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Zesilujici peptidové sekvence odvozené ptivodné od riznych
proteinovych sekvenci retrovirového obalu (gp41), které
zlepSuji farmakokinetické vlastnosti kteréhokoli
polypeptidového jdra, na které jsou navazany. Regeni je
zaloZeno na objevu, Ze hybridni polypeptidy obsahujici
zesilujici peptidové sekvence navizané na polypeptidové
jadro maji zlepgené farmakokinetické vlastnosti, jako je
zvyseny polo&as. Refeni se dale tyka zpiisobi zlepseni
farmakokinetickych vlastnosti jakéhokoli polypeptidového
jadra navézanim zesilujicich peptidovych sekvenci na
polypeptidové jadro. Polypeptidova jadra pouZivana pii
provedeni feSeni mohou obsahovat jakykoli farmaceuticky
pouZitelny peptid, ktery miiZe byt pouZit napiiklad jako
1é&ebny nebo preventivni prostiedek.
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Hybridni polypeptid B _ 7%

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka zesilujicich (enhancer) peptidovych
sekvenci plvodné odvozenych od rlznych proteinovych sekvenci
retrovirového obalu (gp41), které zlepébuji farmakokinetické vlastnosti
jakéhokoli polypeptidového jadra, na které jsou navazany. Vynalez je
z &asti zaloZen na objevu, Ze hybridni polypeptidy obsahujici zesilujici
peptidove sekvence navazané na polypeptidové jadro (core
polypeptide) maji zlepSené farmakokinetické vlastnosti, jako je
zvy$eny pologas. Vynalez se dale tyka novych antifuzogennich a/nebo
antivirovych peptidl véetné takovych peptidd, které obsahuji tyto
zesilujici peptidové sekvence, a zplsobl pouziti téchto peptidd.
Vynalez se dale tykd zpUsobl zlepSovani farmakokinetickych
vlastnosti jakéhokoli polypeptidového jadra navazanim zesilujicich
peptidovych sekvenci na toto polypeptidove jadro. Mezi polypeptidova
jadra pouzitelna pfi provadéni tohoto vynalezu mulze patfit jakykoli
farmakologicky vyuZitelny peptid, ktery mbze byt napfiklad pouZit
k terapeutickym nebo preventivnim Uéeliim. V neomezujicim provedeni
je vynalez demonstrovan na pfikladu, u kterého je ukazano, Ze
hybridni polypeptid obsahujici napfiklad polypeptidova jadro HIV
navazané na zesilujici peptidové sekvence, je silnym, necytotoxickym
inhibitorem infekce HIV-1, HIV-2 a SIV. Navic byly zesilujici peptidoveé
sekvence podle pfedkladaného vyndlezu navazany na polypeptidove
jadro viru respiragniho syncytia (RSV) a polypeptidove jadro receptoru
luteinizaéniho hormonu (LH-RH). V kazdém pfipadé bylo zjisténo, ze
hybridni polypeptid mé& zlepSené farmakokineticke vlastnosti, a Ze

hybridny polypeptid RSV vykazoval podstatnou aktivitu proti RSV.
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Dosavadni stav techniky

Tato piihladka navazuje (continuation-in-part) na pfihlasku No.
09/350,641, 9. tervence 1999, ktera navazuje na piihlasku No.
09/315,304, 20. kvétna 1999, kitera navazuje na pfihlasku No.
09/082,279, 20. kvétna 1998, pfic¢emZ obsah v§ech téchto pfihlasek je

zarazen ve svém celku odkazem.

Polypeptidové produkty maji  Sirokou Skalu pouZiti jako
terapeutické a/nebo profylaktické latky pro prevenci a |éCeni
onemocné&ni. Mnoho polypeptidil je schopno regulovat biochemické
nebo fyziologické procesy bud pro prevenci onemocnéni nebo pro
dosazeni zmirnéni pfiznak( spojenych s onemocnénim. Napfiklad

polypeptidy jako virové nebo bakterialni polypeptidy byly Uspésné

pouZivany jako vakciny pro prevenci patologickych onemocnéni.\

Peptidy byly dale Uspésné pouZivany jako terapeuticke prostfedky pro
lé&eni pfiznakl onemocnéni. Tyto peptidy spadaji do rdznych
kategorii, jako jsou napfiklad hormony, enzymy, imunomodulatory,

sérové proteiny a cytokiny.

Aby se mohly v cilovych mistech projevit patficné biologicke
a terapeutické G&inky polypeptidli, musi byt polypeptidy pfitomné ve
vhodnych koncentracich v misté plsobeni. Navic musi byt obecné
zachovana jejich strukturni integrita. Proto se fidi formulace
polypeptidl jako Ié¢iv pro terapeutické pouZiti chemickou povahou
a vlastnostmi polypeptidﬁ jako je jejich velikost a korhplexnost, jejich
konformaé&ni poZzadavky a jejich Casto kompliko_vané profily z hlediska
stability a rozpustnosti. Farmakokinetické viastnosti jakéhokoli
konkrétniho terapeuticky vyuzitelného peptidu jsou =zavislée na
biologické dostupnosti, distribuci a vylu¢ovani pfisluSneho peptidu.

Protoze mnoho biologicky aktivnich latek jako jsou peptidy
a proteiny se v téle rychle rozklada, pro vyvinuti u€innych systémdi je

kritické udrzeni stalych koncentraci peptidu v krevnim obehu pro
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zvyeni uginnosti takovych peptidd a pro minimalizaci vyskytu

a vaznosti nepfiznivych vedlejsich uginkd.

3.1 Podstata vynalezu

Piedkladany vynalez se v prvnim provedeni tyka zesilujicich
peptidovych sekvenci, které jsou plvodné odvozeny z rdznych
proteinovych sekvenci retrovirového obalu (gp41), tj. HIV-1, HIV-2 a
SIv, které  zesiluji ~ farmakokineticke vlastnosti . kteréhokoli
polypeptidového jadra, se kterym jsou spojeny. Vynalez je zaloZen na

piekvapivém vysledku, Ze jestlize se navazou popisované zesilujici

peptidové sekvence na kierékoli polypeptidové jadro . (core -

polypeptide), ziskany hybridni polypeptid ma zlepSené
farmakokinetické vlastnosti véetné napfiklad zvySeného polocasu
a snizené rychlosti vylu€ovani vzhledem - k samotnému
polypeptidovému jadru. Predkladany vynalez se dale tyka téchto
hybridnich polypeptidl a polypept}idovych jader a .novych polypeptidd,
které maji antifuzogenni Gg&inky, antivirové G¢inky a/nebo schopnost
modulovét intracelularni procesy, kterych ~se ucastni peptidové
struktury typu coiled-coil. Mezi tyto peptidy patii takové peptidy, které

obsahuji zesilujici peptidoveé sekvence.

Polypeptidova jadra mohou obsahovat jakékoli peptidy, které
mohou byt zavedeny do Zivého systému, napfiklad jakékoli peptidy
schopné fungovat jako terapeutické, profylaktické nebo zobrazovaci
reagencie pouzitelné pro Iéeni nebo prevenci onemocnéni nebo pro
diagnostické nebo prognostické metody, vCetné metod zobrazovani in
vivo. Mezi tyto peptidy patfi napfiklad rdstové faktory, hormony,
cytokiny, angiogenni riastové faktory, polypeptidy extracelularni
matrice, receptorové ligandy, agonisté, antagonisté nebo inverzni
agonisté, latky zacilené na peptidy, jako jsou zobrazovaci latky nebo

cytotoxické zacilené latky, nebo polypeptidy vykazujici antifuzogenni



10

15

20

25

Y3

a/nebo antivirové Gdinky, a peptidy nebo polypeptidy fungujici jako
antigeny nebo imunogeny, v&etné napfiklad virovych a bakterialnich

polypeptidd.

Vynalez se dale tyka zplsobl zesileni farmakokinetickych

viastnosti jakéhokoli polypeptidového jadra navazanim

polypeptidového jadra na zesilujici peptidové sekvence za vytvoFe'ni'

hybridnich polypeptidd.

Vynélez se jeste dale tyka zplisobll pouziti zde popisovanych
polypeptidl, vietne hyb‘ridnich polypeptidi obsahujicich zesilujici
peptidové sekvence. Mezi zplsoby podle vynalezu patfi napriklad
zpUsoby sniZovani nebo inhibice virové infekce, napfiklad HIV-1, HIV-
2. RSV, spalnitky, chfipka, parainfluenza, virus Epstein-Barrove a
virus hepatitidy, a/nebo bunétné flize indukované viry. Zesilujici
peptidové sekvence ’podle vynalezu mohou byt navic pouZzity pro
zvydeni poloasu polypeptidového jadra, na které byly navazany
sekvence zesilujiciho peptidu, in vitro nebo ex-vivo, napfiklad zesilujici
peptidové sekvence mohou  zvysit polo¢as  navazaneho
polypeptidového jadra v bunééné kulture nebo ve vzorcich bunék nebo
tkané.

Vynalez je ukazan na pfikladech, kde je ukazano, Ze hybridni
polypeptidy obsahujici polypeptido{/é jadro HIV navazané na zesilujici
peptidové sekvence maji znacné zlepsené farmakokinetické vlastnosti
a pusobi jako silné, necytotoxické inhibitory infekce HIV-1, HIV-2 a
SIV. Vynalez je dale demonstrovan na pfikladech, ve kterych je
ukazano, e hybridni polypeptidy obsahujici polypeptidové jadro RSV
nebo polypeptid luteinizaéniho hormonu, maji znacné zlepSené
farmakokinetické vlastnosti. Navic bylo zji§t&€no, Ze hybridni polypeptid
RSV mél vyznamnou anti-RSV aktivitu.
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3.2 Definice

Peptidy, polypeptidy a proteiny jsou zde definovany jako
organické slouéeniny obsahujici dvé nebo vice kovalentné navazanych
aminokyselin, napfiklad peptidovymi amidovymi vazbami. Peptidy,
polypeptidy a proteiny mohou také obsahovat aminokyseliny, které se
nevyskytuji v pfirodé, a jakékoli modifikace a dal$i aminové
a karboxylové skupiny, jak se zde popisuje. Terminy ,peptid,’

,polypeptid* a ,protein“ se zde proto pouzivaji zaménitelné.

Peptidové sekvence definované v predkladaném vynalezu jsou
znazornény nasledujicimi jednopismenovymi symboly pro zbytky

aminokyselin:

A (alanin)
R (arginin)

| N (asparagin)
D (kyselina asparagova)
C (cystein)

~ Q (glutamin)
E (kyselina glutamova)
G (glycin)
H (histidin)
| (isoleucin)
L (leucin)
K (lysin)
M (methionin)
F (fenylalanin)
P (prolin)
S (serin)-
T (threonin)
W (tryptofan)
Y (tyrosin)
V (valin)
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Zesilujici peptidové sekvence” (,enhancer peptide sequences®)
jsou definovany jako peptidy, které maji nasledujici konvencni

(consensus) aminokyselinové sekvence:

COWXXWXXXTE, WX XWXXXE, , WXXWXXE,  WXXWXE,  WXXWE,
JWXXXWXWXS,  XXXWXWIXE, XXWXWXE, O XWXWXS,  WXWXE,
WXXXWXWE, WXXXWXE, WXXXWE, - IXXXWXXWE, - XXXWXXWE,
OXCWXXWE, O XWXXWE, O XWXWXXXW, XWXWXXXE, XWXWXXE,
SHKWXWXE,  XWXWY, ',,WXWXXXW“ nebo XWXXXW*, kde X miZe byt
jakakoli aminokyselina, W znamena tryptofan a | znamena isoleucin.
Jak se popisuje dale, zesilujici peptidové sekvence podle vynélezu
zahrnuji také peptidové sekvence, které jsou jinak stejné jako
konvenéni arhinokyselinové sekvence, ale obsahuji substituce, inzerce
nebo delece aminokyselin, které v8ak nesnizuji schopnost peptidu
zesilovat farmakokinetické vlastnosti polypeptidového jadra, na které
jsou navazany, vzhledem k farmakokinetickym vlastnostem samotného

polypeptidového jadra.

,Polypeptidové jadro“ (core polypeptid), jak se zde pouziva,
oznaduje jakykoli polypeptid, ktery mlZe byt zaveden do zivého
systému a predstavuje tak biologicky aktivni molekulu, napfiklad
jakykoli polypeptid, ktery muaZe fungovat jako farmakologicky

pou2|telny peptid pro léCeni nebo prevenci onemocneni.

,Hybridni polypeptid®, Jak se zde pouzwa oznacuje Jakykoh
polypeptid obsahujici aminokoncovou, karboxykoncovou nebo amino-
a karboxykoncovou sekvenci zesilujiciho peptidu a polypeptidove
jadro. Sekvence zesilujiciho peptidu je typicky navazana pfimo na
polypeptidové jadro. Je tfeba rozumét, Ze zesilujici polypeptid mlze
byt také navazan na mezilehlou aminokyselinovou sekvenci pfitomnou

mezi sekvenci zesilujiciho peptidu a polypeptidovym jadrem.
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JAntifuzogenni* a ,plsobici proti fizi s-membranou®, jak se zde
pouzivd, oznaluje schopnost peptidu inhibovat 'nebo omezovat miru
faznich dé&ji mezi dvéma nebo vice strukturami, napiiklad bunéénymi
membranami nebo obaly viru nebo pilusy, vzhledem k mife
membranové fuze, ke které dochazi mezi strukturami v nepfitomnosti

peptidu.

JAntivirovy”, jak se zde pouziva, oznacuje schopnost peptidu
inhibovat virovou infekci bun&k prostfednictvim napfiklad bunécne
fuze nebo infekce volnym virem. Tato infekce mize zahrnovat
membranovou fazi, jak k tomu dochazi v pfipadé virl opatfenych
obaly, nebo jiny fuzni dé&j zahrnujici virovou strukturu a bunécénou
strukturu, napfiklad fuze virového pilusu a bakterialni membrany pfi

konjugaci bakterii.

4. Prehled obrazkt na vykresech

Obr. 1. Hybridni polypeptidy. Zesilujici peptidové sekvence
odvozené od domnélych N-koncovych a C-koncovych interaktivnich
oblasti jsou znazornény navazané na obecné polypeptidové jadro.
Konzervované sekvence zesilujiciho peptid jsou vystinovany. Je tieba
zdQraznit, Zze uvedené sekvence zesilujiciho peptidu mohou byt
pouzity bud jako N-koncové, C-koncové nebo N- a C-koncové
pfidavky. Navic mohou byt zesilujici peptidové sekvence pfidany
k polypeptidovému jadru v dopfedné nebo reverzni orientaci, jednotlivé
nebo v jakékoli mozné kombinaci, aby se dosahlo zesileni

farmakokinetickych viastnosti peptidu.

Obr. 2A. Zesilujici peptidové sekvence odvozené od ruznych
sekvenci obalového proteinu (gp41) reprezentujici N-koncovou
interaktivni oblast pozorovanou ve v$ech dosud publikovanych
izolovanych sekvencich HIV-1, HIV-2 a SIV. Konetna sekvence
JWXXWXXXI“ oznaduje dohodnutou sekvenci.
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Obr. 2B. Zesilujici varianty peptidovych sekvenci odvozene od

riiznych sekvenci obalového proteinu (gp41) reprezentujici C--

koncovou interaktivni oblast pozorovanou ve vSech dosud
publikovanych izolovanych sekvencich HIV-1, HIV-2 a SIV. Konecna

sekvence ,WXXXWXWX" oznadéuje dohodnutou sekvenci.

Obr. 3. Porovnani titrG HIV-1 ve tkanich mys$i SCID-HuPBMC
infikovanych HIV-1 9320 pfi méfeni hladin P24 v testech spolecné
kultivace HUPBMC. Tento obrazek ukazuje srovnani inhibice vird T20
a T1249 in vivo.

Obr. 4A - 4B. Farmakokineticky profil v plasmé T1249 proti
kontrolnimu jadru T1387 u krys CD po i.v. injekci do 2 hod (obr. 4A) a
8 hod (obr. 4B). Polypeptid T1387 je polypeptidové jadro a polypeptid

T1249 je polypeptidové jadro navézané na zesilujici peptidove

sekvence.

