frakce, kterd se eluovala 2z kolony po naneseni
eluéniho roztoku (8M mocovina, 0,1M NaH,P0,, O0,01M Tris-HC1,
pH 6,3) na kolonu s rychlosti prOtoku 0,5 ml/min reverzniho
gradientu siranu amonného od 10 % do 0 % koncentrace, se
nanesla na SDS-PAGE gel. Frakce obsahujici peptid PBl; se
odebrala a dialyzovala v pufru, aby se odstranili soli, a
souCasné aby se odstranila mocdovina, kterd byla pouzZita jako

denaturadni c&inidlo.

Krok 3-3. Odstranéni histidinové znacky

2M mocovina byla p¥idédna k pufru (50mM NaCl, 20mM Tris-
HCl, 2mM CaCl;, pH 7,4), ktery byl vhodny pro odstranéni
denaturadniho &inidla a imidazolu 2z purifikovaného proteinu
znadeného His znaldkou, a také pro aktivaci enterokinazy.
Dialyzovany peptid PBl,, ktery byl pfipraven v kroku 3-2, se

opét dialyzoval uZitim pufru obsahujiciho mocCovinu, aby se




- 21 -

odstranily soli 2z peptidu PB14, pficemZ se také postupné
sniZovala koncentrace mocoviny opakovanou dialyzou proti pufru
s nizkym obsahem mocoviny. K roztoku obsahujicimu peptid PB1l,,
kde byl pufr vyménén uvedenym druhym pufrem, se pfidaly 3 U/ml
enterokindzy a roztok se inkuboval p¥i 23°C. Roztok se
odebiral kazdou hodinu a analyzoval na SDS-PAGE, aby se
ovérilo mnoZstvi odstranéné histidinové =znacky 2z peptidu PB1

znadeného His (PB1,*Ms).

Krok 3-4. Chromatografie na iontoménici

NeZadouci proteiny a peptidy, které vznikly v disledku
pasobeni enterokinazy, byly odstranény iontoménicovou
chromatografii.

Roztok obsahujici peptid PB1,™F%, ktery byl pfipraven v

kroku 3-3, bl dialyzovidn v dialyza¢nim pufru (2M mocovina,

0,1M NaH;POy4, 0,01M Tris-HC1, pH 7,0), pfi dostatecném
vyménovani pufru. Roztok po dialyze se nanesl na
DEAE-sefardzovou pryskyrici (Pharmacia, Uppsala, Sweden) .

Potom byla kolona ekvilibrovdna ekvilibradnim roztokem (50mM
pufr fosforeCnanu sodného, 2M mocovina, pH 7,0) a peptid byl
eluovan koncentrac¢nim gradientemm NaCl od 0 do 1M uZitim
daldiho pufru (50mM fosforec¢nan sodny, 2M moCovina, 1M NaCl
(pratok: 0,5 ml/min). KaZdd frakce byla odebrdna a frakce
obsahujici cilovy protein se nakonec sloucily. P#itomnost
peptidu PB1,7 M se potvrdila pomoci SDS PAGE po zakoncentrovani

vzorkt.
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Krok 4. Kvantitativni analyza PBl,

Purifikovany peptid PB14, ktery se ziskal v kroku 3, byl
kvantitativné analyzovén kolorimetrickou analyzou uZitim

¢inidla BCA (,micro BCA reagent“, Pierce, Rockford, USA).

