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(54) Syntetické polypeptidy

(57) synteticky polypeptid s alespofi jednou
antigennf vlastnosti obalové bilkoviny alespon
jednoho kmene viru lidské imunodeficience HIV.
Vyhodny Feté&z je X-Asp-Gln-Ser-Leu-Lys-Gly-Ile=-
-Trp-Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y, Vv némZ X
a Y mohou nezdvisle na sobé chyb&t nebo znamenat
jeden nebo v&tsi pocet dalsich zbytkn
aminokyselin a zbytky cysteinu v polohdch 10 a
16 mohou byt vazany disulfidovymi mistky uvnit¥
molekuly. Tyto polypeptidy jsou vhodné pro
diagnézu, 1é¢bu a profylaxi infekce virem HIV.
Reseni se rovn&? tykd protilitek a jejich
fragmentii, schopnych vazat specificky peptidy
podle vyndlezu.
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Syntetické polypeptidy

Oblast techniky

Vyndlez se tyké syntetickych polypeptidd, zejméne
takovych syntetickych polypeptidd, které majf trojrozm¥r~
nou strukturu a/nebo elektrostaticky povrch a/nebo jiné
fyzikéln{, chemické a strukturni vlastnosti specifickych
obalovych virovych bilkovin. Zviéstni dtraz je kladen na
moZnost vyroby vake{n, imunologicky u&innych l&é&ebnych 1lé-
tek, diagnostickych a dal¥ich léZebnych nebo v&deckych
prostfedkd v souvislosti s virem lidskd imunodeficience
(HIV), o n&mZ Jje zndmo, Ze vyvolavd syndroam z{skané defi-
cience imunologickdho systému (AIDS).

Dosavadni stav techniky

V poslednim desetileti se projevuje AIDS jako zévaZ-
ny 1lékafsky probldm na celém sv&t& a je tedy naléhavE@ nut-
né nalézt daldi 14tky pro studium, diagnosu, 14&bu a/nebo
prevenci infekce HIV, ktery ae prlélnou tohoto onemocnzni.

v poslednl dob¥& jsou k dispozici Fet&zce aminokyselin, kte-
ré tvor{ bilkoviny vird HIV I a HIV II, tak jak bylo popsé-
no napfiklad v publikaci Ratner L. a dal3{, Nature 313, 277
(1985), Neusing M. A. a dal¥i, Nature 313, 450 (1985
¥ain-Hobson S. a daldfi, Cell 40, 9 (1985). Je tedy moZno
vyrobit syntetické polypeptidy s antigenn{mi vlastnostmi
cbaslovych bilkevin.

Podstata vvnélezu

Postatou vyndlezu Je vyvoj syntetickych polypeptidd,
které mohou vyvolat tvorbu protildtek proti viru HIV, s
vyhodou tvorbu neutralizuj{c{ch protilédtelk, to znesmengd pro-
tildtek, kteréd mohou zabrdnit vzniku infekce a/nebo omezit
dal¥{ nékazu virem HIV pasivni nebo aktivni jmunizaci. ra-
sivni imunizace t&mito pro;ilétkami mi¥e predstavovat vhodny

/




prostfedek pro 14%bu nemocnych XIDS, tak¥e bucde mo¥no za-
brénit dal%{ ndkaze a tim zpomalit 3{fen{ tdto choroby.

Podstatou vyndlezu je tedy synteticky polypeptid
s alespon jednou antigenni vlastnost{ obalové bilroviny
slespon jednoho kmene viru lidské imunodeficience (HIV),
pirifem? tento polypeptid je tvoren fetdzcem aminokyselin
obecriého vzorce T '

X-Ry ~Rp~Ry~R,~Rs-R-R,-Trp-Gly-

Cys=Rg-Rg=R, 4~R, | ~R, ,-Cys-¥ (1)
kde
Rl znamend Asp nebo Glu,
R2 znamend zbytek aminokyseliny ze skupiny Gly, Ala,
Pro, Ser, Thr, Asn nebo Gln, _
R3 znanend zbytek aminokyseliny ze skupiny Gly, Ala,

Pro, Ser, Thr, Asp, Glu, Asn,Lys, His, Gln nebo Arg,

R4, R5 a Rll znamenaj{ nezédvislie na sob& jakykoliv zbytek
aminokyseliny,

R6 a Ry znagenaji nezdvisle na sob& zbytek aminokyseliny
ze skupiny Gly, Ala, Pro, Ser, Thr nebo Aisn,

R7 znamend zbytek aminokyseliny ze skupiny Gly, Ala,
val, Leu, Ile, Ser, Thr, Asn, Gln, Phe, Tyr, Trp,
Cys, let nebo Pro,

R9 a R19 znamenaji nezdvisle na sobd zbytek aminokyseliny
ze skupiny Gly, Ala, Leu, Ile, Vel, Ket, Cys, Fhe,
Tyr nebo Trp,

10 znamend zbytek eminokyseliny ze skupiny Lys, His
nebo Arg &

X a Y mohou nezévisle na sob® chyb&t nebo mohou znamenat
1 nebo v&t3{ pofet, napfiklad t¥i dali{ zbytky ami-
nokyselin. :
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Peptidy obecného vzorce I, a to bez obsahu X a Y
bude moZno vyuzit napiiklad pro vyrobu protildtek proti
HIV. Jsou-1i symboly X nebo Y pf{tomny, md%e byt jejich
délka jakdkoliv, s vyhodou v3ak mén& neZ 20, je3t& vyhod-
ndji ménd ne¥ 10, napiiklad 3 a¥ 6 zbytkd aminokyselin.

Je ziejmé, Ze fetdzec obecného vzorce I mb¥e tvorit bilko-

vinu, ve které budou tvoirit Yet¥zce X a Y prevé¥nou &dst
molekuly a PFetdzce, ktery bude vyvoldvat antigenni odpovid,
bude naptiklad &4st exponovanéd smydky na globulérn{ bflko-
viné.

S vyhodou znemend R2 zbytek ze skupiny Gln nebo Thr,
R3 zbytek ze skupiny Ser, Asn, Gln, Arg, neto zlaz, R4 zbytek
ze skupiny Leu, Ile, Gln rebo Arg, RS zbytek Leu nebo Lys,
R6 zbytek Gly nebo Asn, R7 zbyvtek ze skupiny Gly, Ala, Leu,
Ile, Val, Het, Cys, Fhe, Tyr, Trp nebo Ser, R8 zbytek Ser
neto Ala, R9 zbytek Gly neto Fthe, RlO Arg nebo Lys, Ril zby-
tek ze skupiny Leu, His, Ile nebo Gln a 312 zbytek ze sku-
piny Ala, Ile nebo Val. Zbytek cysteinu v polohéch 10 a 16
je popripad® vézén intremolekuldrnim disulfidovym mdstkem.

Vyhodnd forma polypeptidd podle vyndélezu je tvorena
Tetézcem aminokyselin cbecridho vzorce II

K—Asp-Gln-R3—Leu-R5-Gly-R7-Trp-Gly-

Cys—Ser—Gly—Lys—Rll—Rlz—Cys-Y

(I1)

kde

- Ry) Bgy Rypy) Rypy X2 ¥ maji vyznam, uvedeny v obecndnm
vzorci I a
R7 znamend ztytek aminokyseliny ze skupiny Gly, Ale,
Leu, Ile, Val, iet, Cys, Phe, Tyr nebo Trp.

S vyhodou v TFeté&zci otecného vzorce II R3 znameng
Ser, Asn, Gln nebo Arg, Ryy znamend Leu, His nebto Ile =
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RIZ znamendé Ile nebo Ala. S vyhodou znameng R7 zbytek ze

skupiny
mend R3

Teté&zec

kde X a

je T'et&zec, v ném% R3 znamend Gln nebo Arg, R5 je Leu, R
znamend Ile, Fhe a Metl, Rll znamend Leu, His nebo Ile a R

Ile, Fhe, Met, Val nebo Leu. Je3t& vyhodn&ji zna-

Ser neto Asn a R5 znamend Lys.