Obr. 5. Farmakokineticky profil v plasmé polypeptidu T1249 proti
kontrole T20 u krys CD po i.v. podani. Polypeptid T1249 je hybridni
polypeptid polypeptidového jadra (T1387)> navazany na zesilujici
pe'ptidové sekvence. T20: n = 4; T1249: n = 3.

Obr. 6. Porovnani aktivity a cytotoxicity T20/T1249 anti-HIV-
1/lb. |

Obr. 7. Pfima vazba polypeptidu T1249 na konstrukt gp41
M41A178. '%51-T1249 byl &idtény HPLC na maximéalni specifickou
aktivitu. Je ukazana saturaéni vazba na M41A178 (fuzni protein
ektodomény gp41 postradajici T20 aminokyselinovou sekvenci)

imobilizovany v mikrotitraénich desti¢kach pfi koncentraci 0,5 mg/ml.

Obr. 8. Casovy pribé&h asociace/disociace T1249. Tyto vysledky
ukazuji, ze '?°1-T1249 a '*°|-T20 maji podobné vazebné afinity velikosti
1 az 2 nM. Rychlosti pogatedniho nab&hu a poklesu pro '*°1-T1249

byly podstatné niz8i neZ rychlosti 12%/.T20. Disociace navazaného
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radioligancu byla méfena po pfidani neznaceného peptidu na
koneénou koncentraci 10 ym v 1/10 celkového objemu testu.

Obr. 9. SoutéZeni o vazbu T1249 na M41A178. Neznaclené
T1249 a T20 byly titrovany v pfitomnosti jedno koncentrace bud 1231
T1249 nebo '#°I-T20. Ligand byl pfidan pro zahajeni inkubace tésné

po pFidéni neznaéeného peptidu.

Obr. 10A - 10B. Farmakokineticka profil v plasmé hybridnich
polypeptidli RSV T1301 (10A) a T1302 (10B) proti T786 u krys CD.

Obr. 11A. Test snizeni plakl. Hybridni polypeptid T1293 je
schopen inhibovat infekci virem RSV s hodnotou ICs0 2,6 pg/mi.

Obr. 11B. Test sniZeni plakl ukazuje schopnost hybridnich
polypeptidd RSV T1301, T1302 a T1303 inhibovat infekci RSV.

Obr. 12A a 12B. Farmakokineticky profil hybridniho polypeptid'u
luteinizaéniho hormonu T1324 proti T1323 u samcd krys CD.
Polypeptid T1323 je polypeptidové jadro luteinizaéniho hormonu a
polypeptid T1324 je hybridni polypeptid obsahujici polypeptidové jadro

navazané na zesilujici peptidové sekvence.

Obr. 13A - D. Sekvence hybridniho polypeptidu odvozené od
rGznych polypeptidovych jader. Sekvence polypeptidovych jader jsou
ukazany vystinované. Nevystinované aminokoncové a karboxykoncoveé

sekvence pfedstavuji zesilujici peptidové sekvence.

Obr. 14A - B. Spektra cirkularniho dichroismu (CD) pro T1249
v roztoku (fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem, pH 7) samotny
(10 uM pii 1 °C; obr. 14A) a v kombinaci s peptidem o délce 45 zbytkd
z vazebné domény HR1 gp41 (T1346); pIné &tverecky (M) znamenaji
teoretické spektrum CD pfedpovézené pro ,model bez interakce®,

zatimco skutedna spektra CD jsou reprezentovana pinymi krouzky (®).

Obr. 15. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu ukazujici

ochranu T1249 konstruktu gp41 M41A178 ze $tépeni proteindzou-K;
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draha 1: primerovy marker; draha 2: ne$tépeny M41A178; draha 3:
M41A178 inkubovany s proteinazou-K; ‘draha 4: netépeny T1249;
draha 5: T1249 inkubovany s proteinazou-K; draha 6: M41A178
inkubovany s T1249; draha 7: inkubace T1249 a M41A178 pied

piidavkem proteinazy K.

Obr. 16A - C. Farmakokinetické vlastnosti T1249 v albinotickych

krysach Sprague-Dawley; obr. 16A: farmakokinetické viastnosti T1249
pfi jediné podané davce kontinualni subkutanni infuzi; obr. 16B:
farmakokinetické vlastnosti v plasmé& T1249 podaného subkutanni
injekci (s.c.) nebo intravenozni injekci (i.v.); obr. 16C: kineticka

analyza T1249 v lymfé a plasmeé po intravendznim podani.

Obr. 17A - B.Farmakokinetické viastnosti T1249 u opic
cynomologus; obr. 17A: farmakokinetické vlastnosti v plasmé jediné
davky 0,8 mg/kg T1249 subkutanni (s.c.), intravenézni (i.v.) nebo
intramuskularni (i.m.) injekci; obr. 17B: farmakokinetické vlastnosti
v plasmé& u subkutanné podaného T1249 pfi tfech riznych davkach
(0,4 mg/kg, 0,8 mg/kg a 1,6 mg/kg).

Obr. 18A - 18D. Antivirova aktivita peptidi DP397 (—0O—), T649
(—Q—) a T1249 (—A—) u rlznych T649 rezistentnich kmen( HIV-1

pfi testovani testem infekénosti Magi-CCR-5; plna (horni) a garkovana

(dolni) vodorovna &ara na kazdém obrazku oznacuje hladiny 50%,
popfipadé 90% sniZeni infekce HIV-1; obr. 18A: antivirova aktivita
DP397. T649 a T1249 u kmene HIV-1 RF-649; obr. 18B: antivirova
aktivita DP397, T649 a T1249 u kmene HIV-1 DH012-649; obr. 18C:
antivirova aktivita DP397, T649 a T1249 u kmene HIV-1 3ETVQQQ;
obr. 18D: antivirova aktivita DP397, T649 a T1249 u kmene HIV-1
SIM-649.
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5. Podrobny popis vynalezu

Popisuji se peptidové sekvence oznadované jako zesilujici
peptidové sekvence odvozené od raznych proteinovych sekvenci
retrovirového  obalu (gp41), které jsou schopny zesilovat

farmakokinetické vlastnosti polypeptidovych jader, ke kterym jsou

| pfipojeny. Tyto zesilujici peptidové sekvence mohou byt\pouiity pfi

zplisobech  zesileni  farmakokinetickych  vlastnosti  kteréhokoli
polypeptidového jédra prostfednictvim  navazani  zesilujicich
peptidovych sekvenci na polypeptidove jadro, za vytvofeni hybridniho
polypeptidu se zlep$enymi farmakokinetickymi viastnostmi ve srovnani
se samotnym polypeptidovym jadrem. Mlze byt také zvySen polocas in
vitro polypeptidového jadra, na které - byly zesilujici peptidova
sekvence nebo vice téchto sekvenci navazany. Navazané zesilujici
peptidové sekvence mohou napfikiad zvysit polo¢as polypeptidového
jadra, jestlize je pfitomno v bunécné kultuife, tkanové kultufe nebo

vzorcich tkané pacienta, jako jsou buriky, tkané nebo jiné vzorky.

Polypeptidovd jadra hybridnich polypeptidd podle vynalezu
zahrnuji jakykoli peptid, ktery miZe byt zaveden do Zivého systému,
n'apﬁ’klad jakykoli peptid, ktery mize fungovat jako terapeuticky nebo
preventivni prostfedek pouzitelny pro lé6eni nebo prevenci
onemocnéni, nebo jako zobrazovaci prostfedek pouZitelny pro

zobrazovani struktur in vivo.

Popisuji se zde také peptidy véetné peptidl, ktere obsahuiji

~ zesilujici peptidové sekvence, které  maji antifuzogenni a/nebo

antivirové Gdinky. Dale se popisuji zplsoby pouziti téchto peptidl
véetné zplsobl sniZeni nebo inhibice virové infekce, a/nebo virem

indukované bunéc¢né fuze.
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5.1 Hybridni polypeptidy

Hybridni polypeptidy podle vynalezu obsahuji alespon jednu
zesilujici peptidovou sekvenci a polypeptidové jadro. Hybridni
polypeptidy podie vynalezu obsahuji s vyhodou alespoil dvé zesilujici

peptldove sekvence a polypeptid jadra, pfiCemz alespoil jeden

zesilujici peptid je v hybridnim polypeptldu prltomen ‘na aminovém - |

konci vzhledem k polypeptidu jadra, a alespori jedna zesilujici
peptidové sekvence j'e v hybridnim polypeptidu pfitomna na

karboxylovém konci vzhledem k polypeptidu jadra.

Zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu zahrnuji peptidove

sekvence odvozené plvodné od rlznych proteinovych sekvenci

. retrovirového obalu (gp 41), vCetné sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIV,

a jejich dale popisované specifické variace nebo modifikace.
Polypeptidoveé jadro mdZe obsahovat jakoukoli peptidovou sekvenci,
s vyhodou jakoukoli peptidovou sekvenci, ktera mize byt zavedena do
sivého systému, v&etné napfiklad peptidd pouZitelnych  pro
terapeutické, profylaktické nebo zobrazovaci ucely.

~ Hybridni polypeptid bude mit typicky délku v rozmezi pfiblizné
10 az pfiblizné 500 aminokyseli.novych zbytk(, pficemz vyhodna je
délka pfiblizné 10 aZ pfiblizné 100 aminokyselinovych zbytkd,

a nejvyhodné&jsi je délka pfiblizné 10 az pfiblizné 4‘0‘

aminokyselinovych zbytka.

Aniz by si autofi prali byt vazani jakoukoli konkrétni teorif,
struktura obalového proteinu je takova, Ze domnéla oblast a-
Sroubovice umisténd v C-koncové oblasti proteinu se podle
predpokladd asoCiuje s oblasti leucinového zipu umisténou v N-
koncové oblasti proteinu. Uspofadani N-koncové a C-koncové
zesilujici peptidové sekvence oblasti gp41 bylo pozorovano u vsech
v sou&asnosti publikovanych izolovanych sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIv

konvenénich aminokyselinovych sekvenci.
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Byly konkrétné identifikovany nasledujici konvenéni
aminokyselinové  sekvence reprezentujici- konvencni zesilujici
peptidové sekvence (konvenéni sekvence jsou dale uvedeny
v dopfednych (forward, tj. ve sméru 5" 3" pfislusného genu) a
reverznich (reverse, tj'. ve sméru 3° 5° pfislusného genu)
orientacioh, protoZze tyto zesilujici peptidové sekvence mohou byt
pouzity bud v dopfedné nebo reverzni orientaci: ,WXXWXX®*,
LWXXWXXXE, JVXXWXE, WXXWY, ,,WXXXWXWX“,' SXKXXWXWXE,
XXWXWXE XWXWXE,  JWXXXWX®,  WXXXWY, SIXXXWXXWE,

JHKXXWXXWE, OWXWXE, WXXXWXWE, O XXWXXWE, XWXXWY,

XWXWXXXW,  XWXWXXXE,  XWXWXXY, XWXWXE, SKWXWH,
JWXWXXXW* nebo XWXXXWE,  kde X muze byt jakakoli

aminokyselina, W znamena tryptofan a | znamena isoleucin. Dopfedné

orientace konvenénich aminokyselinovych sekvenci jsou ukazany v

obr. 1 a 2.

Zesilujici peptidova sekvence bude mit typicky délku pfiblizné 4,
56,7, 8,09, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 nebo 30 aminokyselinovych zbytkd, kde vyhodna je

v oew s

s s

aZ pfiblizn& 10 zbytkd a nejvyhodnéjsi je délka pfiblizné 6 az pfiblizné

-8 zbytku.

Ve vyhodném provedeni vynalezu obsahuji zesilujici peptidove
sekvence, které mohou byt pouzity pro zlepSeni farmakokinetickych
vlastnosti vyslednych hybridnfch polypeptid, specifické zesilujici
peptidové sekvence ukazané na obr. 2, 13, a v tabulce 1 niZe. Mezi
nejvyhodné&j§imi zesilujicimi peptidovymi sekvencemi jsou sekvence
obsahujici nasledujici aminokyselinovou sekvenci: SWQEWEQKI!® a
JWASLWEWEF*®. ’

Jako neomezujici ptiklad uvadi tabulka 1 niZe aminokyselinové
sekvence, které predstavuji vyhodna provedeni zesilujicich

peptidovych sekvenci mezi peptidovymi sekvencemi podle vynalezu.
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Je tfeba rozumét, e zatimco dopfedna orientace téchto sekvenci je
znazornéna nize, do ramce piedklddaného vynalezu spada také
reverzni orientace sekvenci. Napfiklad jestlize je dale znazornéna
dopfednéa orientace zesilujici peptidove sekvence JWMEWDREL, jeji
reverzni orientace, tj. ,JERDWEMW®, ma byt do vynalezu zahrnuta

také.

Tabulka 1

WMEWDRE|
WQEWERKV
WQEWEQKV
MTWMEWDREI
NNMTWMEWDREI
WQEWEQKVRYLEANI
NNMTWQEWEZKVRYLEANI
WNWFI
WQEWDREISNYTSLI
WQEWEREISAYTSLI
WQEWDREI
WQEWEI

WNWF

WQEW

WQAW

WQEWEQKI
WASLWNWF
WASLFNFF
WDVFTNWL
WASLWEWF
EWASLWEWF
WEWF

EWEWF
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IEWEWF
IEWEW

EWEW
WASLWEWF
WAGLWEWF
AKWASLWEWF -
AEWASLWEWF
WASLWAWF
AEWASLWAWF
AKWASLWAWF
WAGLWAWF
AEWAGLWAWF
WASLWAW
AEWASLWAW
WAGLWAW
AEWAGLWAW
DKWEWF
IEWASLWEWF
IKWASLWEWF
DEWEWF
GGWASLWNWF
GGWNWF

V dal§im vyhodném provedeni obsahuji konkrétni zesilujici
peptidove sekvence podle vynalezu zesilujici sekvence znazornené na
obr. 2, 13 a v tabulce 1, které obsahuji konzervativni substituce
aminokyselin v jedné, dvou nebo tfech polohach, kde uvedené
substituce nezmens$uji schopnost zesilujici peptidové sekvence
zlepSovat farmakokinetické vlastnosti hybridniho polypeptidu vzhiedem

k odpovidajicimu polypeptidovému jadru.

Nejvyhodngjsi je, jestlize tyto substituce vedou k zesilujicim

peptidovym sekvencim, které spadaji do nékteré z konvendénich
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sekvenci zesilujicich peptidovych sekvenci. Obecné se substituce tedy
provadéji na aminokyselinovych zbytcich odpovidajicich: poloham ,X*
znazornénych u konvenénich aminokyselinovych sekvenci uvedenych
vySe, a v obr. 1 a 2. _Konzervativni substituce* oznacuji substituce

aminokyselinovymi zbytky s podobnymi viastnostmi z hlediska naboje,

velikosti. a/nebo  hydrofobnich/hydrofilnich vlastnosti,  jako~

substituovany aminokyselinovy zbytek. Tyto viastnosti aminokyselin

jsou odbornikim v oboru dobfe znamé.

Ptedkladany vynalez dale poskytuje zesilujici peptidové
sekvence obsahujici amihokyéelinové sekvence z obr. 1, 2, 13 a
tabulky 1, které jsou jinak stejné, ale takové zesilujici peptidove
sekvence obsahuji jednu nebo vice adici aminokyselin (obecné ne vice
nez v délce pFiin:Z'né 15 aminokyselin), deleci (napfiklad zkraceni na
aminovém nebo jiném konci), nebo nekonzervativni substituce, které
véak nezmensuji schopnost vysledného zesilujiciho peptidu zlepSovat
farmakokinetické vlastnosti polypeptidovych jader, na ktera jsou
navazany, ve srovnani s polypeptidovymi jadry, ktera tyto zesilujici
peptidové sekvence neobsahuji. Adice nejsou obecné vétsi nez
pfiblizné 15 aminokyselinovych zbytkli a mohou obsahovat adice 1, 2,

3 4,5,6,7,8, 9,10, 11, 12, 13, 14 nebo 15 za sebou nasledujicich

“aminokyselinovych zbytkl. Celkovy pocet aminokysélinovych zbytkl

pfidanych k pavodnimu zesilujicimu peptidu neni s vyhodou vy3si nez

pfiblizné 15 aminokyselinovych zbytkd, vyhodnéji neni vétsi nez

pFiblizné 5 aminokyselinovych zbytkd.