Krok 5. Potvrzeni vlastnosti rekombinantniho peptidu PBl,

Cistota peptidd PBl, purifikovanych v kroku 3 a jejich
imunogenicita proti antiséru, které bylo pfipraveno uZitim
syntetického peptidu PBl; jakoZto antigenu, se potvrdila
analyzou western-blot od firmy ECL (Amersham, Cleveland, UK).
Po SDS PAGE (viz ptriklad 2, krok 1) se gel inkuboval spolu s
PVDF membré&nou v pufru (0,3% Tris, 1,5% glycin, 20% methanol)
pfi konstantnim napéti 60 V po 3 hodiny, aby se protein
ptenesl z gelu na PVDF membranu. Potom se membréna
s prenesenym proteinem inkubovala v 5 ml blokovaciho roztoku
(TBS pH 7,5, 5% odtuc¢néné mléko v prasku (hmot./obj.), 0,02%
Tween 20) po dobu 1,5 hodiny, a potom se promyla 3 krat v
TTBS (solny roztok pufrovany Tris obsahujici 0,1% Tween 20) po
dobu 15, 5 a 5 minut. Antisérum proti peptidu PBl1 (viz krok 1
z ptikladu 2) se na¥edilo roztokom TTBS v poméu 1 ku 5 000, a
potom se inkubovalo s membrédnou 1,5 hodiny. Pro potvrzeni
Cistoty proteinu PBl4 se pouZilo antisérum proti peptidu PBl,
(viz ptriklad 3). Po promyti gelu TTBS 3krat, postupné 15
minut, 5 minut a 5 minut, se membrédna inkubovala 1,5 hodiny
pfi teploté mistnosti s roztokem, ve kterém se naredil
alkalickou fosfatazou znaceny fragment F(ab) "2 koziho
anti-my$iho IgG (H+L) (Zymed, San Francisco, CA) roztokem TTBS
v poméru 1 ku 1000. Membrdna se opét promyla TTBS 3krat a
potom ée obarvila p¥idénim BCIP/NBT (5-brom-4-chlor-3-indo-
lylfosfat/tetrazoliovd nitromod¥ (Sigma)). Roztok BCIP/NBT se

po barveni odstranil pomoci roztoku TTBS. Vysledkem analyzy
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western-blot bylo to, Ze exprimovany peptid PBl4 byl rozpoznéan

sérem anti-PB1l4.

V ptripadé ECL byla pouZita PVDF membrdna (Gelman Science,
BioTraceR) misto nitroceluldézové membrény. Kromé& toho se prvni
protildtka pouzZila v poméru 1 ku 10 000 a Jjako sekundarni
protildtka se pouZil krali&i anti-mysi IgG konjugovany s HRP
(Pierce, Rockford, 1IL, U.S.A.) v poméru 1 azZz 10 000. Pro
barevnou reakci se uZil 1 ml roztoku A 2z <¢inidla ECL+Plus
western-blot (Amersham) na 25 ml roztoku B. KdyZ se vytvofilo
dostateéné zbarveni, membréna se vloZila do filmové kazety na
5, 10, 20 a 30 sekund, a byl exponovédn film, aby bylo moZné
detekovat pasy na gelu (obr.8). Na obr. 8, drdha M pfedstavuje
ECL detek&ni znacku (Gibco BRL) a drdha 1 predstavuje peptid
PBly. Jak vyplyvd 2z obr. 8, exprimovany peptid PBl; byl

rozpozndn sérem anti-PB1,.

Kromé& toho, vysledek analyzy western-blotu, ve které byl
peptid PBl; detekovdn s pouZitim polyklondlni protildtky
izolované z krali¢iho séra pomoci kolony s proteinem G

~Protein G column" (Bio-Rad, USA), byl shodny.

Pfiklad 5

Priprava my3i protildtky proti peptidu PBl,

~his

Peptid PBl, pouzZity v tomto p¥ikladu byl peptid PB1,7°,
ze kterého byla odstranéna histidinova znacka v kroku 3-3 v

prikladu 2.

Krok 1: Ligace peptidu PBl, a OVA

Ovalbumin (OVA) byl Jjako nosicovy protein p¥iddn k
purifikovanému peptidu PBl, v kroku 3 z pfikladu 2, v molarnim

pomé&ru 1 ku 10 a byl inkubovadn 1 hodinu p#i 4 °C. K roztoku
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peptid PBl-ovalbumin se p¥ridal shodny objem 2% (obj./obj.)
glutaraldehydu a inkuboval se 1 hodinu za sté&lého trepéni.
Potom se k reakéni smési pridal glycin do vysledné

koncentrace 0,2M, aby se zabrédnilo pokracovani reakce.

Po probéhnuti reakce se zbyly glutaraldehyd a glycin
v reak&ni smé€si odstranily dialyzou uZitim dialyza&ni membrény

MWCO 12000-14000 (Spectrum, Dominiquez, CA, USA).

Krok 2: Imunizace mysSi

Peptid, ktery byl =ziskdn v kroku 1 navdzany na OVA byl
zakoncentrovan a uZil se k imunizaci my3i. MnoZstvi antigenu
na injekci my3i bylo 5 pg, coZ bylo mnoZstvi peptidu PBl; pfed
spojenim s OVA. Antigen, ktery se emulgoval se shodnym
mnozstvim adjuvans se injikoval do intraperitonedlni dutiny

mySi v mnoZstvi 0,2 ml.