Vynodnou formou polypeptidu obecrného vzorce IT Je
vzorce

X-Asp-Gin-Ser-Leu-Lys~Gly-Ile-Trp-

Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y

Y maj{ svrchu uvedeny vyzrnam a zbytky cysteinu v
polohdch 10 aZ 18 mohou byt vdzdny disulfidovymi
mistky uvnit¥ molekuly.

Dals{ vyhodnou formou polypeptidu obecrého vzorce II
7
12

znamend Ala. Vyhodny Feté&zec md vzorec

X-Asp-GIn-Gln-Leu-Leu~Gly-fle-Trp-

Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys-Y¥

kde X a Y maj{ svrchu uvedeny vyznam a cysteinovéd zbytky

v polohéch 10 a 16 mohcu byt vézdny disulfidovymi
mistky uvnit® molekuly.

Polypeptidy obecndho vzorce IT napodobuj{ nékters

epitopy ocbalové bflkoviny HIV I.

Je ret&zec sminokyselin obecndho vzorce III

Dalsi vyhodnou formou polypeptidu podle vyndlezu

—_ - - -R -R_-— - - T — - - —
X Ry R2 R3 Ry~ Ry Asn-Ser-Trp~-Gly-Cys—-Ala

(IIT)
rhe-Arg-Gin-Val-Cys-Y




kde

Rl znamend Glu nebo Asp,

R2 znamend Thr nebo Gln,

R3 znamend Ser, Asn, Arg, Gln nebo Alsa,

R4 znamend Leu, Ile, Arg nebo Gln,

R5 znameng Lys nebo Leu a

XayYXY maj{ svrchu uvedeny vyznam a cysteinovéd zbytky v

polohdck 10 a 16 mohou byt vézdny disulfidovymi
mastky uvnit® molekuly.

V¥hodncu formou polypeptidu obecndho vzorce III je
retézec aminokyselin obecného vzorce IIIa

X-Glu—Thr—RB—R4-Lys-Arn~Ser-Trp—Gly—

(I11a)
Cys-Ala=-Phe-Lrg-Gln-Val-Cys~Y
kde
R3 znemené zbytek Ser, Asn, Arg, Gln nebo Ala,
R4 znamené& Leu, Ile, Arg nebo Gln,

XayY maji svrchu uvedeny vyznam a cysteinové zbytky
v polohéch 10 a 16 mohou byt vézdny disulfidovymi
mGstky uvnit? molekuly.

S vyhodou znawmend R3 zbytek ser v pf{padé, Ze R4
znamend Ile a znamend-1li R3 zbytek Alz, pak R4 znameng

Arg nebo Gln, s vyhcdou Arg.

Polypeptidy obecndho vzorce III jsou pribuzné ni-
kterym epitopim obalovych bilkovin vitu HIV II.

Vyhodné polypeptidové Fet&zce podle vyndlezu byly
voleny na bhazi své topografické podobnosti s vfce ne¥
jednou antigenni determinantou obalovych bflkovin viru HIV.
Napf{klad antigenn{ determinanta, s niz je pivodné& kon-



-6 -

struovén dany polypeptid jako analogicky, miZe také byt
topograficky podobnd s jedrnou nebo véi3{im podtem dalSich
oblast{ obalové bilkoviny HIV, pravd&podobn® ndsledkem
duplikace gend nebo z toho divodu, %e polypeptid je ana-
logen diskéntinuéln{ determinanty nebo takég proto, Z%e po-
lypeptidy byly konstruovény tak, aby byly polyValentnl.

~ Diskontinudlnf epitop miZe byt slo¥en ze sexvenc1élndch
epitopl, které jsou si velmi Jllzké, av8ak opalného smys-
lu a mohou mit Samy o sob& vyznam Jjeko antigeny, polyvalent-
nf polypeptid nlZe obsahovat dva nebo v&ts{ polet konti-
nudinich nebo diskontinudinicéh determinantnich analogl v
jedindm polypeptidovém Petdzci, takle je prostfedkem k
vyvoléni tvorby celé Tady protildtek, kterd budou rozpoznd-
vat dv& nebo v&tZi pofet determinant v obalové dilkoving
viru HIV.

Peptidy podle vyndlezu mohou byt vyrobeny napii-
klad pfi pou¥it{ standardniho postupu pomoci S9~-fluorenyl
methoxykarbonylové skupiny (F-Koc), napPiklad podle publi-
kace Atherton E. a Sheppard R. C. (1985), J. Chem. Soc.
Chem. Comm. 165 nebo postupem s pou?itf{m butyloxykarbondiu
{T-Boc). Sprévnost struktury a Cistota, kterd je obvykle
nad 85 % se pedlivé kontroluje, zv1l4st& je nutno dbat sprév—
nosti uspoddddni vnit¥nich disulfidovych mistki. X tomuto
ifelu je mo¥no a3{t rdzné chromatografickd analyzy vietnd
vysokotlaké kapalinové chrouatografie a také spektrografic-
ké analyzy v&etn& Ramanovy spektroskopis.

VSechny Tret&zce jsou oznalovdny kodea se tfemi
pismeny podle I.U.P.A.C. takto: Gly-glycin, Ala-alanin,
Val-valin, Leu-leucin, Ile-isoleucin, Ser-serin, Thr-
-threonin, Asp-kyselina asparagové, Glu-kyselina glutamo-
vd, Asn-asparagin, Gln-glutaamin, Lys-lysin, His-histidin,
Arg-arginin, Fhe-fenylalanin, Tyr- tyrosin, Trp- t;vpto;an,
Cys-cystein, Met-methionin a Pro- prolin.

Polypeptidy podle vyndlezu nebo protildtky proti
témto polypeptiddm je wmoZno poddvat jako takové nebo spolu
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s dald{mi 14tkami, jako jsou 3 '-azido-3 -deoxythymidin
(AZT-zidovudin), které pasob{ na razné drovai tak, Ze dojde
k interferenci p¥i replikaci genetického materidlu viru
a/nebo k inhibici protedzy HIV, kterd blokuje &innost en-
zymu, ktery md podstatny vyznam pro vyvoj viru.

Polypeptidy podle vynélezu je mo¥no u¥it k produk-
ci protildtek, kterd budou resgovat s bflkovinaai obalu
viru, které jsou produkovény Sirokou Zkélou kmenl viru
HIV I a/nebo HIV II. Analyzy prokézaly, Ze v pripedd, Ze
topografické, elektrostatickd a/nebo strukturn{ vlastnosti
polypeptidd podle vyndlezu jsou takové, Ze je vysoce pravdé-
podobtné, Ze vyvolaj{ tvorbu protildtek, které budou reagovat
2kt {3enou reakci s obalovymi bilkovinami HIV n&kolika nebo
mnoha kmend, mbGZe byt dosadeno dal3iho pokroku tak, ¥e se
ndkolik rdznych polyreptidd tohoto typu vdZe za vaznixu veét-
&{no polypeptidu. Takovy polypeptid je mc¥no vyjdédlit obec-
nym vzorcem IV

r
L

~~
.
N’

1, =% =[1,. - -
La J.Jm [J.Jb G]n LC

kde _
F a G -~ znamenaj{ nezdvisie na sob® polypeptidy ctecnych
vzorcu I aZz IIda,

L znamend vazny Teté&zec,
a, b, ¢ znameraif nezdvisle na sobé& O nebo 1 a

- - ' v /. -
@ an jsou kladnd &isla, napriklad 1 aZ 10 vletn&.