Delece nejsou s vyhodou' vétdi nez pfiblizne celkem 3
aminokyselinové zbytky (bud za sebou nasledujicich nebo jinych
zbytk(), 1épe 2 aminokyselinové zbytky, nejvyhodnéji delece jedinych
aminokyselinovych zbytk(. Obecné budou delece aminokyselinovych
zbytkl odpovidat zbytkim ,X* zesilujicich konvenénich peptidovych

sekvenci.
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Zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu také obsahuji
konkrétni zesilujici peptidové sekvence znazornéné v obr. 2, 13 a
v tabulce 1, které obsahuji jednu, dvé nebo fFi nekonzervativni
substituce aminokyselin, pfiéemz vyhodné jsou dvé takoveé substituce,
a nejvyhodnéjs$i je jedna takova substituce. ,Nekonzervativni®
substituce oznaduji substituce aminokyselinovymi zbytky, které nemaji

podobny naboj, velikost a/nebo hydrofobné-hydrofilni vlastnosti jako

" nahrazované aminokyselinové zbytky. Tyto vlastnosti aminokyselin

jsou odborniklim v oboru dobfe znamy.

Navic substituce am-ihokyselin nérhusi byt, a v né&kterych
pfipadech s vyhodou nejsou, omezeny na geneticky koédované
aminokyseliny. Peptidy mohou ovSem obsahovat geneticky
nekédované aminokyseliny. Navic k pfirozen& se vyskytujicim

geneticky kédovanym aminokyselindm mohou byt  tedy

aminokyselinové zbytky v peptidech substituovany v pfirodé se

vyskytujicimi  nekédovanymi  aminokyselinami  a syntetickymi
éminokyselinami. Takové substituce mohou byt také pfitomny
v polypeptidovych jadrech hybridnich polypeptidii podle vynalezu, at
uz jsou pfitomny v zesilujici sekvenci nebo sekvencich uréitého

hybridniho polypeptidu, nebo nejsou.

Nékteré bézné pouzivané aminokyseliny, které poskytuji
pouzitelné substituce, zahrnuji bez omezeni B-alanin (B-Ala) a dalSi
omega-aminokyseliny jako je kyselina 3-aminopropionova, kyseliné
2.3-diaminopropionova (Dpr), kyselina 4-aminomésélné atd.; kyselina
a-aminoisomaselna (Aib); kyselina e-aminohexanova (Aha); kyselina p-
aminovalerova (Ava); N-methylglycin nebo sa’rkosin (MeGly); ornithin
(Orn); citrulin (Cit); t-butylalanin (t-BuA); t-butylglycin (t-BuG); N-
methylisoleucin (Melle); fenylglycin (Phg); cykiohexylalanin (Cha);
norleucin (Nle); naftylalanin (Nal); 4-chlorfenylalanin (Phe(4-Cl)); 2-
fluorfenylalanin ~ (Phe(2-F));  3-fluorfenylalanin  (Phe(3-F));  4-
fluorfenylalanin  (Phe(4-F)); penicilamin (Pen); kyselina 1,2,3,4-
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-tetrahydroisochinolin-3-karboxylova (Tic); pB-2-thienylalanin  (Thi);

‘methioninsulfoxid (MSO); homoarginin (hArg); N-acetyllysin (AcLys);

kyselina 2,4-diaminomaselna (Dbu); kyselina 2,3-diaminomaselna
(Dab); p-aminofenylalanin  (Phe(pNHy)); - N-methylvalin  (MeVal);

homocystein (hCys), homofenylalanin (hPhe) a homoserin (hSer);

whyd;gxyprolin (Hyp), homoprolin (hPro), methylované aminokyseliny,

cyklické analogy aminokyselin (pouZivané napriklad pro omezeni
aminokyselinovych zbytkl do urgitych konforma&nich stavl, napfiklad
ao'- a PP'-substituované cyklické aminokysél.iny, jako je kyselina 1-
—aminocyklopentankarbbxylové (cykloleucin) ~a kyselina B,B-
-cyklopentamethylen-B-merkaptopropionova (viz napf. Hruby a dalsi,
1990, Biochem. J. 268: 249 - 262) a peptoidy nebo oligopeptoidy (N-
substituovane aminokyse!iny, napf. N-substituované glyciny; viz napf.
Simon a dal$i, 1972, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 9367 - 9371).)

| kdyZ ve vétding pfipadd budou aminokyseliny peptidu
substituovany L-enantiomernimi aminokyselinami, substituce nejsou
na L-enantiomerni aminokyseliny omezeny. V definici jsou tedy také
zahrhuty ,mutované“ nebo ,pozménéné“ formy, kde L-aminokyselina je
nahfazena identickou D-aminokyselinou (napf. L-Arg - D—Arg), nebo D-
aminokyselinou stejné kategorie nebo subkategorie (napfikiad L-Arg -

D-Lys), a naopak. Tyto substituce mohou byt takeé pfitomny uvnitf

_polypeptidovych jader hybridnich polypeptidd podle vynalezu, at uz

jsou pritomny v zesilujici sekvenci nebo sekvencich urditého

hybridniho polypeptidu nebo nejsou.

Navic k vySe popsanym substitucim aminokyselin mohou byt
provedeny nahrady skupin postranniho fetézce, napfiklad zavedenim
methylové skupiny nebo pseudoisosterické skupiny s rozdilnymi
elektronovymi vlastnostmi (viz napfiklad Hruby a dalsi, 1990, Biochem.
J. 268: 249 - 262). Navic mohou byt mezi sousednimi atomy uhliku
aminokyselin zavedeny dvojné vazby a mohou byt vytvofeny cyklické

peptidy nebo analogy zavedenim kovalentnich vazeb, jako je vytvofeni
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amidové vazby mezi C-konci, mezi dvéma postrannimi fetézci nebo
mezi postrannim fetézcem a N- nebo C-koncem peptidu. Tyto
substituce mohou byt také pfitomny uvniti polypeptidového - jadra
hybridnich polypeptid podle vynalezu, at uz jsou pfitomny v zesilujici
sekvenci nebo sekvencich urgitého hybridniho polypeptidu, nebo
nejsou. '
Polypeptidové jadro a hybridni polypeptidy podle vynalezu
mohou byt také konjugovany s jednou nebo Vvice chemickymi
skupinami. Chemické skupiny pouZivané pro konjugaci nejsou
s vyhodou vyrazné toxické nebo imunogenni, tj. jakakoli toxicita nebo

imunogenicita pozorovand u konjugatu jadra nebo hybridniho

polypeptidu, neni vyznamné (tj. méné& nez 50 %) vy3si neZ pfipadna

.y

toxicita  nebo imunogenicita pozorova'né u odpovidajiciho
nemodifikovaného polypeptidového jadra nebo hybridniho polypeptidu.
Chemické modifikace jadra a/nebo hybridnich polypeptidd maji
ovliviovat farmakokinetické vlastnosti polypeptidu. Mezi tyto Gcinky

patfi sniZzeni nebo zvySeni Ucinnosti |€Civa, stability, biologické

aktivity, vyluovani, imunogenicity ‘a polo¢asu in vivo, stejné jako

aginky na katabolizaci, dopravu a lokalizaci polypeptidu. '

V jednom provedeni jsbu hybridni polypeptidy konjugovany
s jednou nebo vice chemickymi skupinami jak na Casti jadra, tak i na
gasti zesilujiciho polypeptidu. V dal8im provedeni jsou tyto modifikace
provedeny na polypeptidovém jadru nebo Castech zesilujiciho peptidu
hybridnich polypeptidd. V jesté dalSim provedeni je modifikovana
pouze &ast polypeptidového jadra hybridniho polypeptidu. V jeste
daldim provedeni je polypeptid jadra modifikovan jednou nebo vice
chemickymi skupinami, pfi¢emz tento polypeptid jadra neni pfitomen
jako &ast hybridniho polypeptidu. Napfiklad polypeptid jadra jako je
T1387 (Ac-TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NH>) mize byt

modifikovan pouzitim jedné nebo vice chemickych skupin.
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- Mezi pfiklady chemickych skupin pouzitelnych pro konjugaci
patifi neproteinové polymery, jako jsou polyoly. Mezi dal$i chemické
skupiny patfi proteiny, jako je napfiklad albumin nebo immunoglobulin,
stejn& jako uhlohydraty, jako jsou napfiklad uhlohydraty, které se
pfirozené vyskytuji v glyvkoproteinech. Pro modifikaci proteinli byly také
pouZzity dextrah, DL-aminokyseliny a polyvinylpyrrolidon. Pro pfehled
peptidtl modifikovanych polymery viz napf. Burnham, Am. J. Hosp.
Pharm. 51: 210 - 18 (1994), ktery se zafazuje ve svém celku odkazem.

Polypeptid muze byt napfiklad konjugovan k jadru nebo
hybridnimu polypeptidu na jednom nebo vice aminokyselinovych
zbytcich, véetné napfiklad zbytkd lysinu, cysteinu a histidinu. Pouzity
polyol muze byt jakykoli ve vodé rozpustny poly(alkylenoxidovy)
polymer a miize mit bud pfimy nebo rozvétveny fetézec. Mezi vhodné
polyoly patfi slouéenihy substituované na jedné nebo vice
hydroxylovych skupinach chemickou skupinou jako je alkylova skupina
obsahujici mezi 1 a 4 atomy uhliku. Typicky je polyolem
poly(alkylenglykol), jako je poly(ethylenglykol) (PEG), a pro usnadnéni
popisu se tedy zbytek diskuse tyka provedenti, ve kterych je pouzitym
polyolem PEG, a proces konjugace polyolu k jadru nebo hybridnimu
polypeptidu se nazyva ,pegylace’. Odbornikim v oboru v§ak bude
zfejmé, Ze mohou byt pouZity jiné polyoly, jako je napfiklad
poly(propylenglykol) a kopolymery polyethylen-polypropylenglykol,
s pouzitim technik konjugace popisovanych zde pro PEG. Pro pFehIéd
modifikaci biologicky aktivnich molekul pomoci PEG nebo jeho
derivatli viz napf. Inada a dalé’i, Trends Biotechnol. 13: 86 - 91 (1995),

ktery se zafazuje ve svém celku odkazem.

Stupeii pegylace polypeptidového jadra nebo hybridniho

polypeptidu podle pfedkladaného vynalezu mlzZe byt nastaven tak, aby

se dosahlo vhodného zvySeni pologasu in vivo ve srovnani
s odpovidajicim nepegylovanym proteinem. Polo¢as pegylovaného

jadra nebo hybridniho polypeptidu se miZe postupné zvysovat se
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vzristajicim stupném pegylace. Bylo ukazano, Ze modifikace proteindl
pomoci PEG nebo derivatl PEG zvy$uje Zadoucim zpisobem ucinnost
légiva, biologickou aktivitu, stabilitu (véetn& rezistence proti teplu,
chemickym denaturujicim latkdm a proteolyze), absorpci/pfijem in vivo

a polodas in vivo, stejné jako Zadoucim zplsobem sniZuje rychlosti

'vyluc“:ovéni a imunogenicitu (US patent No. 6,025,325; Westerman a

dal&i, Int. J. Cancer 76: 842 - 50 (1998); Conover a dalsi, Artif.
Organs 21: 907 - 15 (1997); Tsutsumi a dalsi, J. Pharmacol. Exp.
Ther. 278: 1006 - 11 (1996); Kaneda a dal&i, /nvasion Metastasis 13:
156 - 62 (1995); Inada a dal$i, Trends Biotechnol. 13: 86 - 91 (19995);
Paige a dal§i, Pharm. Res. 12: 1883 - 88 (1995); Satake-Ishikawa a
dal$i, Cell Struct.Funct. 17: 157 - 60 (1992); Tanaka a dalsi, Cancer
Res. 51: 3710 - 3714 (1991), které jsou zafazeny ve svém celku

odkazem).

Primérna molekulova hmotnost PEG miZe byt od pfiblizné 500
do pfiblizné 30 000 daltonli (D); s vyhodou od pfiblizné 1000 do

_piiblizngé 25 000 D; a nejvyhodnéji od pfiblizné 4000 do pfiblizne

20 000 D. V jednom provedeni se pegylace provadi pouzitim PEG
s primérnou molekulovou hmotnosti pfiblizn& 5000 D (dale oznacovan
jako ,PEG (5000)%).

Fetézcem dva fetézce po pfiblizné 10 000 D.

V dal§im provedeni ma PEG s rozvétvenym

Preparaty PEG, které jsou komeréné dostupné a vhodné pro

pouZiti v pfedkladaném vynalezu, jsou nehomogenni préparéty, které
jsou dodavany pod primérnou molekulovou hmotnosti. Napfiklad
preparaty PEG (5000) typicky obsahuji molekuly, které maji mirne

odlisnou molekulovou hmotnost, obvykle + 500 D. Byla popsana fada

.metod pro pegylaci proteind, viz napf. US patent No. 4,179,337, ktery

se zafazuje ve svém celku odkazem, které popisuji konjugaci celé fady
hormon a enzyml k PEG a polypropylenglykolu pro ziskani
fyziologicky aktivnich neimunogennich prostifedkll. Reakéni podminky

pro vazbu PEG na protein se li§i v zavislosti na cilovém proteinu,

U
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pozadovaném stupni pegylace, typu PEG nebo pouZitého derivatu,
a cilovym bodem pro navazani. Mezi dal$i vlastnosti patfi stabilita,
reaktivita a antigenicita vazby PEG. Obecné reaguje PEG obsahujici
alespoii jednu koncovou hydroxylovou skupinu s vazebnym ginidlem
za vytvofeni aktivovaného PEG s koncovou reaktivni skupinou. Tato
reaktivni skupina potom reaguje s a- a g-aminy proteint za vytvofeni
kovalentni vazby. Aminové skupiny mohou konjugovat s hydroxylovou
skupinou PEG za vytvofeni amidové vazby. Karboxylove skupiny
mohou konjugovat s aminovymi skupinami polypeptidového jadra nebo
hybridniho polypeptidu za vytv-of'eni amidové vazby a s hydroxylovou
skupinou PEG za vytvofeni esteru. Druhy konec molekuly PEG muze

byt vhodné ,blokovan* nereaktivni chemickou skupinou jako je skupina

methoxy pro vytvofeni napfiklad alkylovanych PEG jako je methdxy-'

PEG (MPEG), ktery sniZzuje tvorbu komplexd proteinovych molekul
zesiténych PEG.

Pro konjugaci polypeptidového jadra, zesilujicich sekvenci nebo
hybridniho polypeptidu k PEG mulZe byt pOuiito né&kolik typl
vazebnych skupin zndmych v oboru. Pro pfiklady vazebnych skupin viz
napf. US patent No. 4,609,546; US patent No. 4,847,325; US patent
No. 4,902,502; US patent No. 5,034,514; a US patent No. 5,122,614.
V jednom provedeni se jako vazebné skupiny pouziva zesilujici

peptidové sekvence.

Vhodné aktivované PEG mohou byt produkovéany fadou béinych'
reakci. Napﬁklad_N-hydroxysukcinimidester PEG (M-NHS-PEG) muze
byt pfipraven z PEG-monomethyletheru (ktery je komeréné dostupny
od firmy Union Karbide) reakci s N,N’-dicyklohexylkarbodiimidem
(DCC) a N-hydroxysukcinimidem (NHS), podle metody Buckmanna a
Merra, Makromol. Chem., 182: 1379 - 1384 (1981).

Koncova hydroxylova skupina PEG mulzZe byt navic pfevedena
na aminovou skupinu, napiiklad reakci s thionylbromidem za vytvoreni

PEG-Br, a dal$i aminolyzou nadbytkem amoniaku za vytvofeni PEG-
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NH,. PEG-NH, se potom konjuguje s pfislu§nym proteinem pouZitim
standardnich vazebnych &inidel, jako je Woodwardovo €inidlo K. Navic
miize byt koncova skupina PEG -CH;OH pfevedena na aldehydovou
skupinu, napfiklad oxidaci MnO,. Aldehydova skupina se k proteinu
konjuguje redukéni alkylaci s Cinidlem jako je kyanoborohydrid.
Aminokyseliny mohou byt také na PEG navazany pfes své aminové
skupiny pomoci vhodné vazby, jako je napfiklad urethanova skupina.
Aminokyselina norleucin, ktera se nevyskytuje v pfirode, mulze byt
aktivovana na své karboxylové skupiné za vytvofeni sukcinimidylesteru
pro vazbu na aminove skupiny proteinu (Zalipsky a dal8i, Int. J.
Peptide Protein Res. 30: 740 (1987); Sartore a dalsi, Appl. Biochem.
Biotech. 27: 45 (1991)). Obecny pfehled tykajici se pegylace je mozno
nalézt napfiklad v Zalipsky'a‘hLee,' ,Poly(EthylenGlycol)Chemistry:
Biotechnical and Biomedical Applications®, J. M. Harris, ed., Plenum,

NY, kap. 21 (1992), ktery se zafazuje ve svém celku odkazem.