Uplné Freundovo adjuvans (CFA) bylo uZito jako adjuvans
p¥i prvni injekci a nelplné Freundovo adjuvans (IFA) bylo
uzito jako adjuvans p¥i zesilovaci imunizaci 2 krét béhem dvou
tydnt. U kontrolni my3i se injikoval hové&zi sérovy albumin

(BsSa) .

Po 5 dnech od posledni injekce se mySi odebral 1 ml krve
punkci srdce a krev se nechala sréZet 30 minut p#¥i 37 °C.
Potom se krev centrifugovala 30 minut p¥i 4 °C, 2500 x g a
z krve se odstranila sraZenina. Supernatant (krevni sérum) se
inkuboval p¥es noc p¥i 4 °C, aby se krevni koagulanty uplné
koncentrovaly, a pak se centrifugoval 20 minut pfi 10 000 x g.
Vysledny supernatant se rozdé&lil do nékolika =zkumavek. Krevni
sérum, které se pouZilo v experimentu, se skladovalo pf¥i 4 °C

a zbytek se uloZil do -20 °C.
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Krok 3. Méfeni avidity protilatky anti-PBl, nepfimym ELISA
testem

Avidita protildtky byla méfena pouZitim krevniho séra
ziskaného v kroku 2. 100 pl peptidu PBl; se naneslo do kazdé
jamky 96jamkové mikrotitracéni eticky (Falcon: pro-binding) a
nechalo se stdt p#¥i 4 °C po dobu 6 hodin nebo vice, a potom se
desticky 3krat promyly TTBS (solny roztok pufru Tris
obsahujici 0,05% Tween 20). 200 pl blokovaciho roztoku (1p BSA
v TTBS) se p¥idalo do kazZdé jamky a inkubovalo p¥i 37 °C jednu
hodinu, a potom se destiCky opét promyly 3krat TTBS. 100 pl
izolovaného séra, které bylo nar¥edéné blokovacim roztokem
v pom&ru 1 ku 10° a% 10°, bylo p¥iddno k reak&nimu roztoku a
desti&ky se inkubovaly p#i 37 °C jednu hodinu a potom se 3
krdt promyly 200 pl TTBS. 100 pl kozi anti-krdlici protiléatky
IgG konjugované s HRP (Pierce, Rockford, 1IL), kterd byla
nafedéna blokovacim roztokem v pom&ru 1 ku 103, se p#idalo k
reakénimu roztoku a destilky se inkubovaly p¥i 37 °C 1 hodinu
a 3 krat se promyly 200 pl TTBS. Roztok A ze soupravy Ppro

detekci ,HRP substrate kit" (Bio-Rad) se smichal s roztokem B

z téZe soupravy v pomé&€ru 9 ku 1. 100 pl vysledné smési se
pridalo k reakénimu roztoku a ten se nechal barvit 30 minut a
byla zmé&¥ena optickd absorbance reakéni smési p¥i 405 nm
pouZitim za¥izeni pro odelet desticek ,ELISA reader" (EL312e,
Bio-Tek Ins.) (obr. 9). Na obr. 9 je vidét, Ze se potvrdilo, Ze
my3i protildtka specifickd pro peptid PBly; nafedénd tisickrat
(hodnota 3,0 na ose x na obrazku) byla pouZitelnd pro analyzy

western-blot a ELISA.
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Pfiklad 6
U&inek vakciny PBl, proti obezit& na modelu myS$i
Krok 1. Indukce obezity u mysi

V experimentu byly pouZity 5 dni staré ICR mySi (Korea
Center for Animal Experiment Ltd., Seoul, Korea). My3i byly
chovidny na farm&, kde se udrZovala teplota 17 °C aZ 25 °C a
byly krmeny smiSenou stravou (Sam Yang Feed Ltd., Seoul,
Korea, [sloZeni: voda 11,8 % nebo vice, proteiny 20,0 % nebo

vice, surové tuky 3,0 % nebo vice, surova vldknina 10,0 % nebo

méné, popeloviny 10,0 % nebo méné, vapnik 0,6 % nebo méné a

fosfor 0,4 % nebo vicel). Thioglukédza zlata (GTG,
»goldthioglukose™) se podavala mySim s cilem indukovat
obezitu. GTG indukuje desenzibilizaci ventromedidlnich