1L znamend s vyhodcu kratky, flexibilni dsek poly-
peptidového Tetdzce, napPfiklad Gly-Gly-Gly-Gly-Gly,
Gly-Pro-Gly-rrc-Gly~Pro nebo Gly-Ser-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala.
Je ziejmé, %e v ka¥dém opakovéni je mo¥no ufit odliZncu
veriantu polypeptidu podle vyndlezu.
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Polyvalentni analogy determinant obecného vzorce IV
Jsou vlastné pseudohomopolyvalentni vzhledem ¥k tonu, Ze va-
rianty v podstat& t&hoZ analogu determinanty se opakuji v
jedindém retézci polypeptidu. Kimoto je mo¥no olekdvat, Ze
také Jednoduché imunogenni homopolyvalentni polypeptidy,
které obsahuj{ mnono¥etné kopie té¥e varianty tého¥ analo-
gu determinanty obecného vzorce I a¥ TITa budou U&inné ve
svrchu uvedendm smyslu.

Pseudohomopolyvalerntni imunogenn{ polypeptidy bu-
dou pravdépodobn& zvld&it& cennd jako vakc{ny vzhledem k
tonu, Ze by m&ly vyvolé¥at produkci celé Fady neutralizu-
jicich protil4tek s podotnou, av8ak nikoliv stejnou spe-
cifinost{, kterd by zk¥i¥en® reagovaly s obalovou b{iko-
vinou 8ir3{ ¥k4ly kmend HIV a jeJich dfinnost by tedy byla
zvySena a zaji¥iovala ochrannou imunitu. Bude patrnd takd
vyhodné konstruovat heteropolyvalentn{ polypeptidy s obsa-
hem jednd nebo v&t3{no po&tu kopif polypeptidu podle vyné-
lezu v jakémkoliv pofadi a mimoto budou cbsahovat jeden ne-
bo vdt3{ polet dal¥ich polypeptidd jako analogl determinant.
Tyto polypeptidy Jje moino vyjédrit obecnym vzorcem V

'Ld-[G~13m-F-[L—G]n-L (V)

e

kde

t

znamend polypeptid, kteréhokoliv ze wvzorcd I aZ

i1iTa,

(9]

znamend polypeptid obecného vzorce I a¥ IITa nebo
je3t& jiny retézec,

m an jsou kladné &{sla, napfiklad i a% 10 vietn& a

d, e znamenaj{ nezgvisle ra sob3 O nebo 1.

S vyhodou znamend L krétky flexibilni udsek poly-
peptidového Fetdzce, napfiklad Gly-Gly-Gly-Gly-Gly,
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Gly-Pro-Gly-Pro~-Gly-Pro nebo Gly-Ser-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala.

Ve vyhodné formé& peptidu obecného vzorce V znemend G poly-
peptidovy Fet¥zec obecného vzorce I a¥ IITa nebo nésledu-

jic{ ret&zec:

¥-G1n-Gln-Glu-Lys-Asn-Gly-Gly-Glu-Leu-¥

kde kafdy ze zbytk( Gly miZe byt nahrazen Jakoukoliv jinau’
aminokyselinou a/nebo X a Y mohou nezévisle na sobé chybét
nebo mohou znamenat jeden nebo vets{ polet, naptiklad t?i
zbytky aminokyselin nebo miZe G znamenat jesté Jjiny poly-
peptidcvy Tetézec, pf{buzny antigenn{m bilkovindm HIV.

Je zihejmé, %e podle vyndlezu je moZno do peptidu
zzbadit jakékoliv antigennd vyznemné subfragmenty a/nebo
varianty svrchu uvedenych polypeptidovych Fet&zct, které
si v podstaté udrz{ strukturu a funkei p&vodniho polypepti-~-
du. Zejména je moiné nahradit kterykoliv zbytek zbytkem se
srovnatelnymi strukturnini a/nebo fyzikdlnimi vlastnostmi
v&etnd substituce vzdcenymi, avSak pPfirozend se vyskytuji-
ci{mi zbytky, jako D-stereoisomery nebo je moZno zaFadit
syntetické analogy eminokyselin. Je napf{klad moiné pro-
vést substituci zbytku za Jjiny zbytek v sestavéch, které
budou d4le definovédny a které rovnii rvoPr{ podstatu vyné-
lezu: sestava 1 - Ala, Vel, Leu, Ile, Fhe, Tyr, Trp a Met,
sestava 2 - Ser, Thr, Asn, a Gln, sestave 3 - Asp a Glu,
sestava 4 - Lys, His a Arg, sestava 5 - Asn & Asp, sesta-
va 6 - Glu a Gln, sestava 7 -~ Gly, Ala, ZFro, Ser a Thr.
D-stereoiscmery vSech typl aminokyselin je moZno nahradit
nap¥iklad zbytky D-Fhe, D-Tyr a D-Trp.

Ve vyhodndém provedeni vynélezu monou X a ¥ nezé-
visle na sob& obsanovat jeden nebo v&t3{ polet seguentd
tetézce bilkoviny se schoprnosti Ulimnosti epitopu pro
T-bunky. NapPfiklad segmenty let&zce aminokyselin obecného

vzorce 1l-2-3-4, kde 1 znsmend Gly nebo aminokyselinu,



- 10 -

kterd nese néboj, naptfiklad Lys, His, Arg, Asp nebo Gly,

2 znamend hydrofobni aminokyselinu, Jjsko Ile, Leu, Val,
Y¥et, Tyr, Fhe, Trp nebo Ala, 3 znamend hydrofobni aminoky-
selinu ve svrchu uvedeném vyznsmu nebo poldrni aminokyse-
linu bez naboje, jako Asn, Ser, Thr, Pro, Gln, nebo Gly a
4 znamené_polérni aminokyselinu, jako Lys, Arg, His, Glu,
Asp, Asn, Gln, Ser, Thr nebo Pro se chovaji alespon v n&-
kterych piipadech jako epitopy pro T-bunky, jak bylo po-
pséno v Rothbard J. B. o Taylor W. R. (1988), 4 sequence
pattern in common to T-cell epitopes, v EMBO Journal 7 (1),
93 - 100. Fodobné segmenty Jje moZno vyjdarit Fetdzcenm
1'-2'—3'—4'-5', xde 1  mé obdobny vyznam jako 1 svrchu,

2’ ng vyznam jako 2, 3 a 4° majf vyznam jeko 3 & 5 md
vyznam jako 4. Ob& formy t&chto segmentld jsocu zshrnuty do
oboru vyndlezu a mohou obsahovat jeden nebo vEL &1 polet
epitopd pro T-burniy (s vyhodou ménd ne? 5), kterd mohou
byt svrchu uvedeného typu nebo mohou mit odlidnou struk-
turu a mohou byt od sebe odddleny d&¥licimi segmenty Jjaké-
koliv délky a jakékoliv sgruktury, s vyhodou obsahuj{ ty~-
to délic{,segmenty néné neZ p&t zbytkd eminckyselin, na-
pr{klad zbytky Gly, Ala, Pro, Asn, Thr nebo Ser, nebo miZe
j{t o polyfunkdni vazné Tetézce, jako aminokyseliny s vy-
jimkou a-aminokyselin. C- nebo N-termindini vazny Fetézec
miZe predstavovat iplnou b{lkovinu, takZe odpadd nutnost
konjugace s nosnou bilkovinou.

Vyndlez zahrnuje také deriviéty polypeptidd obecné-
ho vzorce I, v ndmZ X nebo Y jsou nebo znamenaj{ "retro-
-inverso" sminokyselinu, to znamend bifuniklni amin s funk&e
n{ skupinou, kterd odpovidéd sminokyselin&. NapPiklad mi¥e
byt vyjédren analog podle vynédlezu s obsahem retro-inverso
sminokyseliny obecnym vzorcen
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R
: Al - N-C - N - A2
o
H H H

r e . . ~ I'e . 4 .
kde R znesmend Jjakoukoliv funkdni skupinu, napriklad glycino-
. N I
vy postranni retézec a

Al a A2 znamenaj{ kopie jednoho se svrchu uvedenych
analogd (avdak nikoliv nezbytn& t4ho%Z snalogu),
které jsou pripojeny na N- nebo C-teraindlni ze-

- e
konceni.