Alternativné je mozno od riiznych dodavateld ziskat PEG vhodné
pro pouZziti pfi pfedkladaném vynalezu, jako je bez omezeni akrylat
PEG, aldehyd PEG, allyl PEG, amino PEG, aminokyselina PEG, estery
PEG s aminokyselinou, = w-amino-a-karboxyl PEG, benzotriazol
karbonat, biotin PEG, t-Boc PEG, karbonylimidazol PEG,
karboxymethylovany PEG, epoxid PEG, FMOC PEG, fluorescein PEG,
hydrazid PEG, o-hydroxy a-amino PEG, w-hydroxy a-karboxyl PEG,
isokyanat PEG, maleimid PEG, methakrylatovy ester PEG, NHS-
maleimid, NHS-vinylsulfon, p-nitrofenylkarbonat PEG,
orthopyridyldisulfid, PEG2, fbsfolipid PEG, kyselina propionova PEG,
silan PEG, sukcinat PEG, sukcinimidylbutanoat PEG (SBA-PEG),
sukcinimidylester aminokyseliny PEG, sukcinimidylester
karboxymethylovaného PEG, sukcinimidylpropionat PEG (SPA-PEG),
sukcinimidylsukcinat PEG (SS-PEG), thiol PEG, vinylsulfon PEG.

Napiiklad firma Shearwater Polymers, Inc. (Huntsville, Ala.) dodavéa M-
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NHS-PEG jako ,SCM-PEG“ navic k sukcinylkarbonatu MPEG (,SC-
PEG*) a sukcinimidylpropionatu MPEG (,SPA-PEG").

Konkrétni aminokyseliny tvofici hybridni polypeptid nebo

polypeptidové jadro mohou byt modifikovany napfiklad pro zabranéni
zbytkd.
pegylace

a/nebo umoznéni pegylace urditych aminokyselinovych

Vjednom provedeni mohou byt potencialni mista
inaktivovana modifikaci aminokyselinovych zbytkl, které maji byt
pegylovany. Napfiklad vsechny aminokyseﬂnové zbytky obsahujici
v polypeptidovém  jadru  nebo hybridnim  polypeptidu  voinou
aminokyselinu, mohou byt chranény, ¢imZ se zabrani pegylaci na
téchto zbytcich. Mezi vhodné ochranné skupiny patfi bez omezeni
terc-butoxykarbonyl (t-Boc) a N-9-fluorenylmethyloxykarbonyl (Fmoc).
MiZe byt pouzita jakakoli ochranna skupina aminové skupiny vhodna
pro syntézu peptidd. Né&kolik takovych ochrannych skupin se ’popisuje
v publikaci Greene, Protective Groups in_Organic Synthesis, John
Wiley & Sons, New York, 1981, str. 323 - 334; a Fields a Noble, Int. J.

Pept. Protein Res. 35: 161 - 214 (1990), ktera se zafazuje ve svém

celku odkazem. V pfipadé potfeby mohou byt ochranné skupiny

nasledné odstranény béznymi chemickymi . postupy, napfiklad

plsobenim piperidinu v dimethyiformamidu v pfipadé Fmoc, nebo

plisobenim kyseliny trifluoroctove v pfipadé t-Boc.

Alternativné mohou byt nahrazeny aminokyselinové zbytky

polypeptidového jadra nebo hybridniho polypeptidu, které jsou

nachylné k pegylaci, napfiklad mistné specifickou mutagenezi,
aminokyselinovy’m zbytkem rezistentnim k pegylaci. Navic mohou byt
pro vytvofeni hybridnich polypeptidd pouzity zesilujici peptidové

sekvence postradajici aminokyselinové zbytky vnimavé k pegylaci.
vice

V dalSim nebo

aminokyselinovych zbytkli polypeptidového jadra nebo hybridniho

provedeni mohou byt jeden
polypeptidu modifikovany tak, aby byla zavedena dalsi pegylaéni

mista. Napfiklad jeden nebo vice aminokyselinovych zbytk{ vnimavych
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k pegylaci mohou byt nahrazeny nebo pfidany do polypeptidu
jakymkoll v oboru znamym zplsobem, jako jsou standardni syntetlcke
postupy, nebo v pfipadé rekombinantnich technik pomoci mistné
specifické mutageneze (Zoller a dal$i, Nucl. Acids Res. 10: 6487
(1987); Carter a dal$i, Nucl. Acids Res. 13: 4331 (1986)).

Pegylace polypeptidového jadra nebo hybridniho polypeptidu
mizZe byt také ovlivnéna tak, aby do$lo k navazéni v urditém misté
nebo aby byl ovlivnén stupefi pegylace. Pegylace pouze ¢asti moznych
pegylaénich mist polypeptidového jadra nebo hybridniho polypeptidu
mlze byt uskute¢n&na jakymkoli v oboru znamym zpusobem.
Napfiklad stuperi pegylace mulze byt fizen reakénimi podminkami,
napfiklad Gpravou molarniho poméru polypeptidu k PEG, trvanim

reakce nebo teplotou, pfi které se reakce provadi. Po vycisténi

pegylovaného polypeptidu napfikla‘d iontomé&nidovou chromatografii

mazZe byt zjistén stuperi pegylace napiiklad analyzou SDS-PAGE.

Pegylovany protein mulze byt uchovavan pouzitim jakéhokoli

_skladovaciho média popsaného v oboru, napfiklad pfi -20 °C v pufru

PBS (pH 7,3).

Tyto pfistupy mohou byt kombinovany pro fizeni poétu a

4umisténi pegylaénich mist podél polypeptidového jadra nebo

hybridniho polypeptidu. Pegylace urcitého aminokyselinového zbytku‘
mlze byt provedena kombinaci metod chemické ochrany a
pegylaénich reakci v prib&hu syntézy polypeptidovych jader,
zesilujicich polypeptidl nebo hybridnich polypeptidl. Pouziti raznych
ochrannych skupin v kombinaci s navazanim nebo odstranénim
ochrannych skupin v r(znych okamzicich pfi syntéze peptidd umozni
smérovani jakéhokoli aminokyselinového zbytku nebo zbytkl pro
pegylaci. Tato technika mlzZe byt tedy pouZita pro selektivni modifikaci
u jakékoli chemické skupiny,AjakékoI'i &asti nebo specifického
aminokyselinového zbytku v polypeptidovém jadru, zesilujicim
polypeptidu nebo hybridnim polypeptidu. Napfiklad ¢astecné
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syntetizovany oligopeptid miZe byt chemicky chranén pouzitim prvni
ochranné skupiny pro zabranéni pegylaci aminokyselinovych zbytka,
které by jinak byly k pegylaci nachylné. Syntéza polypeptidu mlze byt
potom dokonéena pouzitim druhé ochranné skupiny, ktera by take
chranila aminokyselinové zbytky, které by jinak byly nachyiné
k pegylaci. Druha ochranna skupina by méla byt labilngjsi nez prvni,
takZe po ukonéeni syntézy je mozno "labilni ochrannou skupinu
selektivné odstranit, coZz umozni pegylaci pouze zbytkl, ze kterych

byly v tomto okamziku odstranény ochranné skupiny (Greene,

Protective Groups in Organic_Synthesis, John Wiley & Sons, New
York, 1981). '

V jednom neomezujicim pfikladu muze byt selektivné
modifikovan kterykoli z aminokyselinovych zbytkli T1387 (Ac-
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NH>), ktery je Vhimavy kk pegylaci
(napf. zbytky lysinu). Napfiklad KLDK mlZe byt syntetizovan a g-NH>
skupina lysinovych zbytkd mize byt zbavena ochrannych skupin
a pegylovana. Syntéza peptidu by se potom ukonCila za ziskani
polypeptidového jadra, ve kterém jsou pegylovany pouze dva ze tfi

lysinovych zbytk{.

V dal§im neomezujicim pfikladu mZe byt modifikovan lysinovy
zbytek, ktery se nachazi na nejvice N-koncové poloze T1387,
syntézou NEYELQKLDK a navazanim méné labilni ochranné skupiny
na skupiny e-NH; lysinovych zbytkl. Po Ukonc’;eni syntézy proteinu, ve
kterém je na nejvice N-koncovy lysin na jeho e-NHz skupinu navazana
labiln&j$i ochranna skupina, se potom N-koncovy lysin selektivné zbavi
ochranné skupiny a pegyluje. Odbornikiim v oboru by mélo byt zfejme,
se strategie jako je tato mohou byt pouzity pro selektivni modifikaci
kteréhokoli cilového aminokyselinového zbytku nebo zbytkl uvnitf
polypeptidového jadra, zesilujiciho polypeptidu nebo hybridniho

polypeptidu. Tyto ochranné skupiny a jejich vlastnosti mohou byt
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nalezeny v literatufe, jako je Greene, Protective Groups in _Organic

Synthesis, John Wiley & Sons, New York, 1981,

K polypeptidovému jadru nebo hybridnim polypeptiddm mohou
byt také konjugovany jedna nebo vice daldich aminokyselinovych
sekvenci. Pouzita aminokyselinova sekvence muize byt jakakoli
aminokyselinova sekvence, ktera ma dlouhy polocas, nebo jej mize
mit v kontextu s fuznim proteinem. V jednom provedeni je pouzity
protein lidského plivodu. Ve vyhodném provedeni je protein lidsky
albumin. Odbornikiim v oboru je v8ak zfejmé, ze s pouZitim zpUsobl
konjugace popisovanych zde pro albumin mohou byt pouZity dalébi
proteiny, jako jsou napfiklad imunoglobuliny. Polypeptidové jadro,
zesilujici polypeptid nebo hybridni polypeptid mohou byt napfiklad
konjugovany se &lenem této rodiny imunoglobulinGi nebo s fragmenty
imunoglobulinli. V jednom provedeni je polypeptidové jadro, zesilujici
sekvence nebo hybridni polypeptid fazovan k doméné Fc lidského
IgG1.

V dal§im provedeni je polypeptid modifikovan navazanim jak
neproteinové polyolové modifikace, tak i modifikace zaloZzené na
aminokyselinové sekvenci, jako jsou modifikace s pouzitim jak PEG,

tak i albuminu.

Aminokyselinové sekvence mohou byt navazany bud na C-konec
nebo N-konec polypeptidového jadra, zesilujictho polypeptidu nebo
hybridniho polypeptidu, nebo mohou byt navazany jako postranni
Fetézce podél polypeptidu. Aminokyselinové sekvence mohou byt
pfidany k polypeptidovému jadru nebo hybridnimu polypepti}du bud
v priibéhu nebo po syntéze polypeptidu. Alternativneé mlze byt
konstrukt navrZzen tak, aby poskytl fazni protein, ve kterém je
rekombinantni aminokyselinova sekvence navazana na polypeptidove
jadro a/nebo hybridni polypeptid. Napfiklad albumin maZze byt fazovan
ke kazdému z obou koncl polypeptidového jadra. V pfipadé potieby

mohou byt potom umistény na volném konci polypeptidového jadra
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a/nebo na konci navazaného rekombinantniho proteinu zesilujici
peptidové sekvence. V jednom provedeni mohou byt aminokyselinové
sekvence soudasti, nebo mohou slouzit jako propojovaci skupina mezi

polypeptidovym jadrem a zesilujicimi polypeptidy.

Bylo ukézéno, ze modifikace proteind fuzi s aminokyselinovymi
sekvencemi jako je albumin p'odstatné zvy$uje ucinnost |éCiva,
stabilitu, biologickou aktivitu a polo¢as in vivo, stejn€ jako Zadoucim
zplsobem sniZzuje vyluovani a toxicitu (Kratz a dal$i, Arch. Pharm.
(Weinheim) 331: 47 - 53 (1998); Syed a dal$i, Blood 89: 3243 - 3252
(1997); Makrides a dal8i, J. Pharmacol. Exp. Ther. 277: 534 - 42
(1996); Breton a dalsi, Eur. J. Biochem. 231: 563 - 69 (1995); Paige a
dalsi Pharm. Res. 12: 1883 -88 (1995).

Albumin je vysoce polymorfni, takZe bylo identifikovano mnoho
jeho variant (Weitkamp a daldi, Ann. Hum. Genet. 37: 219 (1973)).
Sekvence albuminu, napfiklad sekvence lidského albuminu, jsou
odborniktim v oboru dobfe znamy (viz napf. US patent No. 5,876,969,
ktery se zafazuje ve svém celku odkazem). Sekvence albuminu, které
mohou byt vyuzity pro tyto modifikace proteini, mohou zahrnovat
napiiklad pre-pro formy, Uplné formy nebo jejich fragmenty (viz napf.
Kratz a daldi, Arch. Pharm. (Weinheim) 331: 47 - 53 (1998); Syed a
dalsi, Blood 89: 3243 - 3252 (1997); Makrides a dalsi, J. Pharmacol.
Exp. Ther. 277: 534 - 42 (1996); Breton a dalsi, Eur. J. Biochem. 231:
563 - 69 (1995); Paige a dal$i, Pharm. Res. 12: 1883 - 88 (1995)).
Sekvence albuminu mohou byt k polypeptidim podle pfedkladaného
vynalezu pridany chemickou syntézou nebo rekombinantnimi

metodami nebo jejich kombinaci.
V jednom neomezujicim pfikladu miZe byt fGzovan Gpliny lidsky
albumin ve étecim ramci k T1387 (Ac-

TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NH,) rekombinantnimi technikami.

V dal§im neomezujicim pfikladu muze byt T1387 (Ac-
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NHz),  ktery byl  pegylovan,
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konjugovan s redukovanym lidskym albuminem (dostupny u firmy
Sigma Chemical, St. Louis), s pouZitim v oboru znamych technik, jako
napiiklad Paige a dal$i, Pharm. Res. 12: 1883-88 (1999).