hypotalamickych jader (VHM). Z tohoto divodu se u my$i, kterym
se podadvalo GTG, nedostavoval pocit sytosti a mély neustdlou
chut jist. UZivand GTG je velmi nestabilni slouCenina, ktera
lehce degraduje ve vodé& nebo p¥i zvySené vlhkosti. Proto bylo
100 mg GTG (Sigma Inc.) naf¥edéno v 1 ml sezamového oleje
(Sigma Inc.) a pouZilo se stejné jak popsali Brecher a kol.
(Brecher G. a Waxler, S.H. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 70:
498-501 (1949)), aby se podalo dostatedné mnoZstvi GTG.

My3i byly rozdéleny na testovaci (20 my3i) a kontrolni
skupinu'(4 my3i) a mySim v testovaci skupiné bylo injikovéano
25 ml GTG, =zatimco my3im v kontrolni skupiné se neinjikovalo
nic.

Té€lesnd hmotnost my3i v testovaci skupiné& se mérila pfed
experimentem a my$i, u nichZ odchylka té&lesné hmotnosti nebyla
prikaznéd, byly vybrany do experimentu. Té&lesnd hmotnost mysi

zmé¥end jeden tyden po injekci GTG byla 26, az 29,5 g.

U sedmi my$i ze skupiny, které se injikovala GTG, byla

indukovéna obezita, =zatimco u ostatnich nikoliv. MyS8im, u
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kterych nevznikla obezita, se opé&t podala injekce GTG, a potom

byla indukovéna obezita u vSech my3i.

V3echny my3i, u kterych do3lo k indukci obezity, byly
rozdéleny do tfech (3) skupin. Tyden po druhé injekci GTG se
injikoval peptid PBl; myS$im testovaci skupiny 1 obsahujici sedm
my3i, stejn& jako v kroku 2 z prikladu 5. MyS$im (testovaci
skupina 2 obsahujici sedm my$i) dalsi skupiny byl injikovén
ovalbumin misto peptidu PBl,;, jako modelovy experiment, a
vakcina se neinjikovala dal3i skupiné (testovaci skupina 3
obsahujici S8est mysi), aby se indukovala obezita. Na druhé
strané bylo injikovéano 0,2 ml PBS kontrolni skupiné pro
srovndni s testovacimi skupinami, aby se potvrdil G&inek

vakciny podle pfedklddaného vynéalezu.

Krom& toho se krmivo pouZivané v experimentu michalo
s vajeénym Zloutkem a sudilo p¥i 50 °C, aby se indukoval vy33i
pfijem cholesteroluy, a tudiz aby se zvyS8ila hladina

cholesterolu v mysSim séru. Krmivo bylo poskytovdno v takovém

mnoZstvi, aby zpusobovalo onemocnéni spojené se zvy3enou
hladinou cholesterolu. Té&lesnd hmotnost my3i byla mé&¥Fena
denné.

Jak je uvedeno na obr. 10, télesnd hmotnost my3i
injikovanych vakcinou v testovaci skuping 1 (-a-a-) se
zvysila z 27,4 £ 0,4 g na 52,2 £+ 1,7 g za 12 tydnad po GTG
injekci. Tato data opraviuji z&vér, Ze nebyl prlkazny rozdil
v nérustu télesné hmotnosti mezi testovaci skupinou 1 a
kontrolni skupinou (-o-o-). Av3ak télesnd hmotnost my3i, jak
v testovaci skupiné 2 (-e-e-), kdy se injikoval ovalbumin po
dosaZeni obéznosti, tak i v testovaci skupiné (-m-E-), kde se
po indukci obezity neinjikovala Z&dna& vakcina, se zvySila z
28,3 + 0,5 g na 68,9 + 2,8 g. Tim se potvrdilo, Ze obezita

miZe byt inhibovana injekci peptidové vakciny PBl,.
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Na obr. 10, Gl a G2 p¥edstavuji okamZiky injekce GTG a V1,
V2 a V3 pfedstavujl Cas injekce vakciny peptidu PBly.

Obr. 11 predstavuje vzhled mysSi s indukovanou obezitou.
20 tydnd staré myS$i testovaci skupiny 1 (obr. 1lla: normdlni
my3i) byly porovndvany s mySmi testovaci skupiny 3 (obr. 1lb:
obézni my3i) také ve stari 20 tydnt. Jak je zndzornéno na obr.
11, potvrdilo se, Ze vakcina podle vyndlezu byla G&innd p#i

potladeni obezity.