~ { o d o 13 -
Popripadé mi¥e siruktura obsahovat epitopy pro T-
-tunky, Jsk JjiZ bylo uvedeno svrchu.

Retro~inverso modifikace peptidd zahrnuje zmé&nu
eénéd nebo vEt3iho poltu peptidovych vazeb za vzniku analc-

[JR

0q

G, které jsou vzhledem k enzymatické degradaci odolné&jsi
~ o ~_ < . - .
neZ plivodni molekula a jsou vhodnou eestou pro vznik roz-
v&tvenych imunogend s obsahem vysoké koncentrace epitopd .
- ~ - - . v e . ,
Je moinc predpoklddat moZné vyuziti té&chio létek pro syn~
tézu retro-inverso analogl s kratkym Fetdzcem a s vysckou

. s o . s - vy
biologickou aktivitou ve velkém w&ritku.

Je nutno uvést, Ze analecgy s obsahem retro-inverso

derivaild aminokyselin nelze vyrobit pf{mo s vyufitim re-

) kombinantn{ DNA. Av3ak Jje moZno vyrobit zdkladni analogy,
které je pak moZno &istit a chemicky vdzat na retro-inver-

. so eminokyseliny metodami, obvyklymi v chemii peptidda.
Vhodnym novym postupem pro syntézu na vnevné fdzi Jje postup
s poufitim pryskyfiée polyamidového typu, ktery byl pro
retro-inverso peptidy porrdn v publikaci Gazerro H., Pinori
¥. a Verdini A. S., (1690), A new general procedure for the
solid-phase synthesis of retro-inverso peptides, v Innovation
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and Perspectives in Solid Phase Synthesis, Ed. Roger Epton,
SPCC (GB), Ltd, Birmingham, Velkd Briténie.

Polypeptidy Je moZno védzat na nosné molekuly bud
pfes chemické skupiny, a to v rémei polypeptidl nebo pies
pridané aminokyseliny na C- nebo N-termindlnim zakon&eni,
tyto skupiny mohou byt otklopeny jednou nebo v&t¥im poltem
daisfch aminokyselin nebo odd¥len od polypeptida tzk, aby
bylo moZno dosdhnout dobré imunologickéd funkce. Rada vazeb
je vhodnd pro tento udel, napiiklad Je moZno zaladit postran-
ni{ fet&zce zbytkd Tyr, Cys a‘Lys. Vhodnym nosilem je také
¢ist2¥ny bilkovinny derivdt tuberkulinu (PPD) toxoid tetanu,
chioleratoxin a jeho podjednotka B, ovalbumin, albuain ze
sera skotu, innibitor trypsiru ze sojovych bobl, muramyl-
dipeptidy 2 jejich analogy'a také Braundv lipoprotein,
pfesto Ze je moino uiit také 3Jind nosife, jek bude odbcrmi-
kdm zfejmd. PPi pouziti PPD jako nosile pro polypeptidy
podle vyndlezu je moino doséhnout vy33iho titru protildtek
v pi{pads, %e prijence konjugdtu polypeptidu-PFD je 3Fi%
citlivy na tuberkulin, nap¥iklad protoZe byla dtf{ve prcve-
dena vskcinace BCG. Pro vekefinu v lidskdm lékafstv{ Jje
nutno uvést, ¥e ve Velké Britanii a dal¥{ch stdtech se
‘b&¥n& vakcinace BCG zdarma provédi a populace Jje proto
ve své vEtEin& citlivé nz PPD. Z tohoto ddvodu se pova¥uje
PPD v té&chto stdtech za vyhodny nosié&.

Zpisob vazby polypeptidd na nosi& bude zdviset na
povaze materidld, kterd jsou na sebe védzdny. Nap¥iklad
zbytek lysinu v nosi&i je mo%no vézat na C-termindlni ne-
bo jiny cysteinovy zbytek v polypeptidu pfisobenim K-ganma-
~maleinidobutyryloxysukcinimidu podle publikace Kitagawa
T. a hckewa T. (1976), J. Biochem. 79 233. Daldi vazné
reakce a vhodnd reakéni sloZky pro tyto reakce byly rov-
1Z popsény v literatule. ’

Polypeptidy Jjeko takové nebo védzané na molekulu
nosice je moZno poddvat jakyumkoliv zplsokem, jako paren-
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terdlnd do nosu, perorélnd, rektdln® nebo intravaginalné,

popi{padd spolu s b&Znymi pomocnymi létkemi jako je hydro-=
xid hlinity Jjako Freundav Uplny nebo neuplny pomocny pro-
stfedek, a/nebo jind ldtka, kterd mdiZe zpisobit potenciaci
imunologického B&inku. Vyndlez rovn2Z zahrnuje prostiedky

s obsahem polypeptidd podle vyndélezu, z nichZ se tyto poly-
peptidy uvolnuj{ pomalu, miaZe jit o podko#ni implantdt nebo
o) depotn{ formu, jako Jjsou liposomy, popsané Vv puplikaci
Allison A. C. a Gregoriadis G., (1974) Nature (Londyn) 252,
252 nebo jde o mikrokapsle, vyrobené z kopolymeru kyseliny
mlé&né a kyseliny glykolové podle publikace Gresser J. D. a
Sanderson J. E. (1984) v Biopolymer Controlled Release
Systems, str. 127 - 138, vyd. D.L. Wise.

Folypeptidy podle vynédlezu Je moino syntetizovat
jakymkoliv b&Znym zphsobem, jako piimo pri poufiti manudl-
ni nebo automatizovand syntézy peptidd nebo neptimo pifes
syntézu RNA nebo DNA postupy, které jsou obvyklé v moleku-
14rni{ biologii a genetickém inZenyrstvi. Tyto techniky Je
mo¥no u%it tak4 k vyrobd hybridnich bilkovin s obsahem jed-
nono nebo v&t3iho podtu polypeptidf, zaPazenych do dai&ino
poiypeptidového Treté&zce.

Vyndlez tedy zahrnuje také molekulu DNA, kterd Je
kodem pro alespon jeden synteticky polypeptid podle vyné-
lezu, s vyhodou je tato molekula zafazena do vhodného vek-
toru pro expresi, schopného replikace v mikroorganismech
nebo v bunkdch ssavcd. Tato DNA mife také tvorit &dst Te-
tézce DNA pro deldi produkt, to znsmend, ¥e k expresi po-
lypeptidd podle vyndlezu dochdzi jako ¥dsti jinych biilkovin,
do nich¥ byly tyto polypeptidy viazeny genetickym inZenyr-
stvim. Praktickym popisem t&chto technik je publikece
lfolecular clonirg: a laboratory manual, Ssmbrook J., Fritsch
E. F. a Maniatis T., 2. vydéni, 1989.

Polypeptidy podle vyndlezu je mo¥%no pou#it jako ta-
kovs nebo védzané na vhodny nosil, jako:
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2) peptidové vakciny k zdbran& infekce jednim nebo v&tiim
poltem kmend HIV,

b) jako vezné 1dtky napiiklad pfi diagnostice ser nemocnych,
pozitivnich na HIV,

c) ke kontrole kvelity v testech, napfiklad pri vazb& proti-
létek proti témto rolypeptiddm, ' v ‘-

(o)
~r

jako entigenni ldtky pro tvorbu monoklon
polyklondlnich trotildtek pfi imunizac
£

[+
=
o
,I
-
o3
fou
&)
r
o

tyto protildtky je mofno vyuzit naph:
i) v&eckym studiim viru HIV,

.. - JR . . v - v £y - .
ii) jeko diagnosticky prost¥edek, napfiklad jako Cést
nistochemickych reaknich &inidel,