Modifikované polypeptidy mohou byt testovany na biologickou
aktivitu, napfiklad antivirovou aktivitu, pouZitim standardnich techhik.
Rutinné je také mozno zjistovat dal$i takové vlastnosti, jako jsou
napfiklad farmakokineticke nebo imunogenni vilastnosti
modifikovanych polypeptidii. Modifikované polypeptidy mohou byt take
testovany in vitro a in vivo pro zji§téni zmén biologické odpovédi

v disledku modifikace nebo modifikaci.
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Tabulka 2

T

No. Sekvence

1 GIKQLQARILAVERYLKDQ

2 NNLLRAIEAQQHLLQLTVW

3 NEQELLELDKWASLWNWF'

4 YTSLIHSLIEESQNQQEK

5 Ac-VWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWG-NH;

6 QHLLOLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ

7 LRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAV

8 VOQONNLLARIEAQQHLLQLTVWGIKQL

9 RQLLSGIVQQQONNLLRAIEAQQHLLQLT

10 MTLTVQARQLLSGIVQQQONNLLRAIEAQ

12 WSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL

13 LLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY

15 Ac-VLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNG-NH,

19 Ac-LLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY-NH,

20 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
21 AC-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
22 Ac-IELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQST-NH-
23 Ac-IELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKY-NH,

24 Ac-ENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTEL-NH,

25 Ac-DAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQST-NH,

26 ° Ac-CNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH;

27 AC-SNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL~NH;
28 AC-ASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGV-NH,
29 Ac-SGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNG-NH;
30 Ac-VLHLEGEVNKIKSALLSTHKAVVSLSNGVSVLTSK-NH,
31 Ac-ARKLORMKQLEDKVEELLSKNYHYLENEVARLKKLV-NH,
32 Ac-RMKQLEDKVEELLSKNYHYLENEVARLKKLVGER-NH;
33 Ac-VQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQL-NH,

34 Ac-LRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAV-NH,

35 Ac-QHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,

36 Ac—RQLLsGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLT—NH2

37 AC-MTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQ-NH,

38 Ac-AKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSS-NH,
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AC-PIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIR~NH;

T

No. Sekvence

39 Ac-AAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSS-NH;

40 Ac~AKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVA-NH,

41 Ac~GTIALGVATSAQITAAVALVEAKQARSD-NH,

42 Ac-ATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEA-NH;

43 AC-AAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKANH,

44  Ac-IEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVA-NH,

45 Ac-IRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVOQY-NH,

46 AC-AVOSVOSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIV-NH,

47 Ac-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLARILA
-VERYLKDQ-NH,

48 AC-0ARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQ-NH,

49 AC-MTWMEMDREINNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQELLELDK
-WASLWNWEF-NH,

50 AC-WMEWDREINNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH,

51 AC-INNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH;

52 AC-INNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH;

53 AC-EWDREINNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQEGGC-NH,

54 AC-QOSRTLLAGIVQQQQQLLDWKRQQELLR-NH;

55 Ac-NNDTWQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWD-NH;

56 AC-WOEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEK-NH,

57 AC-VDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQK-NH;

58 Ac-ITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVF-NH,

59 AC-SSESFTLLEQWNNWKLQLAEQWLEQINEKHYLEDIS-NH:

60 Ac-DKWASLWNWF-NH,

61 Ac-NEQELLELDKWASLWNWFEF-NH,

62 AC-EKNEQELLELDKWASLWNWE~NH,

63 Ac-NQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH,

64 Ac-ESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,

65 AC-LIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,

66 Ac-NDQKKLMSNNVQIVRQQSYSIMSIIKEE-NH;

67 AC-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL~NH;

68 AC-VSKGYSALRTGWYTSVITIELSNIKEN-NH,

69 AC-WSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL-NH,

70 Ac-VNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSK-NH;

71
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72 AC-NLVYAQLQFTYDTLRGYINRALAQIAEA-NH,

73 Ac-LNQVDLTETLERYQQRLNTYALVSKDASYRS-NH,

74 Ac-ELLVLKKAQLNRHSYLKDSDFLDAALD-NH,

75 Ac-LAEAGEESVTEDTEREDTEEEREDEEE-NH,

76 Ac-ALLAEAGEESVTEDTEREDTEEEREDEEEENEART-NH,

77 Ac~ETERSVDLVAALLAEAGEESVTEDTEREDTEEERE-NH,

78 Ac-EESVTEDTEREDTEEEREDEEEENEART-NH,

79 Ac-VDLVAALLAEAGEESVTEDTEREDTEEE-NH,

80 Ac~-NSETERSVDLVAALLAEAGEESVTE-NH,

81 Ac-DISYAQLQFTYDVLKDYINDALRNIMDA-NH,

82 Ac-SNVFSKDEIMREYNSQKQHIRTLSAKVNDN-NH,

83 Biotin-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE~NH,
84 Dig-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
85 Biotin-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
86 Dig—NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ—NHé
87 AC-VLHQLNIQLKQYLETQERLLAGNRIAARQLLQIWKDVA-NH,
88 Ac-LWHEQLLNTAORAGLQLQLINQALAVREKVLIRYDIQK-NH;
89 AC-LLDNFESTWEQSKELWEQQEISIQNLHKSALQEYW-NH,

90 Ac-LSNLLQISNNSDEWLEALEIEHEKWKLTQWQSYEQF-NH;

91 AC-KLEALEGKLEALEGKLEALEGKLEALEGKLEALEGK~-NH;

92 Ac-ELRALRGELRALRGELRALRGELRALRGK-NH,

93 Ac-ELKAKELEGEGLAEGEEALKGLLEKAAKLEGLELLK-NH;

94 Ac-WEAAAREAAAREAAAREAAARA-NH,

95 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNAF-NH,

96 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLANWE-NH;

97 AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNQQELLELDKWASLWNWF-NH,

98 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLQLDKWASLWNWF-NH,

99 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNQQELLQLDKWASLWNWE -NH,
100 AC-RMKQLEDKVEELSKNYHLENEVARLKKLVGER-NH,

101 Ac-QQLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKNQ-NH,

102 Ac-NEQELLELDKWASLWNWF-NH,

103 Ac-YTSLIQSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH,
104 Ac-IINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRK-NH,

105 Ac-INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKS-NH,

106 Ac-NFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSD-NH,
107 . Ac-FYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDE-NH;
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108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137

138

139
140
141
142
143

Ac-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL~NH;
Ac-DPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;
Ac-PLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLH-NH,
Ac-LVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHN-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Ac-FPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVN-NH;
Ac-PSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNA-NH;
Ac—SDEFDASISQVNEKiNQSLAFIRKSDELLHNVNAG—NHZ
Ac—DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK—NH2
Ac-EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKS-NH,
AC—FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST—NH2
Ac-DASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTT-NH;
Ac-ASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSN-NH,
AC-SGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNG-NH;
Ac-GVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGV-NH;
Ac-VAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVS-NH;
Ac-AVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSV-NH;
Ac-VSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSVL-NH,
Ac-SKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLT-NH;
Ac-KVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTS-NH,
AC-VLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSK-NH,
AC-LHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKV-NH;
AC-HLEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVL-NH,
Ac-LEGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLD-NH;
Ac-EGEVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDL-NH,
ACc-GEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK~NH;
AC-EVNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKN-NH;
Ac-VNKIKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNY-NH;
Ac-NKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYI-NH;
AC-KIKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYID-NH,
Ac-IKSALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDK-NH,

Ac-KSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQ-NHy

Ac-SALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQL~-NH;
AC-ALLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL-NH;

AC-YTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYK-NH;
Ac-TSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKN-NH;
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144

. 145

146
147

.148

149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
16l
162
163

164

165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179

AC-SVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNA-NH,
Ac-VITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAV-NH;
Ac-ITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVT-NH;
AC—TIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTE—NHz
Ac-IELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTEL-NH;
AcC-ELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQ-NH,
Ac~LSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQL-NH;
Ac~-SNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH;
AC-NIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLM-NH;

.Ac—IKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQ—NHZ

Ac-KENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQS-NH;
Ac-ENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVIELQLLMQST-NH;
AC-LLDNFESTWEQSKELWELQEISIQNLHKSALQEYWN-NH:
Ac-ALGVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRD-NH,
Ac-LGVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDT-NH;
Ac-GVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTN-NH,
Ac-VATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEATIRDTNK-NH,
Ac-ATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEATIRDTNKA-NH,
AC-TSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAV-NH;
Ac-SAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQ-NH,
AC—AQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQS—NHZ
AC~QITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSV-NH;

,Ac—ITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQ—NHz

Ac-TAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQS-NH;
Ac-AAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSS-NH;
AC-AVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSI-NH;
Ac-VALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIG-NH;
Ac-ALVEAKQARSDIEKL AIRDTNKAVQSVQSSIGN-NH;
Ac-LVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNL-NH;
Ac-VEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLI-NH,
Ac-EAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIV-NH;
AC-KQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAI-NH;
Ac-QARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIK-NH,
Ac-ARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKS-NH;
Ac-RSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSV-NH;
AC-SDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQ-NH;
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180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

Ac-DIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQD-NH,
Ac-IEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDY-NH;
Ac-EKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYV-NH;
AcC-KLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVN-NH;
Ac-LKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNK-NH;
'AC—KEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKE—NHZ.
AC-EAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAiKSVQDYVNKEI—NHz
AC~AIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIV—NHQ
Ac-IRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIV-NH,
ACc~-YTPNDITLNNSVALDPIDISIELNKARSDLEESKE-NH;
Ac-TPNDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEW-NH
Ac-PNDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWI-NH;
Ac-NDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIR-NH;
Ac-DITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRR-NH;
Ac-ITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRS-NH;
Ac~-TLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSN-NH;
Ac~LNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQ-NH,
AC—NNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQK—NH2
Ac-NSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKL-NH,
Ac-SVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLD-NH;
Ac-VALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDS~-NH;
Ac—ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSI—NHZ
Ac-LDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIG-NH;
Ac-DPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGN-NH;
Ac-PIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNW-NH;
Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWH-NH;
Ac-DISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQ-NH,;
Ac-ISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQS~-NH,;
Ac-SIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSS—-NH;
Ac-IELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSST-NH;
LAC-ELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSSTT-NH,;
Ac-ELRALRGELRALRGELRALRGELRALRGELRALRGK-NH;
AC—~-YTSLIHSLIEESQNQQQKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELNKWASLWNWEF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEQSQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac~-YTSLIHSLIQESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
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217
218
219
220
221
222
226
227
229
230
231
234
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
2438
249
250
251
252
253
254
255

256"

257
258
259

AcC-YTSLIHSLIQQSONQQQKNQQQLLQLNKWASLWNWE-NH,
Ac-EQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-QELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-ELLELDKWASLWNWF-NH,

Ac-LELDKWASLWNWF-NH,

Ac-ELDKWASLWNWF-NH,

Ac-WASLWNWF-NH,

Ac-ASLWNWF-NH,
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLANAA-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQQLLELDKWASLWNWEF-NH,
Ac-YTSLIQOSLIEESQNQQEKNQQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-EAAAREAAAREAAARLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-PSLRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSG-NH,
Ac-SLRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGG-NH,
Ac-LRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEXLGYSGGD-NH;
AcC-RDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDL-NH,
Ac-DPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLL-NH,
Ac-PISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLG-NH,
Ac-ISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGI-NH,
Ac-SAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGIL-NH,
Ac-AEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILE-NH,
AC-EISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILES-NH;
Ac-ISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESR-NH;
Ac-SIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRG-NH;
Ac-IQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGI-NH;
Ac-QALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIK-NH,
Ac-ALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIKA-NH,
Ac-LSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIKAR-NH,
Ac-PDAVYLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLED-NH,
Ac-DAVYLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDA-NH,
AC-AVYLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAK-NH,
Ac-VYLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKE-NH,
Ac—-YLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKEL-NH,
Ac-LHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELL-NH,
Ac-HRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLE-NH,
Ac-RIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLES-NH;
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285
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Ac-IDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESS-NH;
Ac-DLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSD-NH;
Ac~LGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQ-NH,
AC-GPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQI-NH;
Ac-PPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQIL-NH,
AC;PISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILR—NHQ
Ac-ISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQIRS-NH;
Ac-SLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILRSM-NH;
AC—LERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILRSMK—NHZ
AC—EWIRRSNQKLDSI—NHZ

Ac-LELDKWASLANAF-NH;

Ac~-LELDKWASLFNFF-NH;

Ac-LELDKWASLANWEF-NH;

Ac-LELDKWASLWNAF-NH,
Ac-ELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTSTSA-NH;
Ac-TELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTSTS-NH;
Ac-STELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTST-NH;
Ac-ISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTS-NH;
Ac-DISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLT-NH,
AcC-LDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKL-NH;

. Ac-NLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVK-NH,

Ac-GNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNV-NH;
Ac-TGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVN-NH;
AC-VTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKV-NH;
Ac-IVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDK-NH;
Ac-VIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLD-NH;
ACc—-QVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKL-NH;
Ac-SQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSK-NH;
Ac-DSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNS-NH;
Ac-LDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESN-NH;
Ac~-ILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEES-NH;
Ac-SILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEE-NH?
Ac-ISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLE-NH,
AC-NISILDSQVIVIGNLDISTELGNVNNSISNALDKL-NH;
Ac-KNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDK-NH,
AC-QKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALD-NH;



10

15

20

25

30

35

No

Sekvence

296
297
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299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
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321
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324
325
326
327
328
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330
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Ac—YQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNAL4NH2
AC-TYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNA-NH;
Ac-ATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISN-NH,
Ac-DATYQKNISILDSQVIVIGNLDISTELGNVNNSIS-NH;
Ac-FDATYQKNISILDSQVIVTIGNLDISTELGNVNNSI-NH,.
Ac-EFDATYQKNISILDSQVIVTIGNLDISTELGNVNNS-NH,
Ac-GEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNN-NH;
AC-SGEFDATYQKNISILDSQVIVIGNLDISTELGNVN-NH,
Ac~-LSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNV-NH,
Ac-RLSGEFDATYQKNISILDSQVIVIGNLDISTELGN-NH;
Ac-LRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELG—NHZ
Ac-TLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVIGNLDISTEL-NH;
Ac~ITLRLSGEFDATYQKNISIZDSQVIVTGNLDISTE-NH;
Ac—GITLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVIGNLDIST-NH;
AC-TATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQFNNT~NH,
Ac-ITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQENN-NH;
Ac-SITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQEN-NH;
AcC-KESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQ-NH,
Ac—LKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVND—NHZ
Ac-RLKESITATIEAVHEVTD2GLSQLAVAVGKMQQFVN-NH;
AC-LRLKESITATIEAVHEVTZGLSQLAVAVGKMQQFV-NH,
Ac-ILRLKESITATIEAVHEVZDGLSQLAVAVGKMQQF-NH;
Ac-NILRLKESITATIEAVEEVTDGLSQLAVAVGKMQQ-NH,
Ac-ANILRLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQ-NH;
Ac-AANILRLKESITATIEAVEZIVTDGLSQLAVAVGKM-NH,
Ac-HKCDDECMNSVKNGTYDYZXYEEESKLNRNEIKGV-NH;
Ac-KCDDECMNSVKNGTYDY?XYEEESKLNRNEIKGVK-NH;
Ac-CDDECMNSVKNGTYDYPXYZEESKLNRNEIKGVKL-NH;
Ac-DDECMNSVKNGTYDYPKYZZIESKLNRNEIKGVKLS-NH,;
Ac-DECMNSVKNGTYDYPKYEZZSKLNRNEIKGVKLSS-NH;
ACc-ECMNSVKNGTYDYPKYEZZISKLNRNEIKGVKLSSM-NH;
AC-CMNSVKNGTYDYPKYEEEZSXLNRNEIKGVKLSSMG-NH;
Ac-MNSVKNGTYDYPKYEEESXLNRNEIKGVKLSSMGV-NH;
Ac-NSVKNGTYDYPKYEEESXLNRNEIKGVKLSSMGVY-NH;
Ac-SVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQ-NH,
Ac-VKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQI-NH;

L
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333
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360
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362
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364
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Ac—-KNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQIL-NH,
Ac-AFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-WLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNL-NH;
Ac-VLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLR-NH;
Ac-LAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRA-NH,
Ac-AGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRAS-NH;
Ac-GAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASL-NH,
AC-AALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLE-NH;
Ac-ALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLET-NH,
Ac-LGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETT-NH;
Ac-GVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTN-NH;
Ac-VATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQ-NH;
Ac-ATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQA-NH;
Ac-TAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAI-NH;
AC-AAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIE—NH2
AC-AQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEA—NHz
Ac-QITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAI-NH;
Ac-ITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIR-NH,
Ac-TAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQ-NH;
AcC-AGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQA-NH;
Ac~-GIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAG-NH,
Ac-IALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQ-NH;
Ac-ALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQE-NH,
Ac-LHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEM-NH;
AC-HQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMI-NH;
Ac-QSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMIL-NH,
AC-SMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILA-NH;
Ac—MLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMZLAV—NHZ
Ac-LNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQ-NH;
AC—NSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQG—NHz
Ac-SQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGV-NH,
AC-QAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQ-NH;
AC-AIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQD-NH,
Ac-IDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDY~NH;
Ac-DNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYI-NH,
AC-NLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYIN-NH,
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369  AG-LRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYINN-NH,
370  Ac-RASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVODYINNE-NH,
371  Ac-YTSVITIELSNIKENKUNGTDAVKLIKQELDKYK-NH,
372  Ac-TSVITIELSNIKENKUNGTDAVKLIKQELDKYKN-NH,
373 Ac-SVITIELSNIKENKUNGTDAVKLIKQELDKYKNA-NH,
374  Ac-SNIKENKUNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH,
375  Ac-KENKUNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQS-NH,
376  Ac-CLELDKWASLWNWEC-NH,

377  Ac-CLELDKWASLANWEC-NH,

378 Ac-CLELDKWASLENFFC-NH,

379  Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLFNFF~-NH,
381  AC-RMKQLEDKVEELLSKNYHLENELELDKWASLWNWE-NH,
382  Ac-KVEELLSKNYHLENELELDKWASLWNWE-NH,