Krok 2. Méfeni hladiny cholesterolu v krvi

Po prvni injekci GTG injekci se hladina cholesterolu v
krvi u 12 tydnd starych mys$i kontrolni skupiny srovnévala
s hladinou v krvi stejné starych my3i, kterym byla injikovana
GTG v testovaci skupiné 1 a 2. Koncentrace celkového
cholesterolu, triglyceridi, HDL~cholesterolu a LDL-
cholesterolu byla mé&f¥ena enzymatickou metodou pouZitim souprav
~Cholestezyme-V, Triglyzyme-V, HDL-C555" (Shin Yang Chemicals,
Seoul, Korea) a ,LDL-EX kit" (Denka Bio-Research, Ltd., Tokyo,
Japan). V kaZdém experimentu byla pfipravena kalibracni k¥ivka
pro hodnotu 0.D. pouZitim standardu ,Calibrater-D" (Denka Bio-
Research, Ltd., Tokyo, Japan), aby byla minimalizovéna
experimetalni chyba. Hodnoty O0.D. se vyhodnocpvaly na na
zdkladé kalibrac¢ni krivky, pro potvrzeni koncentrace a obsahu

lipidl, tento vysledek je uveden v tabulce 1 a na obr. 12.

Jak je uvedeno v tabulce 1 a na obr. 12, vysledek indukce
obezity potvrdil, Ze nebyl prtkazny rozdil v  obsahu
cholesterolu obou testovacich skupin a kontroly a nezvy3Sil se,
zatimco koncentrace celkového cholesterolu, HDL-C a LDL-C v

krvi se mirné zvy$ila (obr. 12).
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Celkovy TG HDL-C
cholesterol
Kontrola 793,77 18026 59+3,4
Testovaci skupina 1 118+3,6 217447 92+4,7 | 20+1,7
Testovaci skupiny 2 a 3 131+8,8 21870 119%£7,5| 304+4,5

TG: triglycerid, HDL-C: HDL-cholesterol
LDL-C: LDL-cholesterol

Pfedklddany vyndlez byl popsédn vzhledem k uvedenym
prikladim vyhodnych provedeni. Odbornikim je pritom zrejmé, Ze
lze provést rGzné Upravy a modifikace v réamci pfedloZené
vyndlezecké my3lenky, aniZ by do3lo k odchyleni od podstaty a
rozsahu ptedkladaného vynélezu, ktery je definovan

v p¥ipojenych patentovych narocich.

Primyslovd vyuZitelnost vyndlezu

Vakcinaéni pripravek podle pfredkladdaného vynédlezu, ktery
obsahuje mimeticky peptid k epitopu apolipoproteinu B-100,
jeho konkatemer a jeho modifikované peptidy, miZe inhibovat
vyskyt obezity, aniZ by zpusoboval autoimunitni reakci v

organizmu.

Proto onemocnéni obé&hového systému souvisejici s LDL miZe
byt léceno vakcinou podle pfedklddaného vynédlezu ucinné&ji nez
je tomu dosavadnim konvenénim zpusobem, ktery 1lé¢i jen docCasné

a je drahy, a kdy se inhibuje enzym souvisejici s metabolizmem

cholesterolu.
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SEZNAM SEKVENCI