. . s . . . , . ry— . . o
1ii7J ¥ pasivni imunizaci nemocnych virenm HIV, bud k 14%bd
— . . . . - Lo+ ot e . fen e .
A1DS rebo v kocabinaci s dzl¥imi déinnymi ldikemi, Jja-
ko AZT a/nebo inhibitory protedzy HIV, a

iv) Jjako prostfedek k zac{leai GZinku jinych-ldtek, jako
jsou AZT nebo innibitor protedzy viru HIV v bunkéch,
infikovanych virem HIV, u nich# dochdz{ x expresi
obalovych bilkovin HIV na jejich povrchu, prilem?
tyto létky Jsou bud kovalentné vézény nebo Jinak spo-
jery, naptiklad ve form¥ liposomid, kterd tyto 14tky

ODSohudl, tyto prostr¥edky mohou rovné¥ obsahovat
protilétky, vytvorend proti jakémukoliv polypeptidu
s antigennim d¥inkenm. Vyndlez se rovné&¥ tyké forea
nebo fragmentd, vzniklych genetickym inienyrétv{m,
zejména oblast{ ¥V "H protildtek proti t&mto polypepti-
dbm a humanizovanych forem protildtek, vytvoFenich
proti témto polypeptidim u Jinych Zivolichd, a

e) k 143b& infekci HIV, bud omezen{m vazby viru HIV na
bunky SlovEka nebo Zivcdichd nebo rozrulenia trojroz-
‘m¥rné organizace viru in vivo, jakoZ i k v&deckym stu-
difm vira HIV in vitro.




Pokud jde o detekci a diagnézu HIV nebo protilédtek

proti HIV, odbornikam bude zifejmé, %e existuje celd Trada
imunologickych zkoulek, které Jsou v oboru znémy, jako Jsou
pouéit{ lamindtovych struktur, kompetitivn{ a nekompetitivs
n{ zkoudky a pf{mé a nepf{mé znadeni.

Vyndlez zahrnuje rovnd® sestavu pro prikaz viru HIV
nebo protildtek proti tomuto viru, tato sestava obsahuje
alespon jeden synteticky polypeptid podle vyndlezu.

Polyklondlni nebo menoklondlni protildtky, humani-
zované formy t&chto protildtek, uvedend napf{klad v publi-
vaci Thompson K. M. a dal¥i, (1986), Immunology 58, 157 aZ
160, protildtky proti jediné doméné, nap®fkiad podle publi-
kvace Ward BE. S., Gussow D., Griffiiths A. D., Jones 7. 2
Winter G. (1989), Hature 341, 544 s% 546 a protilétky, kte-
ré by mohly prochdzet barierou mezi kxrevnim obdhem v mozku
a mimo mozek a které jsou schopné se specificky vdzat na
synteticky polypeptid podle vyndlezu je wmoZno syntetizovat
obvyklym zplisobem, tyto protilétky jsou rovnéi predmé&tea
vyndlezu. Frotildtky podle vyndlezu je mo¥no uiit mimo jiné
kX diegnostice infekce HIV u ssaveld tak, Ze se inkubuje vzo-
rek tkén& nebo t¥lesnd tekutiny ssavce s dlinnym mrnofstvin
orotildtky a pak se stanovi, zda doSlo ke zk¥i¥ené reskei
mezi vzorkem a protildtkou, a to Jakou rychlosti a v jakém
rozsghu. Diagnostické sestavg s obsshen alespon jedné tako-
vé protilditky rovné&i tvobi soulddst vyndlezu.

Vyndlez se rovnéZ tykd syntetickych polypeptidd,
ur&enych oro 14%tu nebo profylaxi infekce HIV u ssaved
a/nebo ke stimulaci imunologického systému ssaveld a/riebo
¥ blokovéni bunZ¥nych receptord pro virus HIV a pro vyrobu
14%&, vhodnych k tomuto U&elu. Vyndlez zahrnuje teké far-
maceutické prosifedky, které jako d&innou sloZku obsahuji
slespon jeden polypeptid nebo konjugdt polypepiidu a nosice
spolu s

. I ~ z ~ P p ’ v
jednim nebo vétZim poltem farmaceutickych pomocnych
/

1l4tek, a/nebo nosild. ProstPedky wmohou byt urleny pro per -
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oréln{, rektéln{, nosni a zejména parenterdlni podéni
vEetnd podéni do centrdlniho nervového systému.

Peptidy podle vyndlezu je tedy moZno uzit k 14Zh%
a profylaxi infekce HIV u #lcv&ka a/nebo ke stimulaci imu—
nologického systému ssavel a/nebo k blokovéni bund&nych
feceptor& pro viruS‘HIV, v t&chto pPipadech se podavéd udéin-
né mnozstvi tichto polypeptidd jako takovych nebo v kombi-
naci s jinymi létkami, urlenymi pro 14¥bu AIDS, jako jsou
AZT z/nebo inhibitory protedzy HIV.

s - '4 o
Fraktické provedeni vyndlezu bude osv&tleno ndsle-
l, b X - -4 ) .
duglc{mi pfiklady, kterd viak vynélez nemaai omezovat.

Pﬁ{kledy srovedeni vynédlezu

Friklad 1

Eyla syntetizovdna C-termindlnd extendovand foraa
zékladniho peptidu a) s Fet&zcenm

Asp-Gln-Ser-Leu-Lys-Giy-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala~Cys

pri pouZiti standardniho postupu na pevné fdzi (F-moc)

a pek byl vytvofen intramolekuldrni disulfidovy mistek
mezi obéma cysteinovymi zbytky. Peptid byl odSt&pen od
pryskyrice kyselinou trifluoroctovou a pak byl &i%t3n
filtraci na gelu, chromatografii na iontom&ni&i a vysoko=-
tlakou kapalinovou chromatografif{ v reversni fdzi. Gisto-
ta vygledndho peptidu byla vy33i ne% 85 %. Do molekuly
byl zafgzen C-termindlni alaninovy 2zbytek, aby bylo moino
snéze uskutelnit konjugaci. Feptid byl rozpuSit&n ve fyzio-
logickém roztoku chloridu sodného s fosfdtovym pufrea
(PBS, 5 mg/ml) a pek byl pfidén stejny objem ovalbuminu

‘
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(5 ug/ml) a psk byl piidén glutaraldehyd v xoned&né koncen-
traci 0,1 %. Sn¥s konjugdtu byla ponechdna 30 minut stéat a
pak byla emulgavéna s Freundovym pomocnym &inidlem. KaZda
ovce (5 ovei/skupina) byla imunisovéna 250 jug peptidu ve
Freundovd dplném pomocném prostiedku (FCA) a po 14 dnech
bylo podéno jesté stegn& mnozstv1 ve Freuidové neuplr.ém po-
mocném prostfedku (FIA). Dal3{ ddvky byly podény po 3 a% 4
tydnecnh ve FIA. Vzorky krve byly cdebrdny 7 az 10 dnd po
posle0n1 d4vce a byly zkoumdny na vazbu na obalovou bilkovi-
nu HIV.

Stanoveni protilétek proti syntetickéamu peptidu,
které rozpoznévaj{ obalovou bilkovinu HIV bylo provedenc
pbi pouziti rekombinantniho viru vaccinia (napfiklad Macket
M. a Smith G. L. (1986), J. zen. Virol. 67, 2067, obecnd
methologie), tento virus byl konstruovén tak, avy dosdlo k
expresi obalové bdlkoviny HIV na povrchu infikovanych bunék.
Tento postup je vyhcdny vzhledem k tomu, fe vazba na anti-
gen je wilena na povrchu bungk, infikovanych virem a z toho-
to dlivodu mGZe byt prﬁkaznéjéf ne? vazba na antigen v roz-
toku, protoZfe né&xtersd potenciéln{ epitopy ovalové biiaviny
mohou byt in vivo maskovédny v disledku interakce s fosfoli-
pidy v membrénd. Ledvinové bunky opic CV1, p&stovand v Jedné
vrstvE na mikrotitradnich plotnédch s 96 vyhloubenimi byly
infikovdny rekxombinantnin virem veccinia. Tato konstrukce
viru obsahovala gen, ktery je kodem pro obalovy glykoprotein
HIV a je zndmo, %e k expresi této létky a také ke zpracovini
této latky dochizi na povrchu infikovanych buné&k. Byly pro-
vedeny zkoufky s antiserem oveci ve dvojnésobném opekovéni.
inozstvi §O/u1 antisera v rdzné koncentraci bylo pfidéno do
vyhloubeni a smds byla inkubovéna 4 hodiny, pak byly bunky
dvakrét promyty a bylo piiddnc antiserum proti ovi{m bilko-
vindm, zna¥end peroxiddzou. Kladné reakce byla stanovena

. I . N v . “ 7 '
odedtenim optické hustoty prisludnym zarlzenia.