383  Ac-RMKQLEDKVEELLSKLEWIRRSNQKLDSI-NH,

384  Ac-RMKQLEDKVEELLSKLAFIRKSDELLHNV-NH,

385  AC-ELEALRGELRALRGELELDKWASLWNWF-NH,

386  Ac-LDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSI-NH,
387  Ac-CNEQLSDSFPVEFFQV-NH,

388  Ac-MAEDDPYLGRPEQMFHLDPSL-NH,

389  Ac-EDFSSIADMDFSALLSQISS-NH,

390 Ac-TWOEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQ-NH,
391  Ac-WOEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQK-NH,
392  AC-QEWERKVEFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL-NH,
393  Ac-EWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLN-NH,
394  Ac-WERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS-NH,
395  AC-ERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSW-NH,
396  AC-RKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWD-NH,
397  AcC-KVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDV-NH,
398  Ac-VDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVF-NH,
399  Ac-DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVEFG-NH,
400 Ac-FLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVEGN-NH,
401  Ac-LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFGNW-NH,
402  Ac-LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFGNWF-NH,
403  Ac-NEQSEEKENELYWAKEQLLDLLFNIFNQTVGAWIMQ-NH,
405 Ac-QOQLLDWKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKD-NH,
406

AC-QQLLDWKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQ-NH;
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407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442

AC-QQLLDWKRQQELLRLTVWG?KNLQTRVTAIEKYLKDQ—NHZ
Ac-DERKQDKVLWQQTGTLQLTLIQLEKTAKLQWVRLNRY-NH;

AC-QQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKY-NH;
AC-QQLLDWKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYL-NH;
AC~QLLDWKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLK—NHz
Ac-LLDVVKRQQELLRLTVWGTXNLQTRVTAIEKYLKD-NH;
Ac—LDWKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQ—NHZ
Ac-DWKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQA-NH;
Ac-WKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQ-NH;

AC-VKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQL-NH;

Ac-KRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLN-NH;
AC—RQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNA—NH2
Ac—QQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNAW—NH;

Ac—QELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNAWG—NHg

AC-ELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNAQGC-NH,;

Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGPKQLQARILAVERYLKDQ-NH;

AC-SELEIKRYKNRVASRKCRAXFKQLLQHYREVAAAK~NH;
AC-ELEIKRYKNRVASRKCRAXKZKQLLQHYREVAAAKS-NH;
Ac-LEIKRYKNRVASRKCRAKFXQLLQHYREVARAKSS-NH;
Ac-EIKRYKNRVASRKCRAKFXQLLQHYREVAARAKSSE-NH;
Ac-IKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSEN~-NH;
AcC-KRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSEND-NH;
ACc—-RYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDR-NH;
Ac-YKNRVASRKCRAKFKQLLCZYREVAAAKSSENDRL-NH;
AC-KNRVASRKCRAKFKQLLQHEYREVAAAKSSENDRLR-NH;
Ac-NRVASRKCRAKFKQLLQEYREVAAAKSSENDRLRL-NH;
AC-RVASRKCRAKFKQLLQHYRZVAAAKSSENDRLRLL-NH;
AC-VASRKCRAKFKQLLQHYREZVAAAKSSENDRLRLLL-NH;
AC-ASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLK-NH;
Ac—SRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDﬁLRLLLKQ—NHZ

Ac-RKCRAKFKQLLQHYREVARAKSSENDRLRLLLKQM-NH,

Ac-KCRAKFKQLLQHYREVAAAXSSENDRLRLLLKQMC-NH,
AC-CRAKFKQLLQHYREVAAAXKSSENDRLRLLLKQMCP-NH;
AC-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPS-NH;
Ac-AKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSL-NH;
AC-KFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLD-NH;
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443
144
245
146

447

448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
534

535

536
537
538

. 539

540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550

Ac-FKQLLQHYREVAAADSSENDRLRLLLKQMCPSLDV-NH;
Ac-KQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVD~-NH;
Ac-QLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDS-NH;
Ac-LLOHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSI-NH;
Ac-LQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSII-NH,
Ac-QHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIP-NH,
Ac-HYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPR-NH;
Ac—YREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRT—NH2
AC—REVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTP—NH2
Ac-EVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPD-NH;
Ac-VAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDV-NH;
Ac-~AAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVL-NH;
Ac-AAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLH-NH;
Ac-AKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHE-NH;
Ac-KSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHED-NH,
AC-SSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDL~NH;
Ac-SENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDLL-NH;
Ac-ENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDLLN-NH;
Ac—NDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEBLLNF—NHZ
AC-PGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGML~NH;
Ac—GYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLP—NH2
Ac-YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPV-NH,
AC-RWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVC~-NH;
AC-WMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCP~-NH;
AC-MCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPL-NH,
Ac—CLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLI—NH2
AC-LRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIP-NH;
AC-RRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPG-NH;
AC-RFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGS-NH;
AC-FIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSS-NH;
Ac-IIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSST-NH;
AC-IFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTT-NH;
Ac-FLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTS-NH;
AC-LFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTST-NH;
AC-FILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTG-NH;
Ac—ILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGP—NH2
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551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
583
584
585

Ac-LLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPC-NH;
Ac-LLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCR-NH;
Ac-LCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRT-NH;
Ac-CLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTC-NH,;
Ac-LIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCM-NH,
Ac-IFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMT-NH,
Ac-FLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTT-NH;
AC—PPLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT—NH2
Ac-LLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTT-NH,;
Ac-LVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTV~-NH;
Ac—VLQAGFFLLTRILTIPQSiDSWWTSLNFLGGTTVC—NHZ
AC-LQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCL-NH;
ACc-QAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLG-NH,
Ac-AGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQ-NH;
Ac-GFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQN-NH,
Ac-FFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNS-NH;
Ac—FLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQ—NHZ
Ac-LLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQS-NH;
Ac-LTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSP-NH;
Ac-FWNWLSAWKDLELKSLLEEVKDELQKMR-NH;
Aé—NNLLRAIEAQQHLLQLTVW—NHz

AC-CGGNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,

AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;

C13H,7CO-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE -NH;

Ac-AVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKUNGTDA~-NH;
AC-SISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVS-NH,;
Ac-DQQIKQYKRLLDRLIIPLYDGLRQKDVIVSNQESN-NH;
AC-YSELTNIFGDNIGSLQEKGIKLQGIASLYRTNITEI-NH;
Ac-TSITLQVRLPLLTRLLNTQIYRVDSISYNIQNREWY-NH;
Ac-VEIAEYRRLLRTVLEPIRDALNAMTQNIRPVQSVA-NH;
Ac-SYFIVLSIAYPTLSEIKGVIVHRLEGVSYNIGSQEW-NH,
Ac-LKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKS~-NH,
NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
QKQEPIDKELYPLTSL

YPKFVKQNTLKLAT
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586  QYIKANQKFIGITE

587  NGQIGNDPNRDILY

588  Ac-RPDVY-OH

589 CLELDKWASLWNWFC- (cyklicky)

5900 CLELDKWASLANWFC- (cyklicky)

591  CLELDKWASLANFFC- (cyklicky)

594  Ac-NNLLRAIEAQQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
595 AC-CGGYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL DKWASLWNNWEF-NH,
506 Ac-PLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT-NH,
597 Ac-LLVLOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTT-NH,
598 Ac-LVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTV-NH;
599  Ac-VLQOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVC-NH;
600 Ac-LOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCL-NH,
601  AC-QAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLG-NH,
602  AC—-AGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQ-NH;
603 AC-GFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQN-NH,
604 AC-FFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNS-NH,
605 AC-FLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQ-NH,
606 Ac-LLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQONSQS-NH,
607 AC-LTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSP-NH,
608  Ac-LELDKWASLWNWA-NH,

609  Ac-LELDKWASAWNWE-NH,

610 Ac-LELDKAASLWNWF-NH,

611  Ac-LKLDKWASLWNWF-NH,

612  Ac-LELKKWASLWNWF-NH,

613  Ac-DELLHNVNAGKST-NH,

614  Ac-KSDELLHNVNAGKST-NH:

615 Ac-IRKSDELLHNVNAGKST-NH,

616  AC-AFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,

617  Ac-FDASISQVNEKINQSLAFI-NH,

618 Ac-YAADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKMNTQFEAVGKE-NH;
619 AcC-SVIEKMNTQFEAVGKEFGNLERRLENLNKRMEDGFL-NH,
620 AcC-VWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQL-NH,
621 AcC-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEGGC-NH,
622  AC-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH,
623  Ac-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH;
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624
625

626
627
627
628
629
630
631
632
633

634

635

636

637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657

Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH,
Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE
-LDKWASLWNWF-NH,
Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH;
Ac-NQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLWYIKIFI-NH,
Ac-NQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLWYIKIFI-NH;
Ac-ONQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLWYIKIF-NH,
Ac—SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIKI—NH2
Ac-ESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLWYIK-NH,
AC-EESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLWYI-NH;

AC-IEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLWY-NH; -

AC-LIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNWLW-NH,
Ac—SLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWL—NH2
Ac-HSLIEESQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITNW-NH,
Ac-IHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITN~-NH,
Ac-LIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENIT~NH,
Ac-SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENI-NH,
Ac-TSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEN=NH,
Ac-NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNW-NH,
AC-NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN—NH2
Ac-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLW-NH,
Ac-EINNYTSLIHRSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL~NH;
AcC-REINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWAS-NH;
Ac-DREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWA-NH,
Ac-WDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKW-NH;
AC-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK-NH;
Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELD~NH

Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL~NH,
Ac-TWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLE-NH,
Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH,
AC-NMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH,
Ac-NNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE-NH,
AC-WNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQ-NH,
Ac-IWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNE-NH,
AC-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKN-NH,
AC-EQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEK-NH;
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658 Ac-LEQIWNNMTWMEWDRE INNYTSLIHSLIEESQNQQE-NH,
659 Ac-SLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQ-NH,
660 Ac-KSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQ-NH,
661 Ac-NKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQN-NH,
662 Ac-SLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,

663 AC-FDASISQVNEKINQSLAFIRK-NH,

664 Ac-YTSLIHSLIEESQQQQEKQEQELLELDKWASLWNWE-NH,
665 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH, "
666 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNA-NH,

667 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,

668 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLH-NH,

669 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH,

670 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSD-NH,

671 AC-ASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;

672 Ac-ISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;

673 Ac-QVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,

674 Ac-NEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,

675 Ac-KINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,

676 AC-NQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,: »

677 Ac-FWNWLSAWKDLELYPGSLELDKWASLWNWF-NH;

678 AcQCGGNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ—NHZ
679 AC-CGGYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
680 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE

681 NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ

682 AC-EXKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQYGV-NH, .
683 AC-QEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQYG-NH,
684 Ac-QQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQY-NH,
685 Ac-IQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQ-NH,
686 AC-QIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDEFTSWVRYIQYI-NH,
687 Ac-AQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQY-NH,
688 AC-QAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQ-NH,
689 Ac-EQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYI-NH,
690 Ac-LEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRY-NH,
691 Ac-SLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVR-NH,
692 AC-QSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWV-NH,
693 Ac-SQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVETNWLDFTSW-NH,
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694
695
696
697
699
700
701
702
703
704
705
706
707

708

709
710
711
712
713
714
715
716
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729

Ac-ISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDEFTS~NH;
Ac-NISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFT-NH;
Ac-ANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDF~NH,
Ac-EANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLD-NH;
Ac-YLEANISQSLEQAQIQQEXKNMYELQKLNSWDVEFTNW-NH;
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH,

Ac-YTSLIHSLIEESQNLQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac—YTSLIHSLIEESQNQQEKLEQELLELDKWASLWNWF—NHZ

AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEFDKWASLWNWE-NH,

Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKPASLWNWE-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASPWNWE-NI,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNSF-NH;
Biotin NH(CH;),CO-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE

. —LDKWASLWNWEF-NH,

Biotin NH(CH,)¢CO-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE
-LDKWASLWNWE-NH,
FMOC-YTSLIHSLIEESQNQQZKNEQELLELDKWASLWNWE
FMOC-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ
Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEZISQONQQEKNEQE-NH;
Ac-LIEESQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-FWNWLSAWKDLELGGPGSGPGGLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-LIHSLIEESQNQQEKNEQZLLELDKWASL-NH;
Ac-TSLIHSLIEESQNQQEKNZQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-LIHSLIEESQNQQEKNEQZLLELDKWASLWNWEF-NH,

FMOC-GGGGGYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;

AC-HSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-YTSLIYSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
AC-YTSLIHSLIEKSQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
AcC-YTSLIHSSIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE~NH,
Ac-LEANISQLLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH;
Ac—SLEECDSELEIKRYKNRV?SRKCRAKFKQLLQHYR—NHZ
Ac-LEECDSELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYRE-NH,
AC-EECDSELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREV-NH;
AC-ECDSELEIKRYKNRVASRXCRAKFKQLLQHYREVA-NH;
Ac-CDSELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAA-NH,
Ac-DSELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAA-NH,
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730

731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
758
760
764

765

766
767
768
769
770
771
172
773
774
775
776
777
778
779
780

Desaminotyrosin—FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST—

-NH,

WASLWNW-NH,
AC-EAQQHLLOLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWG-NH;
Ac-IEAQQOHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIW-NH,
AC-AIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGI-NH;
Ac—-RAIEAQQHLLOLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLG-NH,
Ac-LRAIEAQQOHLLOLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLL-NH,
Ac-LLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQL-NH,
AC-NLLRAIEAQQOHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQ-NH;
Ac—QNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKD—NHz
Ac-QONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLK-NH,
Ac-QQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYL-NH;
Ac-VQOONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERY-NH,
Ac-IVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVER-NH,
Ac-GIVQQOONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVE-NH,
Ac-SGIVOQONNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLQARILAV-NH;
Ac-RSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTV-NH,
Ac-GARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQL-NH;
Ac-GSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQOQNNLLRAIEAQQH-NH,
Ac-GSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQH-NH,
AC-EGSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQONNLLRAIEAQQ-NH,
Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLL-NH;
Ac-AKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLL-NH,
Ac-KFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLK-NH,
Ac-FKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQ-NH,
Ac-RAKFKQELQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPS-NH,
DKWASLWNWEF-NH,
Biotin-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-YDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-YDASISQVNEKINQSLAYIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAYIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-FDASISQVQEKIQQSLAFIRKSDELLHQVQAGKST-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQALAFIRKADELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQALAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-FDASTSQVNEKINQSLAFIRKADELLHNVNAGKST-NH;
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781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
793
794
795
796
797
798
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816

AC*YDASISQVQEEIQQALAFIRKADELLEQVQAGKST—NHz
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLENVNAGKST-NH;
Ac-FDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLENV-NH,
Ac—VFPSDEFDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELLENV—NHZ

"Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,

ACc-VFPSDEFDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
AC-SNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQ-NH,;
AC-WSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEES-NH,
Ac-SWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEE-NH;
AC-ASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIE-NH;
Ac-NASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLI-NH;
AC-WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSL-NH;
Ac-WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSL-NH,
Ac-PWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHS-NH;
Ac-VPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIH-NH;
AC-AVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLI-NH,
Ac-TAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSL-NH;
Ac-TTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTS-NH,
Ac-AAASDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
AC-VFPAAAFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV—NH2
Ac-VFPSDEAAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFDAAAAQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISAAAEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Ac-VFPSDEFDASISQVNAAANQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
ACc-VFPSDEFDASISQVNEKIAARALAFIRKSDELLHNV-NH,;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSAAAIRKSDELLHNV-NH;
AC-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFAAASDELLHNV-NH,
AC-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKAAALLHNV-NH;
AcC-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEAAANV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLAAA-NH;
Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-AAAATHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQQQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
AcC-YTSLIHSLIEESQNQQEKQEQELLELDKWASLWNWE-NH,

Ac-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKQ-NH, -
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817
818
819
820
821
823
824
825
826
841
842
843
844