<210> 1

<211> 15

<212> PRT

<213> Umé&la sekvence
<220>

<223> Mimeticky peptid k apolipoproteinu B-100

<400> 1

Arg Asn Val Pro Pro Ile Phe Asn Asp Val Tyr Trp Ile Ala Phe
1 5 10 15

<210> 2

<211> 15

<212> PRT

<213> Umé&la sekvence

<220>

<223> Mimeticky peptid k apolipoproteinu B-100

<400> 2

Arg Phe Arg Gly Leu Ile Ser Leu Ser Gln Val Tyr Leu Asp Pro
1 5 10 15

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Um&lé sekvence

<220>

<223> Mimeticky peptid k apolipoproteinu B-100

<400> 3

Ser Val Cys Gly Cys Pro Val Gly His His Asp Val Val Gly Leu
1 5 10 15

<210> 4

<211> 23

<212> DNA

<213> Umé&lé sekvence

<220>

<223> Oligonukleotid pro konstrukci BL nebo LB kazety
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<400> 4
tcgaccgtaa tgttcctect atce 23
<210> 5
<211> 28
<212> DNA
<213> Umé&lé sekvence
<220>
<223> Oligonukleotid pro konstrukci BL nebo LB kazety
<400> 5
atcattgaag ataggaggaa cattacgg 28
<210> 6
<211> 29
<212> DNA
<213> Umé&la sekvence
<220> .
<223> Oligonukleotid pro konstrukci LB kazety
<400> 6
ttcaatgatg tttattggat tgcattcta 29
<210> 7
<211> 24
<212> DNA
<213> Umé&la sekvence
<220>
<223> Oligonukleotid pro konstrukci LB kazety
<400> 7
agcttagaat gcaatccaat aaac 24
<210> 8
<211> 28
<212> DNA
<213> Umé&la sekvence
<220>
<223> Oligonukleotid pro konstrukciof BL kazety
<400> 8

ttcaatgatg tttattggat tgcattcc 28
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<210> 9
<211> 23
<212> DNA
<213> Um&la sekvence
<220>
<223> Oligonukleotid pro konstrukci BL kazety
<400> 9
tcgaggaatg caatccaata aac 23
<210> 10
<211> 24
<212> DNA
<213> Uméla sekvence
<220>
<223> Horni fetézec vedouci kazety
<400> 10
gatccgatga tgatgacaag atcg 24
<210> 11
<211> 24
<212> DNA
<213> Umé&la sekvence
<223> Dolni fetézec vedouci kazety
<400> 11
tcgacgatct tgtcatcatc atcg 24
<210> 12
<211> 6
<212> PRT
<213> Umé&l4 sekvence
<220>
<223> St&pné misto enterokindzy
<400> 12

1

Asp Asp Asp Asp Lys Ile
5




<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

agcttagaat gcaatccaat aaacatcatt gaagatagga ggaacattac gg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

52

DNA

Um&l4i sekvence

Horni fetézec LB kazety

13

14

52

DNA

Umé&la sekvence

Dolni fretézec LB kazety

14

15

51

DNA
Umé&la sekvence

Horni Yetézec BL kazety

15

33

tcgaccgtaa tgttcctcecect atcttcaatg atgtttattg gattgcattc c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

51

DNA

Umé&la sekvence

Dolni retézec BL kazety

16

tcgaggaatg caatccaata aacatcattg aagataggag gaacattacg g

52

51

51
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PATENTOVE NAROKY

Mimeticky peptid pro epitop apolipoproteinu B-100 majici
sekvenci uvedenou v seznamu sekvenci jako SEKVENCE 1D.

€. 1 a jeho konkatamer.

Konkatamer mimetického peptidu podle néroku 1, ktery

obsahuje jeden (1) aZ patndct (15) mimetickych peptidi.

Konkatamer mimetického peptidu podle naroku 1, ktery

obsahuje &ty¥i (4) za sebou spojené mimetické peptidy.

Mimeticky peptid a jeho konkatemer podle naroku 1 a jeho
konkatemer, kde aminokyselinova sekvence mimetického
peptidu je modifikovana zpusobem vybranym ze skupiny

obsahujici adici, deleci a chemickou substituci.

Mimeticky peptid pro epitop apolipoproteinu B-100 majici
sekvenci uvedenou v seznamu sekvenci jako SEKVENCE 1ID.

o

C. 2.

Konkatamer mimetického peptidu podle ndroku 5, ktery

obsahuje jeden (1) aZ patnact (15) mimetickych peptidu.

Konkatamer mimetického peptidu podle naroku 5, ktery

obsahuje &ty¥i (4) za sebou spojené mimetické peptidy.




10.

11.

12.

13.

14.
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Mimeticky peptid podle néroku 5, kde aminokyselinova
sekvence mimetického peptidu Jje modifikovédna zpusobem
vybranym ze skupiny obsahujici adici, deleci a chemickou

substituci.

Mimeticky peptid pro epitop apolipoproteinu B-100 majici
sekvenci uvedenou Vv seznamu sekvenci 3jako SEKVENCE 1ID.

~

c. 3.

Konkatamer mimetického peptidu podle né&roku 9, ktery

obsahuje jeden (1) aZ patnact (15) mimetickych peptidu.

Konkatamer mimetického peptidu podle naroku 9, ktery

obsahuje &ty¥i (4) za sebou spojené mimetické peptidy.