- - . ~ . . s . L
Bylio prok4zdno, Ze antisera proti peplidu maja

~ o’ v . - . . -’ »
zkPi%enou reakci a vysokou afinitu k obalové bilkoving
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HIV, k jej{ﬁ expresi dochdzi naz povrchu infikovanych bundk,
jak je zfejmé z tabulek 1 a2 1A. Tyto vysledky potvrzuj{, ze
uvedené protildtky proti peptidu budou cenné pro vyzkum i
pro diagnostickéd jifely.

Tabulkal

v ! . ’ s ¢ . . s . ‘
ZkitiZend reakce mezl serem ovci, imunizovanych konjugdétem
. . I'e . . ! . -1
peptidu (a) a rekombinzntni obalovou bilkovinou HIV, k
. » £ . . 2 S N s d -
jejiZ expresi dochg&zi na povrchu bundk opifich ledvin

zkfiZend reakce
s . . sx d .
kontrolni buné&ind linie bundk opifich
- . . [4 - Y - PN {
linie opidich ledvin ledvin s eypresi
obalovd =i
. JHIV
serun imunisovanych
I'4
ovel - tget
. - 4
soentroinl serum - -

T ab d 1 k a 1A

. .. . A ' . 7/ N N P
Typické titry positivnich antiser z oveil, imunisovanych
- . ’ . ° V. Y * . . ' -
xonjugdtem peptidh (a) pPi reakci s rekombinzntni obalo-

£ . - . s . - N 4 "
vou bilkovinou HIV, % jeJjiZ expresi dochézl ns povrchu
bunék opidich ledvin
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St¥edni hodnota optické
hustoty (fedZni sera)

vzorek sera {(titr) 1 1 1 - 1 1
50 250 1250 31250 156250
kontrolni serum ovce 0,344 0,288 0,197 0,012 0,016

serumn ovci, jimé bylo
pfedem podéno serum 0,736 0,636 0,432 0,140 0,052
1 : 5000 a peptid (a)

Z uvedend tabulky Je zfejms, Ze i pFi velkém zledd-
4 ’ e . - . .
nl sera z pokusnych ovcl relativné& po kontrole je titr pod-
statné& zvy&en.

Priklad 2

Jednou z Uloh neuiralizujicich protildtek Je inhi-
bice pienosu viru z infikovanych bundk na bunky neinfiko-
vané. Prevence nebo omezeni rychlosti pferosa viru z T=bu-
n&% na mekrofdgy mdé podstatny vyznam, protoZe takto je moZ-
no podstatn& prodloufit Zivot nemocnych s AIDS. Antisera
proti peptidu byla zkoumédne na svou schopnost zpbsobit in-
hibici tvorby syncitii in vitro. Jde o velké bunky s mnoha
jédry, které vzniknou v disledku tvorby "mistkd"™ mezi bua-
kemi, infikovanymi HIV.

Byla syntetizovdna C-terminé&lné extendovand forma
z S 4 . s ~ %
zdkladniho peptidu a) s etdzcen

Asp-Gln-Ser-Leu~-Lys-Gly-Ile-Trp-
Gly-Cys-Ser-Gly-Lys-Leu-Ala-Cys
s intramolekuldrnim disulfidovyu mbstkem mezi dvdma cys-

teirnovymi zbytky. Tato forma byla syntetizcvéna, CiSténe,
. , Y oo . . . . 'e . .
konjugovéna a uzita k imunizaci skupin ovecl stejné Jjako
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v pfikladu 1. Antisera proti peptidu byla uzita pii pokusu
na neutralizaci HIV in vitro. Protildtky proti peptigdu byly
pridédny ke kultufe lidskych T-lyafocytd in vitro, infikova-
nych vysoce virulentnim kmenea HIV a ke kultuPe neinfikova~
nych 1idskych mekrofégf. Bylo prokdzdno, Ze antisera proti
peptidu zpd ugl inhibici tvorby syncitif{ v této sm&sné
populaci T-bun&k a makrofégl, vystavend udinku virulentni-
ho kmene HIVI, coZ znamend, Ze do%lo k inhibici plenosu in-
fexce z T-bun&k na makrofdgy.

Bylo prokézéno zZe protildtky mchou zabrdnit infek-

ci mekrofégd virem HIV a jsou tedy v towto pokusu in vitro
V4 . . . . v - . .
neutiralizalni, kdeZfto v kontrolni kultule dec3lo ¥ infekci

)

(¢

makrofdgl, Jjak je zP:

3 caé z tatulky 2.

Tabulika 2
. . / . P . . -
izace virulentniho mene HIV v kuliude in vitro
n T-lymfocytl, infikovanych HIV a neinfikovanye

RKyC
aakrofédgl. +++ znzaond vysokou droven infekce, "= znusme-~
&in ti infekci

o
ms
[fS
,_J
!
O
<

(@
(@]
o
H
m
oo
<

ke

H

e}
,.

bun&dna kultura : : drceven infekce

makroiéga

T-lynfocyty, infikovend virem HIV
a neinfikovzand wakrofédgy +++

T~lymfocyty, infik
nelnllkOV°n5 asxrol

A
proti pepticdu a) -

V pokusu na tvortu syncitii bylie rovu&Z vyhodnccena
POsi ivni sutisera proti peptidu A. Tento pckus urduje
schopnost antisera zabrénit pfenos %Zivého HIV z infikova-
nych na neinfikovand bunky a zabrénit fizi bundk, ke xters
wiZe dochézet reaktivitou mezi glykoproteinem viru (gpl60)
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1

124

4 - 1N S s
a molekulou CD4. Stanoveni bylo provdad&no detexcl syncit
a stanovenim jejich podtu.

Pokus byl proveden takto: znéméd koncentrace btundiné
linie, kterd produkuje HIV (CD+4) a podporuje aktivni re-
plikaci viru se tPfikrdt promyje a pak se pfida zkouamand an-
tiéerum v razném Peddni. Sm¥s se inkubuje 30 minut p¥i tép—‘
lots 37 °c, pak se bunky safisi v urditém poaZru s indikdto-
rovou bunddndu linii CD4+, vysoce infikovatelncu HIV a snad-
nc vytvéfej{c{ syncitia. Bunky se dennd pozoruji e sleduje
se tvorbta t&chto velkzych buné&lnych dtvari.

Jak je zifejmé z tabulky 3, mohou protildtky proti
peptidu a) zabrénit tvorb& syncitif.

Tabulka 3

‘o s . ' . v . ' + & . v »
Inhibice tvorby syncitii mezi bunkami, produ(ualc{ml HIV
. ‘s N 4 .
a indikdtorovou bun&lrnou iinil antiserenm

. . . . . . L
vzorek sera inhibice tvorby syncitii

antiserum proii peptidu a) + (3/5 zvirat)

2= e e
normalini serum OVCl -

o

RBaznd sera nemocnych, infikovanych HIV I v raznych
stédifch postupu choroby AIDS, od asymptomatickych nemocnych
aZz k nemocnym s pln& vyvinutymi pitiznaky byla odevrédna tak,
aby bylo moino ziskat representativn{ obraz reasxtivity ser
t&chto nemocnych se syntetickymi peptidy pri zkoudce ELISA.