845

845
846
847
856
860
861
862
863
864
865

866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876

Ac-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQQQQEKN-NH,
Ac~-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQQQQEKQ-NE,
Ac-NKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQQ-N=;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIEESDELLHNVNAGKST—NH:
Ac~ACIRKSDELCL-NH;
AcC-YTSLIHSLIEESQNQQEKDEQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQDQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQDQQEKDEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWDWE-NH,
Ac—-LEANITQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-N:H;
Ac-LEANISASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVETNWL-NH,
Ac-LEANISALLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH,
Ac-LEANITALLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFETNWL-N:,
AC—LEANITASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL—NHZ
AC-LEANITASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-N;
Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMUPS-NH:

Ac-Abu-DDE-Abu-MNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKL-NH;

AC-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL-NH;
Ac-DEYDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH:
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN-NH;
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLW-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH,
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWAS-NH;

Ac-QOARQLLSGIVQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVE-

-RYLKDQ-NH-

Ac-DREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-NNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK—NHZ

Ac—YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWAAA—NHZ
AcC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWAAAANWE-NH;
AcC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDAAASLWNWE-NH,
Ac—YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLAAAKWASLWNWF—NHQ
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQAAAELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKAAAELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQAAANEQELLELDKWASLWNWE-NH;
AC-YTSLIHSLIEESAAAQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH,
Ac-YTSLIHSLIAAAQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
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877  Ac-YTSLIHAAAEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH
878  Ac-YTSAAASLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFE-NH,
879  Ac-EIWNNMTWMEWDRENEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
880 AcC-YISEVNEEINQSLAFIRKADELLENVDKWASLWNWF-NH,
881  Ac-TSVITIELSNIKENKANGTDAKVKLIKQELDKYKN-NH,
882 YTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWFMG-NH,
883  Ac-NEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
884 Biotin-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH,
885 Biotin-PLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLH-NH,
886 Biotin-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
887 Biotin-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH,
888 Biotin-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
889 Biotin-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,
890 Ac-VYPSDEFDASISQVQEEIQQALAFIRKADELLEQV-NH,
891  AC-NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
892  AC-NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
893  AC-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
8§94  AC-EINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
895 AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFN-NH,
896 Ac-YTSLIHSLIEESONQQEKNEQELLELDKWASLWNWENI ~NH,
897 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENIT-NH,
898 AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENITN-NH,
8§99  Ac-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH;
900  Ac-NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEN-NH,
901  AC-NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWENI-NH,
905  AcC-KCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLD
~-VDSIIPRTPD-NH,
906  Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSII
-PRTPD-NH,
907 Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIAAADELLENV-NH;
909  Ac-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH,
910 Ac-M-Nle-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH;
911  Ac-KNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQI-NH,
912  Ac-VTEKIQMASDNINDLIQSGVNTRLLTIQSHVQNYI-NH;
913  QNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
914  Ac-QNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
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915 LWNWEF-NH,

916 ELLELDKWASLWNWE-NH,

917 EXNEQELLELDKWASLWNWE-NH,

918 SLIEESQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;

919 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNW

920 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN

921 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLW

922 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL

923 TSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;

924 SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF—NHZ

925 LIHSLIEESONQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,

926 THSLIEESQONQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;

940 Ac—AAVALLPAVLLALLAPSELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQL
~-LQHYREVAAAK-NH,

941 Ac-AAVALLPAVLLALLAPCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSEND
~RLRLLLKQMCP-NH; |

942 AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNNNIERDWEMWTMNNWIQ-NH;

944 VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;

945 Ac-LMQLARQLMQLARQMKQLADSLMQLARQVSRLESA~NH;

946 Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH,;

947 'Ac—MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL—NHZ

948 ACc-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEXNEQELLEL-NH;

949 ACc-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH;

950 Biotin—W—Nle—EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL—NHz

951 Ac—YLEYDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH;

952 Ac-IKQFINMWQEVGKAMYA-NH,

953 Ac-IRKSDELL-NH;

954 Dekanoyl-IRKSDELL-NH;

955 Acetyl-Aca-Aca-IRKSDELL-NH,

956 Ac-YDASISQV-NH,

957 Ac-NEKINQSL-NH,

958 AcC—-SISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH,

959 Ac—-QVNEEINQALAYIRKADELL-NH;

960 Ac-EEINQALAYIRKADELL-NH

961 Ac-NQALAYIRKADELL-NH,

962 Ac-LAYIRKADELL-NH;
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963 FDASISQVNEKINQALAFIRKSDELL-NH,

964 Ac-W-Nle-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH;
965  Ac-ASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDS-NH;
967 AC-WLEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH,

968 Ac-YVKGEPIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSL-NH,

969  Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQSLAYIRKADELLHNV-NH,

970 AC-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,

971 Ac-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELLE-NH,

972 Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKAAELLHNV-NH,

973 Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKALELLHNV-NH,

974 Dekanoyl-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
975 Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQLLAYIRKLDELLENV-NH,

976  Ac-DEYDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,

977 Ac—SNDQGSGYAADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKTNT—NHZ

978 Ac-ESTQKAFDGITNKVNSVIEXTNTQFEAVGKEFGNLEKR-NH,
979  Ac-DGITNKVNSVIEKTNTQFEAVGKEFGNLEKRLENLNK-NH;
980 Ac-DSNVKNLYDKVRSQLRDNVKELGNGAFEFYHK-NH,

981 Ac-RDNVKELGNGAFEFYHKADDEALNSVKNGTYDYPKY~NH;

982 Ac-EFYHKADDEALNSVKNGTYDYPKY-NH, _

983 Ac-AAVALLPAVLLALLAPAADXESTQKAFDGITNKVNS-NH,

984 Ac-AAVALLPAVLLALLAPAADSNVKNLYDKVRSQLRDN-NH,

985 Ac-KESTQKAFDGITNKVNSV-NH; '

986  Ac-IEKTNTQFEAVGKEFGNLER-NH,

987 Ac-RLENLNKRVEDGFLDVWTYNAELLVALENE-NH,

988 Ac-SNVKNLYDKVRSQLRDN-NH-

989 Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIZESQNQQEKNEQEL~-NH;

990 Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIZESQNQQEKNEQE-NH,

991 Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEZSQNQQEKNEQEL-NH,

992 Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE-NH,

993 Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH,

994 Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH,

995 AC-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH,

996  AcC-YTKFIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,

997 Ac-YMKQLADSLMQLARQVSRLESA-NH,

998 Ac-YLMQLARQMKQLADSLMQLARQVSRLESA-NH,

999 Ac-YQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL-NH,
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1000 Ac-WMAWAARAINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEEEEE-NH,

1001 Ac-YASLIAALIEESQNQQEKNEQELLELAKWAALWAWE-NH,

1002 [Ac—EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEGGC—NH2]dimer

1003 Ac-YDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH;

1004 Biotinyl—IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH—NHZ

1005 Ac-YTSLI-OH

1006 Fmoc-HSLIEE-OH

1007 Fmoc-SQNQQEK-OH

1008 Fmoc-NEQELLEL-OH

1009 Fmoc-DKWASL-OH

1010 Fmoc-WNWF-OH

1011 AcC-AKTLERTWDTLNHLLFISSALYKLNLKSVAQITLSI-NH;

1012 Ac-NITLQAKIKQFINMWQEVGKAMYA-NH,

1013 Ac-LENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDN-NH,

1014 Ac-LENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNVKELGNG-NH;

1015 Ac-TLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNVKELGNGAFEF-NH;

1016 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH,

1021 Biotinyl-SISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH,

1022 Biotinyl-SISQVNEEINQSLAYIRKSDELL-NH;

1023 AcC-SISQVNEEINQSLAYIRKSDELL-NH,

1024 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIEKSNQELDSIGNWE-NH,

1025 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQELDSIGNWH-NH;

1026 Ac-IDISIELNKAKSDLEEAKEWIDDANQKLDSIGNWH-NH;

1027 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKANQKLDSIGNWH-NH,

1028  Ac-IDISIELNKAKSDLEEAKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH;

1029 Biotinyl—NSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKL—NH:

1030 Biotinyl—ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSI—NH;

1031 Desaminotyrosin-NSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKKS
-NQKL-NH,

1032 Desaminotyrosin-ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKL
-DSI-NH;

1033 Ac-YDASISQVNEEINQALAFIRKADEL-NH,

1034 Ac-YDASISQVNEEINQSLAYIRKADELL-NH;

1035 Biotinyl-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH,

1036 Biotinyl-YDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELL-NH;

1037 Ac-YDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELL-NH,
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1038 AcC-WLEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH,

1039 Biotinyl-IDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWH-NH,
1044 Ac-YESTQKAFDGITNKVNSVIEKTNTQFEAVGKEFGNLEKR-NH,
1045 Biotin—DEYDAsISQVNEKINQSLAFIRKSDELL—NH2

1046 AcC-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH,

1047 Ac-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYEL-NH,

1048 Ac-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNEYEL-NH,

1049 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYEL-NH,

1050 AcC-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNMYEL-NH,

1051 Ac-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,

1052 Ac-WOEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,

1053 AC-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNMYELQKL-NH,

1054 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIEKSNQKLDSIGNWH-NH,

1055 Ac-EFGNLEKRLENLNKRVEDGFLDVWTYNAELLVALENE-NH,
1056 AC-EDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQL-NH, -
1057 Ac-SISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,

1058 Desaminotyr-SISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,

1059 Ac-SISQVNEKINQSLAYIRKSDELL-NH,

1060 Ac-QOLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARTVAIEKYLKDQ-NH,
1061 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEC

1062 Ac-FDASISQVNEKINQSLAYIRKSDELL-NH,

1063 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWA

1064 Indol-3-acetyl-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;
1065 Indol-3-acetyl-DEFDESISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;
1066 Indol-3-acetyl-DEFDESISQVNEXKIEQSLAFIRKSDELL-NH,
1067 Indol-3-acetyl-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
1068 Indol-3-acetyl-DEFDESISQVNEKIEESLQFIRKSDELL-NH;
1069 Indol-3-acetyl-GGGGGDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
1070 2-Naftoyl-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;

1071 DesNH,Tyr-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,

1072 Biotin-ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSI-NH,
1073 Ac-YDASISQVNEKINQALAYIRKADELLHNVNAGKST-NH;

1074 Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQALAYIRKADELLHNV-NH;

1075 Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQSLAYIRKSDELLHNV-NH,

1076 Ac-WGWGYGYG-NH,

1077 Ac-YGWGWGWGF-NH,
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1078
1079
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111

1112

1113
1114

AcC-WQEWEQKVRYLEANITALQEQAQIQAEKAEYELQKL-NH;
AcC-WQEWEQKVRYLEAEITALQEEAQIQAEKAEYELQKL-NH;

Ac-YTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLELDKWAS

Ac-VWPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-SKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDWGV-NH;
Ac—LSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDWG:NHZ
Ac-DLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDW~NH,
Ac-EDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSD-NH,
AcC-IEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTS~NH;
Ac-GIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWT-NH,
Ac-IGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWW-NH,

2-Naftoyl--PSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVN-NH;

Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQALAFIRKADELLENV~NH,
Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELLENV-NH,
Biotinyl-YDASISQVNEKINQSLAFIRESDELL-NH;
Ac-AIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKW-NH;
Ac-AAIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGK-NH;
Ac-DAAIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGG-NH;
Ac-PDAAIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLG-NH;
Ac-NITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWI-NH,
Ac-KNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQW-NH,
Ac-TKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQ-NH;
Ac-WTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWR-NH;
Ac-DWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGW-NH;
Ac—-HDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTG~NH;
Ac-PHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWT -NH;
Ac—EPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWW—NHz
Ac-IEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNW-NH,
Ac-AIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDN-NH;
Ac-AAIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDND-NH;
Ac~-DAAIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDN~NH,
Ac—LSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPIFF—NHZ
Ac-GLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPIF-NH;
AC-VGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPI-NH;
Ac-FVGLSPTWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLP-NH;
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1115 Ac- WFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLL NH,
1116 Ac-QWFVFLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPL-NH,
1117 Ac-VQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLP-NH,
1118 Ac-FVOWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFL-NH,
1119 Ac-PFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPF-NH,
1120 Ac-VPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSP-NH,
1121 Ac-LVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILS-NH,
1122 H-NHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKW-OH
1123 H-QAROLLSGIVQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARI
~-LAVERYLKDQ-OH
1124 AcC-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIREADELLENV-NH,
1125 Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAYIREADELLENV-NH,
1126 Ac-DEFDASISQVNEKINQSLAYIREADELL-NH,
1127 Ac-NEQELLELDKWASLWNWFGGGGDEFDASISQVNEKINQS
~-LAFIRKSDELL-NH,
1128 Ac-LELDKWASLWNWFGGGGDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
1129 Naftoyl-EGEGEGEGDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
1130 Ac-ASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDV-NH,
1131 Naftoyl-GDEEDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
1132 Naftoyl-GDEEDASESQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
1133 Naftoyl-GDEEDASESQQNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
1134 Naftoyl-GDEEDASESQQONEKQNQSLAFIRKSDELL-NH,
1135 Naftoyl-GDEEDASESQQNEKQNQSEAFIRKSDELL-NH,
1136 Ac-WGDEFDESISQUNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,
1137 Ac-YTSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWNWF-NH,
1138 Ac-YTSLIHSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWA-
~SLWNWF-NH,
1139 2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,
1140 2-Naftoyl-GDEEDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,
1141 2-Naftoyl-GDEEDESISQVQEKIEESLAFIRKSDELL-NH,
1142 2-Naftoyl-GDEEDESISQVQOEKIEESLLFIRKSDELL-NH,
1143 Biotin-GDEYDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,
1144 2-Naftoyl-GDEYDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,
1145 AcC-YTSLIHSLIDEQEKIEELAFIRKSDELLELDKWNWF-NH,
1146 VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,
1147 Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGSKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
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1148 GGGVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
'1149 Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGEKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
1150 Ac-PTRVNYILIIGVLVLAbuEVIGVRADVHLL-NH;
1151 Ac-PTRVNYILIIGVLVLAbuUEVIGVRADVHLLEQPGNLW-NH;
1152 Ac—PEKTPLLPTRVNYILIIGVLVLAbuEVTGVRADVHLL—NHz
1153 AhaGGGVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,
1155 Ac-YTSLIHSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
1156 Ac-YTSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL—NHZ
1157 Ac-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWASLWNWEF-NH;
1158 AcC-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWNWEF-NH,;
1159 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKASLWNWE-NH;
1160 Ac—YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKSLWNWF—NHZ
1161 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKLWNWE-NH;
1162 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWNWE-NH;
1163 Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKA
-SLWNWF-NH;
1164 Ac—MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL
-DKSLWNWF-NH,
1165 Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKLWNWE-NH,
1166 Ac—MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWNWF—NHZ
1167 AC-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK -WASLWN-
NH,
1168 AC-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH;
1169 (Pyr)HWSY(2-naftyl-D-Ala)LRPG-NH;
1170 Ac-WNWFDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLWNWE-NH,
1171 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKYASLYNYF-NH;
1172 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKYAYLYNYF-NH;
1173 2—NaftoylfAdaAcaAcaDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL
~AcaAcaAcaW-NH;
1174 2—Naftoyl—AcaAcaAcaGDBFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLG
-AcaAcaAcaW-NH,
1175 2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFIRESDELL-NH;
1176 2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFIEESDELL-NH,
1177 AcC-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1178 AC-WQEWEQKVDYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1179 AcC-WQEWEQKVRWLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
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1180 AcC-WQEWEKQVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,
1181 AcC-WQEWEHQVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1182 Ac-WQEWEHKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1183 Ac-WQEWDREVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,
1184 AcC-WQEWEREVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,
1185 Ac-WQEWERQVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1186 AcC-WQEWEQKVKYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1187 AC-WQEWEQKVRFLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL—NHZ
1188 Ac-VNalPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
1189 Ac-VNalPSDENalDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
1190 Ac-VNalPSDEYDASISQVNEEINQALANalIRKADELLENV-NH;
1191 Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIREADELLFNFF-NH;
1192 Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLFNFF-NH,
1193 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWE-NH,
1194 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
1195 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWASLWEWE-NH,
1196 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQELDEWASLWEWE-NH;
1197 Ac-YTSLITALLEEAQIQQEKNEYELQELDEWASLWEWF-NH;
1198 Naftoyl—Aua—Aua—Aua—TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAua—Aua—
-Aua-W-NH;
1199 Ac-WAAWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,
1200 Ac—WQEAAQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL—NHZ
1201 Ac-WQEWAAKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,
1202 AC—WQAAEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL—NHZ
1203 Ac-WQEWEAAVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1204 Ac-WQEWEQAARYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1205 AC-WQEWEQKAAYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL—NHz
1206 Ac—WQEWEQKVAALEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL—NHz
1207 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKLGGGG
~WASLWNF-NH; ‘
1208 2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH;
1209 2-Naftoyl—GDEFDASISQVNEKINQSLAFTRKSDELT—NHZ
1210 Z—Naftoyl—GDEFDASISQVNEKTNQSLAFTRKSDELT-NHZ
1211 2-Naftoyl-GDEFDASISQTNEKTNQSLAFTRKSDELT-NH;
1212 2-Naftoyl—GDEFDASTSQTNEKTNQSLAFTRKSDELT—NHZ
1213