Mimeticky peptid podle naroku 9, kde aminokyselinova
sekvence mimetického peptidu Jje modifikovédna zplsobem

vybranym ze skupiny obsahujici adici, deleci a chemickou

substituci.
Vakcinaé&ni pripravek urceny k léceni obezity,
vyznadcuijici s e t im, Ze obsahuje peptid

vybrany ze skupiny obsahujici mimetické peptidy pro epitop
apolipoproteinu B-100 majici SEKVENCI ID. C. 1, SEKVENCI

ip. ¢&. 2, SEKVENCI ID. C. 3, Jjejich konkatemery,

modifikované peptidy a jejich smési.

Vakcina&ni p¥ipravek podle néroku 13, vy znac¢ujici

se tim Ze je poddvadn intradermdlni injekci.
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15. Vakcinadni pripravek podle néroku 13, vy znac¢ujici

16.

17.

18.

s e t im, Ze lékova forma vakciny je vybréna ze skupiny
obsahujici tablety, pilulky, granule, oplatky, elixiry,
suspenze, emulze, roztoky, sirupy, aerosoly, mékké a tvrdé
Yelatinové tobolky, sterilni roztoky pro injekce a sterilni

préasky.

Zplasob ptipravy mimetického peptidu pro epitop
apolipoproteinu B-100, jeho konkatemeru nebo modifikovaného

peptidu , vy znad&dujici se tim Ze zahrnuje

I) krok, kdy se vloZi DNA kédujici genetickou informaci
mimetického peptidu pro epitop apolipoproteinu B-100
majici SEKVENCI ID. €. 1, SEKVENCI ID. C. 2, SEKVENCI
ID. €. 3, jejich konkatemery a modifikované peptidy,

do vektoru,

II) krok, kdy se transformuji hostitelské bunky vektorem

pfipravenym v kroku I a inkubuji se,

III) krok, kdy se z hostitelskych bunék izoluji mimetické
peptidy pro epitop apolipoproteinu B-100, Jjejich

konkatemery a modifikované peptidy.

DNA kédujici polypeptid sloZeny =ze <&tyf (4) za sebou
spojenych mimetickych peptidd pro epitop apolipoproteinu

B-100 majicich SEKVENCI ID. C. 1.

Expresni vektor, ktery obsahuje fragment DNA kéduijici

polypeptid sloZeny ze <CtyE (4) za sebou spojenych
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mimetickych peptidd pro epitop apolipoproteinu B-100
majicich SEKVENCI ID. C. 1.
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Obr. 1b

RNYPP I FNDVYW¥ I AFstp |
5" [TCGACCGTAATGTTCCTCCTATCTTCAATGATGTTTATTGGATTGCATTCTA] 3" 52bp
3" |GGCATTACAAGGAGGATAGAAGTTACTACAAATAACCTAACGTAAGATTCGA| 5 52bp

Obr. 1c

RN VPP IFNDVYWIAF
5" [10BACCRTAATRTTCCTCCTATCTTCAATGATGTTIATTGRATICATTCL 3 5ib
3 | GRATTACAAGGAGSATAGAAGTTACTACAANTAACCTACETAAGBARCT 5" Sibo

Obr. 1d
Y

e 0k W 0 D D st

His g | Stenémisto | p | Bl | BL | LB




L1 Loot - 757y
4¢ 54

Obr. 2 2/12

B vedoum sekvence

,.,s+B =5




Obr. 3

LA L 24 e e .0 e

L3R ] L] . LN ] . LN .

LI ] L4 L4 LA 2 [ ] ]

o o e o o LK ] o o L4 L4
. L 4 Ld ] L 4 L4 [} e e
sees oo LR .o ee oooe

Py L2002 - 75F7

Wzs’

3/12

g [nzZert




Obr. 4

L] .
[ XX J L] L X4 e o (XXX )

o ook - 7547

#Wr

4/12

z 3




(7 2ok - /5y

489

5/12

Obr. 5

O
uw

200

«+— b6

20




o

) Reol - L5y
/¢

6/12

Obr. 6

=
O
@
a
<
a
a




v e o0 oo

L] [
.

.

XX X1

L4
e "o e [ A XX ]

Pr peot - /SE/
HE G~

Obr. 7 /12




Py 2002 - 75%7
bysTr

8/12
M2
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Obr. 11b
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