ZkouSka ELISA mG%e stanovit stupen reaktivity syn-
e
\

g
tetickych peptidd {(analogickych oblasti gpl20 nebo gp4l



transmembrénové bilkoviny HIV I, s protilétkou proti povr-

chovému glykoproteinu KHIV I v seru nemocnych, které Jjsou
] '4 . .

positivni na tento virus.

100 antiser od positivnich nemocnych bylo uvedeno :
Co reakege se syntetickym peptidem a). Dv& z t&chto ser
(od a2symptomatickych nemocnﬁch) obszhovala neutralizujic{
protildtky proti HIV a tato sere vykszovala zkPiZenou re-
akci s pepiidean a), Jak Je zfejmébz tabulky 4.

Tabulka 4

va ’ o = - . - ( -
ZxPi’end reakce peptidu a) se dvéma positivnimi antisery
na HIV od asymptomatickych nemocnych

Vzorek optickd hustota
(peptid a))
pufr 0,056
normélni serum 1/1GO 0,476
1/1C00 0,140
HIV positivn{ (1) 1/1C0 ~2,0
| -~ 1/1000 . ~2,C
HIV positivni (2) 1/100 >2,07
>2,0 . opakovéni

1,37
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PATENTOVE HNAROKY

1. Synteticky polypeptid s alespon jednou antigenn{

' e . v . .

- vlastnosti obslové bilkoviny alespon jednoho kmene viru
. . s 3 -y - v P ¢ '
. lidské imunodeficience HIV, vy znadcujici s e
4 - Ky ~ ~ . - . ’
. t1a, Ze je tvoren Tretézcem aminokyselin obecndho vzor-
ce I
¥X-R+-K.-R.-R,-R.-R,~-R.-Trp~ -

o~
]
~r

xde

Rl znemend Asp nebo Glu,

R2 znamend zoytek aminokyseliny ze skupiny Gly, Ala,
Pro, Ser, Thr, Asn, nebo Gln,

R3 znameng zbytek sminokyseliny ze skupiny Gly, Ala,
Pro, Ser, Thr, Asp, Glu, Asn, Lys, His, Gln nebo
ATg,

—- ~ . ! st iy . sk et
Byy Rg 2 Ry; znsmenajl nezdvisle na sob& Jakrkoliv zbytek
) aninokyseliny,

. L P . . . «
znsmenajl nezdvisle na sobd zbytek aminokyseliny

s

A
)

o3

. ze skupiny Gly, Ala, Pro, Ser, Thr nebo Asn,

27 znemend zbytek aminokyseliny ze skupiny Gly, Ale,
val, Leu, Ile, Ser, Zhr, Asn, Gln, rre, Tyr, Trp,
Cys, Ket nebo Pro, '

— . L s .« v . P .
R9 8 Ry, znaumenajl nezdvisle na sobd zbytex eminokyseliny
ze skupiny Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys, Fhe,
Tyr nebo Trp,

10 znaaend zbytek aminckyseliny ze skupiny Lys, His
nebo Arg a
XayY mohou rezdvisle na sob& chybét nebo mohou znamenat

1 nébo vEts{ polet, naptiklsd tfi daldi zbytky
aminokyselin.
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2. Zpisob vyroby syntetického polypeptidu podle
néroku 1, vyznad&ujici se t {a y 2e se zbyti-
ky sminokyselin vd%i chemickym nebo biologickym zpGsobem
nebo rekombinantni technikou a polypeptid se izoluje.

3." Zpasob podle néroku 2, vy zna & u j {cd
se tinm , Z2e R2 znemend Gln nebo Thr, R3 znamend Ser,
Asn, Gln, Ar§ nebo Ala, R4 znawend Leu, Ile, Gln nebo Arg,
RS Jj¢ Leu nebo Lys, R6 Je Gly nebo Asn, R7 znaaena Gly,
Ala, Leu, ;le, Val, Met, Cys, Fhe, Tyr, Trp nebo Ser, RB
znemend Ser nebo Ala, Rg znazmend Gly nebo Fhe, RlO znane-
na Arg. ncbo’Lys, Rll znamend Leu, His, Ile, Gln a BIZ
znanend Ala, Ile nebo Val.

4. ZpGsob podle néroku 3, vyznsa &ugjici
se tinm , 2¢ polypeptid je tvoPen fetdzcem zminockyselin
otecného vzorce II

X-Asp-Gln-R,-Leu-R.-Gly-R,~Trp-Gly-
P )L 5 er, p=G1y

- (1D
Cys-Ser—Gly—Lys—Rll—Rlz-Cys—
kde
R3, RB’ Ryq 2 Ry 5 maji vyznaa, uvedeny v néroku 3,
R, znamend zbytek Gly, Ala, Leu, Ile, Val, Met, Cys,

rlie, Tyr nebo Trp a

XaXY monou nezévisle na sob? chybdt nebo znamenat gcoen
nebo vit&{ polet zbytkl aminokyselin.

5. Zplsob podle ndrcku 4, vy zneadugjieci
se tim, Ze R3 znzmend Ser, Asn, Gin, nebo Arg, Rll

znemend Leu, His nebo Ile a R12 znamengd Ile nebo Ala.

o L. ’ < ,
6. Zpisob podle ndroku 5, vy znadugjici

s e tia, Ze

— -

Je 1Ile, Phe, ilet, Val nebo Leu.

~)




- ® . 4 I'4
7. Zpasob podle néroku 6, vy zna Tuajilc

se t im, Ze R3 znamend Ser nebo Asn 2 R5 je Lys.

8. Zpasob podle nérokl 2 a2 7, vyzna & u 3 { -
ci se t ja, Ze polypeptid Je mo¥no vyjédrit vzorcem

X—Asp—Gln-SereLeu-Lys—Gly—Ile—Trp-

Gly-Cys—Ser—Gly—Lys-Leu—Ala—Cys-Y

vde X a Y mohou ne Zvisle na sObE chyobé&t nebo znamenat Jjeden
¢ ¢

z4&Vis
nebo v&id1 po h zbytki aminokyselin.

[dY

~_ o Y . Z
g. Zpusob podlie€ ndroku 4, vy zn?@ gujrece
4 v - . - .
s e tim, 2 R3 spameng Gin nebo Arg, 35 je Leu, R7
snasend Ile, Fne 2 Met, Byq snemend Leu, His neco 1lle 2

snamend Alas

~ ~ . 4
10. ZpGsob podle ngroku 9, vy 2né#a gugjirci
€

?»Asp~&1n—Gln*Leu—Leu~Gly—Ile-Trp—

le—Cys—Ser—leéLys—Leu—Ala—Cys—Y

o

Kde » T dunl ) nezAvis ~ebo znewsmat
. = 4™ : : PP, PN
jeden neto Voo LUy LKW b iliGhySI27
-~ 2 - 2 . - P 4 4
11. Zpasocb podle nErosu Iy vy zna z 31 ¢ 3
s & t ina, Ze polypeptia g6 syoren Pet&zced sminokyse-
1in obecného vzorce 11T
X—R1-32~R3—RA—PS—Ash—Ser—Trp—ﬁly~Cys—Ala—

?heQArg~Gln—Val—Cys-!

kde

snemeng Glu aebod Lsp
fudi ]

»-



R, zranend Thr nebo Gln,

R3 je Ser, Asn, Arg, Gln neto Ala,

B4 znemend Leu, Ile, Arg nebo Gln,

RS znanenad Lys nebo Leu a

X a Y aohou nezévisle na sob? chybdt nebo znamenat jecen
neto v3i%1 polfet zbytkd aminokyselin. |

12, Zpdsocb podle ndrcku 3 nebo 11, vy znalu
i 7 ' -~ ¢ = . > ~
jici se L 1a, Ze polypepiid Je tvoren Tetézcen
acinokyselin obecnéno vzeorce I1la

~Glu-Thr-R —Ré—Lys—Asn~Ser-Trp~Gly-

-~

Cys—~Ala-Fne-Arg-Gin-Vel-Cys-Y

kée
R3 znakend Ser, Asn, Arg, GIn nebo ALa,
R, znamend Leu, Ile, Arg nebo Gln,
Lr
¥ a ¥ w@chou rnezévisle na sob¥ chybdt nebo znsmenat Jeden
3 V"g-‘.’ x | S T U T N P 3
1nebo vaétgéi po ue zbytkd eminokyselin.
13. Zptsob podle ngroku 12, vy znaduji-
4 - - ! .
c{ se tiam, Ze n3 nemend Ser v pripadé, Ze R4 Zna-
nend Ile nebo RB znamend Ala v pPipad&, Ze 34 znameng Arg
riebo GLn.
14. Zpasob podle ngrokd 2 a¥ 13, vy znacu-
'4 4 ' . , N PR -
jici se tim, Ze cysteincvé zbytky v polohdch 10
a 16 polypeptidu jsou vézdny uvnitf molekuly disulfidovyai
nastky.

15. Zpasob vyroby synteticksho polypeptidu obecné
ho vzorce IV

{La»F]m—[Lb~G) -L (1IV)

»a




steiné nebo rhzné,
a, b, ¢ mohou T

@ an Jsou kladnd gisia,

4 +
1 v

1

~
]

3 s €

vyzna?a g u
nepo biologicky nebo r
zbytky a polypeptid se izcluje.

gicky nebo revombinentni t

1in s vysledny polypepti

kde
T a G wohou snamenat nezévisie
nho vzorce I aZz I1Ia,
. L je vazny petdzec, prl

gem¥ razn

ezdvisle na sob& znamen

I

1B,
o e . o

ekombinantul technni

16. Zpisob vyroody syntetic

echnikou véri zbytky

na sobé polypeptid obecné-

& Petdzce L monou byt

at ¥{slo O nebo 1 a

e se postupnd chenicky
N . £
ou na sebe vazl

kého pclypeptidu obecného

vzorce V
- C‘" 1 S ~ "‘G’ -7 V\
Ly { LigF (-6l L (v
kde
¥ je polypeptid podle nékterdno ze vzorca I a% Ills,
G je polypeptid podle n&xterého ze vzored I 8%z Ilis,
nebo jiny Fetdzec,
je vezny Fetdze’ i%ens jed.oilivé Fetlzce L
"~ byt os? o ruzné,
. e aans 2{51E
an Jsou x.."na gisla o
a e mohou nezavisle = nat O nsbo 1,
~ . 'e . I'e - . . .
tyznadujsrel S e t 1w, 2zt st chemicky, biolo-

cminoxyse-

d se izoluje.

- [ 2 € - . 4
17. Zpasob pocdle ndroka 2 a¥ 16, vy zna g u j 1
c{ se tim, Ze polypeptia obsahuje retro-inversc
aminokyseliny.
L. - o - v . 4
15. Zpasob podle ndrokd 2 a% 14, vy zna gu Jjr-
z 4 ~ .~ N . . ’ s
ci se ti1m, =t polypeptid ot sahuje antigenng vyznainy
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subfragment nebo variantu polypeptidu, tsk, Jak byl popsén
v ngrocich ‘2 a% 14.

~ < v o~ v 4
19. Zplsob podle nérokd 2 a¥ 18, vy z n a & u joi-
'4 e - oo o= e . h .
¢x1 se tim, Ze polypepiid navic obszhuje alespon Je- A
cden epitop T-bundk.

I'd
¢ i1 s e %
vaxcinu.,

’ N . . Y 4 I'e
2l. Zpdsob vyroby vakciny, vy zna &u j { ¢ {
e

se tim, Z

s

S L v oo o v .2 - .
misi alespon Jeden synteticky polypeptid

0]

podle ndrokd 2 a%? 20, ktery md%e vyvolat imunitu protifale-
.o N . . 2 ’ -

spon Jjednomu kmeni HIV s jednim nebo vit3im podteam farma-

ceuticky prijatelnych pozoccnych létek a/n2bo nosild.

22. Sestzva pro detekci HIV nebo protildtek proti
crr . s 7 7 y ¢ .
HIV v znadujici se& tim ., 3%e chsahuie
s J ? J

0

1 ‘

Q14

alespon jeden synteticky polypeptid podle néreka 2 a

\

- .

o v © i
23. ZplGsob podle néroxt 2 aZz 19, vy zna & u ji-~
y _
1

z
[ . N “ oo ) ~ 4 . .
ci se tLiw, Zs se uzije postupu s vyuZitim rekombi-

rd

rnantni DHA.

24. Zpasob vyroby farmaceutickdho prostfedku, v -
. £ I'e N 7 . < . N « .
znadujilci se tim, Ze prostfedek obsahuje

jako svou Udinnou sloku alespon jedenn polypeptid podle

o ~ ~ . - - ~ s ’ »
négrokd 2 zZ 20 a jeden nebo vEtZi poet pomocnych ldtek
a/nebo rnosida.

25. Pouzit{ syntetickéno polypeptidu , vyrobendho
podle ndrokd 2 aZ 20 pro vyrobu farmaceutickych prostfed-
kG pro 14&bu a profylaxi infekce HIV u ssaved a/nebo pro
stimulaci imunologického systému ssavel a/nebo pro bloko-
véni bundinych receptord pro virus HIV.



r
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26. ZpGsob vyroby protildtek nebo jejich fragmenti,
¥terd se mohou vézat na antigen, zejména synteticky poly-
peptid, vyrobeny podle ndrokG 2 8% 14, vy zn a & u J {-
c{ se tin , 2e se imunizuje ssavec:syntetickym poly-
peptidem, vyrobenym podle ndrokd 2 s% 21 a protilatky se
izoluj{.

27. Diagnostické sestava pro detekci HIV nebo pro-
tildtek proti HIV, vy znadu jici se tiam, Ze
obsahuje alespon jednu protildtku nebo fragument této pro-
til4tky, ktery vaZe antigen, specificky synteticky poly-
peptid podle ndrokd 2 a2 4.

26.2pGsob vyroby farmsceutického prostifecdku, v y -
! / ’ o . ¢ x 2 .
znadldujici se tim, #Ze jsko svou dlinnou sloi-
xu obsahuje protildtku nebo fragment této protildiky, kie-
ry se specificky védZe na synteticky polypeptid, vyrobeny
- © ~ . - Id ,

podle ndrokd 2 a% 14 z jednu nebto vEtEl polet pomocnych

tex a/nebo rosidt, prijatelnych z TFermaceutickéno hle-

' 29, Zpascb podle ndroku 24 nebo ¢8, vy znadu-
5ici se tdim, %e se ddle ais{ AZT a/nebo inhibitor
protedzy HIV se syntetickym polypeptidem nebo protildtkou

nebo fragmentem této protildtky, ktery se véZie na antigen.

30. Zpasob diagnostiky infekce virem HIP u ssav-

« £
cd, vyznaduijdi

ci{ se tim, %e se inxubuje
vzorek tkdnd nebo tZlesné tekutiny tohoto ssavce s Gdinnym
mnofstvim protiidtky nebo Fragmentu tdéto protildtky, ktery
je schopen vazby na antigen a specificky se vdZie na synte-
ticky polypeptid, vyrobeny podle nérokl 2 aZ 14, naleZ se
prokazuje zda a do Jaxd ziry a/nebo jakou rychlosti do-
chdzi ke vzniku zkPiZené reakce mezi uvedenym vzorkem a
protildatkou. |



31. Zpasob diagnostiky infekce virem HIV nebo pii-
tomnosti protildtek proti HIV nebo fragmentl této proti-
14tky, kieré jsou schopnd se vézat na antigen, v.y z n a -
& u jJ {c4{ se tiwm, %e se inkubuje viorek t&lesnd
tekutiny s alespon jedn{m polypeptidem, kiery byl vyroben
zpisoben podle ndrokd 2 az 20.

,p{é?(l. Fa
JUD%}/Z(d;ﬁﬁa/KbgﬁibVA a

advokatka
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