2-Naftoyl-GDEYDASTSQTNEKTNQSLAFTRKSDELT-NH,
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1214 2-Naftoyl-GDEFDEEISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,

1215 2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELA-NH,

1216 2-Naftoyl-GDEFDASASQANEKANQSLAFARKSDELA-NH,

1217 2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFTRKSDELL-NH,

1218 2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKTEESLAFIRKSDELL-NH,

1219 2-Naftoyl-GDEFDESISQTNEKIEESLAFIRKSDELL-NH,

1220 2—Naftoyl—GDEFDESTSQVNEKIEESLAFIRKSDELL—NHZ

1221 AcC-WNWFDEFDESTSQVNEKIEESLAFIRKSDELLWNWEF-NH,

1222 AcC-WNWFDEFDESTSQTNEKIEESLAFIRKSDELLWNWE-NH;

1223 AcC-WNWFDEFDESTSQTNEKTEESLAFIRKSDELLWNWF-NH;

1224 Ac-LOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVAL-NH,

1225 AcC-YTNLIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWSWF-NH,

1226 AC-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASL-
-WNWE-NH;

1227 Ac-NNMTWQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQK
~-LDKWASLWNWF-NH,

1230 Ac-WNWFIEESDELLWNWE-NH,

1231 2-Naftoyl-GFIEESDELLW-NH,

1232 AC-WFIEESDELLW-NH, |

1233 2-Naftoyl-GFNFFIEESDELLENFF-NH,

1234 2-Naftoyl-GESDELW-NH,

1235 AcC-WNWFGDEFDESISQVQEEIEESLAFIEESDELLGGWNWF-NH,

1236 AC-WNWFIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,

1237 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEENEYELQALDEWASLWEWE-NH;

1238 Ac-YTSLIHSLGGDEFDESISQVNEEIEESLAFIEESDELLGGWA
-SLWNWF-NH,

1239 2-Naftoyl-GDEFDESISQVQEEIEESLAFIEESDELL-NH;

1240 H—QARQLLSsIMQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARI
-LAVERYLKDQ-OH

1241 Ac-CPKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTR-NH,

1242 Ac-GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSC-NH,

1243 Ac-LNFLGGT-NH,

1244 Ac-LDSWWTSLNFLGGT-NH,

1245 Ac-ILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT-NH,

1246 Ac-GFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT-NH,

1247 AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWF-NH,




15

20

25

30

35

T

No. Sekvence ‘

1248 AcC-WNWFITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWE-NH,

1249 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWE-NH

1250 AcC-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKIEYELQKL-NH,

1251 Ac-WQEWEQKVRYLEAQITALLEQAQIQQEKIEYELQKL-NH;

1252 Ac-KENKANGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQS-NH,

1253 AcC-NIKENKANGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLM-NH;

1254 (FS)-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;

1255 2—Naftoyl—GWNWFAcaDEFDESISQVQEEIEESLAFIEESEELL
~AcaWNWF-NH,

1256 AC-WNWFGDEFDESISQVNEKIEESLAFIEESDELLGWNWE-NH,

1257 Ac-WNWFGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGWNWF-NH,

1258 Ac-WNWF-Aca-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-Aca-
-WNWEF-NH, _

1259 Ac-WNWF-Aca-DEFDESISQVNEKIEESLAFIEESDELL-Aca-
~WNWF-NH,

1260 Ac-EESQNQQEKNEQELLELDKWA-NH,

1261 EESQNQQEKNEQELLELDKWA

1262 Ac-CGTTDRSGAPTYSWGANDTDVFVLNNTRPPLGNWFG-NH,

1263 Ac-GVEHRLEAACNWTRGERADLEDRDRSELSP-NH,

1264 Ac-CVREGNASRAWVAVTPTVATRDGKLPT-NH,

1265 Ac-CFSPRHHWTTQDANASIYPG-NH,

1266 Ac-LQOHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDS-NH,

1267. AC-WQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEQA-
~-SLWEWF-NH,

1268 AcC~-CWQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWA
-SLWEWFC-NH,

1269 AC-WQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH,

1270 Ac-CWQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWFC-NH,

1271 Ac-GQONSQSPTSNHSPTSAPPTAPGYRWA-NH,

1272 Ac-PGSSTTSTGPARTALTTAQGTSLYPSA-NH,

1273 Ac-PGSSTTSTGPARTALTTAQGTSLYPSAAATKPSDGNATA-NH,

1275 Ac-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWEF-NH,

1276 AcC-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWASLWEWE-NH,

1277 AcC-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH;

1278 AcC-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH,

1279

AC-WQEWEREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH;
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1280 AcC-WOEWEREITALLEQAQIQQEKIEYELQKLDEWEWE-NH,

1281 Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWE-NH,

1282 AC-WQEWEITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH,

1283 AC-WQEWEITALLEQAQIQQEKIEYELQKLDEWEWF-NH;

1284 Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF-NH,

1285 Ac-WQEWDREIDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWEF-NHy

1286 AC-WQEWEREIDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWE-NH,

1287 Ac-WQEWEIDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWEF-NH,

1288 Ac-WQEWDREIDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWF-NH,

1289 Ac-WOEWEREIDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWF-NH,

1290 Ac-WQEWEIDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWE-NH;

1291 AcC-WQEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWF-NH;

1292 Ac-WQEWDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWEF-NH;

1293 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF—NH2

1294 Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWASLWEWE-NH,

1295 Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWASLWEWF-NH;

1298 —VYpsDEYDAS:cSQVNEEINQALAYIRKADELLENV—NH2

1299 Ac-WVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENVWNWF-NH;

1300 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,

1301 Ac-WOEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREDAELWAWF-NH,

1302 AcC-WOAWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWAWF-NH,

1303 AC-WQAWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWF-NH,

1304 Biotin-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH;

1305 Biotin-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAF-NH;

1306 Biotin-QVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,

1307 Ac-WMEWDREI-NH,

1308 AC-WQEWEQKI-NH,

1309 Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIKWASLWEWF-NH,

1310 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWASLWEWF-NH,

1311 AC-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF-NH,

1312 Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKEWEWE-NH,

1313 Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKEWEW-NH,

1314 Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEW-NH;

1315 Ac-FNLSDHSESIQKKFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLR-NH,

1316 AcC-DHSESIQKKFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLRGIF-NH,

1317 AC-WSVKQANLTTSLLGDLLDDVTSIRHAVLQONRA-NH;
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1318 Biotin-WMEWDREI-NH,

1319 Biotin-NNMTWMEWDREINNYTSL-NH,

1320 Ac-GAASLTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL-NH,
1321 Ac-ASLTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQOL-NH,
1322 - Ac-VSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIINFYDPLVF-NH,

1323 Ac-QHWSYGLRPG-NH,

1324 AcC-WQEWEQKIQHWSYGLRPGWASLWEWF-NH,

1325 Ac-WQEWEQKIQHWSYGLRPGWEWF-NH,

1326 Ac-WNWFQHWSYGLRPGWNWF-NH,

1327 Ac-FNFFQHWSYGLRPGFNFF-NH,

1328 Ac-GAGAQHWSYGLRPGAGAG-NH,

1329 PLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT

1330 AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLAKWASLWEWF-NH,
1331 AcC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLAEWASLWEWF-NH,
1332 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLAEWASLWEWF-NH,
1333 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLAEWASLWAWF-NH,
1334 Ac-WOQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLAKWASLWAWF-NH,
1335 Ac-TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNK-NH,
1336 Ac-KAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQS-NH,
1337 AcC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH,
1338 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH,
1339 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLDKWEWF-NH,
1340 Ac-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAF-NH, '
1341 Fluor--VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,
1342 Fluor-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
1344 Ac-SGIVQOONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL-NH,
1345 Ac-QQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLOARILAVERYLKDQ-NH,
1346 Ac-SGIVOQONNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
1347 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAWF-NH,
1348 AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAW-NH,
1349 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLAEWASLWAW-NH,
1350 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWAGLWAWF—NH2
1351 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWAGLWAW-NH,
1352 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLAEWAGLWAW-NH,
1353 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWAGLWEWF-NH,
1354 Ac-WQEWQHWSYGLRPGWEWF-NH,
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1355 Ac-WQAWQHWSYGLRPGWAWF-NH,

1356 Biotinyl-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
1357 WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF

1358 WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWE

1361 Ac-AGSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQONNLLRAIEAQQ-NH,
1362 Ac-AGSAMGAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQ-NH;
1363 AC-AGSAMGAASTALTAQSRTILLAGIVQQQQQLLDWKRQQ-NH;
1364 Ac-ALTAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGT-NH,
1365 Ac-TLSAQSRTLLAGIVQQQQQOLLDWKRQQEMLRLTVWGT-NH;
1366 Ac-TLTVQARQLLSGIVQQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGI-NH,
1367 Ac—WQAWIEYEAELSQVKEKIEQSLAYIREADELWAWF—NH2
1368 AcC-WQAWIEYEASLSQAKEKIEESKAYIREADELWAWE-NH,
1369 Ac-WQAWIEYERLLVQAKLKIAIAKLYIAKELLEWAWF-NH,
1370 AC-WQAWIEYERLLVQVKLKIAIALLYIAKELLEWAWF-NH;
1371 AC-WQAWIELERLLVQVKLKLAIAKLEIAKELLEWAWF-NH,
1372 Ac-GEWTYDDATKTFTVTEGGH-NH,

1373 AC-WQEWEQKIGEWTYDDATKTFTVTEGGHWASLWEWF-NH
1374 Ac-GEWTYDDATKTFTVTE-NH,

1375 Ac-WQEWEQKIGEWTYDDATKTFTVTEWASLWEWE-NH,

1376 AcC-MHRFDYRT-NH, |

1377 Ac—WQEWEQKIMHRFDYRTWAsLWEWF—NH2

1378 AC-MHRFNWSTGGG-NH,

1379 Ac-WQEWEQKIMHRFNWSTGGGWASLWEWE-NH,

1380 Ac-MHRFNWST-NH,

1381 AcC-WQEWEQKIMHRFNWSTWASLWEWF-NH,

1382 Ac-LLVPLARIMTMSSVHGGG-NH, _

1383 Ac-WQEWEQKILLVPLARIMTMSSVHGGGWASLWEWF-NH,
1384 Ac-LLVPLARIMTMSSVH-NH,

1385 AcC-WQEWEQKILLVPLARIMTMSSVHWASLWEWE-NH;

1386 TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK

1387 Ac-TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NE,

1388 Ac-TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE-NH,

1389 TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE

1390
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1391 Rhod-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQA
-RILAVERY-NH; ’

1392 Ac-GAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDWKRQQEML-NH,
1393 Ac-GSAMGAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEML-NH,
1394 Ac-PALSTGLIHLHQNIVDVQFLFGVGSSIASWAIKWEY-NH; .
1395 Ac-PALSTGLIHLHQNIVDVQFLYGVGSSIASWAIK-NH,
1396 Ac-LSTTQWQVLPUSFTTLPALSTGLIHLHQNIVDVQY-NH;
1397 Ac-FRKFPEATFSRUGSGPRITPRUMVDFPFRLWHY-NH,
1398 Ac-DFPFRLWHFPUTINYTIFKVRLFVGGVEHRLEAAUNWTR-NH; 7
1399 Ac-YVGGVEHRLEAAUNWTRGERUDLEDRDRSELSPL-NH;
1400 MVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKDELLENV
1402 Ac-GPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGG-NH;
1403 Ac-LGPLLVLQAGFFLLTRILLIPQSLDSWWTSLNFLG-NH,
1404 Ac-FLGPLLVLQAGFFLLTRILLIPQSLDSWWTSLNFL-NH,
1405 Ac-YTNTIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
1406 YTNTIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF
1407 Ac-YTGIIYNLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWE-NH,
1408 YTGIIYNLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWF
1409 Ac-YTSLIYSLLEKSQIQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
1410 VYTSLIYSLLEKSQIQQEKNEQELLELDKWASLWNWE
1411 Ac-EKSQIQQEKNEQELLELDKWA-NH,
1412 EKSQIQQEKNEQELLELDKWA
1413 Ac-EQAQIQQEKNEYELQKLDKWA-NH,
1414 Ac-YTSLIGSLIEESQIQQERNEQELLELDRWASLWEWF-NH,
1415 Ac-YTXLIHSLIXESQNQQXKNEQELXELDKWASLWNWEF-NH,
1416 Ac-YTXLIHSLIWESQNQQXKNEQELXELD-NH,
1417 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELD-NH;
1418 Ac-WOEQEXKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLDKWASLWEWF-NH,
1419 AcC-XKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLDKWASLWEWF-NH,
1420 Ac-WQEWWXKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLD-NH,
1421 AcC-WEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH,
1422 AC-WEXKITALLXQAQIQOXKNEYELXKLD-NH,
1423 Ac-XKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLD-NH,
1425 Ac-QKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH,
1426 Ac-QKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
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1427
1428
1429
1430
1431
1432
1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441

1442

1443
1444
1445
1446
1447
144

1449
1450
1451
1452

1453

1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
l46l
1462

AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH,
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLEN-OH
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLE-OH
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELL-OH
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL-OH
YPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
PSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
SDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac—VYPSDEYDASISQVDEEINQALAYIRKADELLENV—NH2
Ac—VYPSDEYDASISQVNEEIDQALAYIRKADELLENV-NHQ
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLEDV~-NH;
Ac-VYPSDEYDASISQVDEEIDQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac-LLSTNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLP-NH;
Ac-LSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPI-NH;
Ac-STNKAVVSLSNGVSVGTSKVLDLKNYIDKQLLPIV-NH;
ACc-TNKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVN-NH;
Ac-NKAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNK-NH;
ACc-KAWSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQ-NH,
AC~AVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQS—NHZ
Ac-WSLSNGVSVLTSKVDLKNYIDKQWLLPIVNKQSU-NH;
Ac-VSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUS-NH;
Ac-SLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSI-NH;
AC-LSNGVSVLTSKVLDKLKNYIDKQLLPIVNKQSUSIS—NHQ
Ac-SNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISN-NH;
Ac~-NGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNI-NH;
AC-GVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIE-NH;
Ac-VSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISINIET-NH;
Ac-SVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETV-NH;
Ac-VLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVI-NH;
Ac-LTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIE-NH;
Ac~TSKVLDLKNYIDKQLLPIVKQSUSISNIETVIEF-NH;
Ac-STVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQ-NH;
Ac-KVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQ-NH,
Ac-VLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQK-NH,
Ac-LDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKN-NH,
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l4é3
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479
1480

1481
1482
1483
1484
1485
1486
1487
1488
1489
1490
1491
1492
1483
1494
1495
1496
1497

Ac-DLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNN-NH;
Ac-LKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNR-NH;
Ac-KNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRL-NH;
Ac-NYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLL-NH;
Ac-YIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLE-NH,
Ac-IDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEI-NH,
Ac-DKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEIT-NH;
Ac—KQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEITR—NH2
Ac—QLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNRLLEITRE—NH2
AC—VYPSDEYDASISQVNEETNQALA
QVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,
VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV
Ac—-DEYDASISQVNEEINQALAYIREADEL-NH;
Ac-DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL-NH,
Ac-DDECLNSVKNGTYDFPKFEEESKLNRNEIKGVKLS-NH;

Ac-DDE-Abu-LNSVKNGTYDFPKFEEESKLNRNEIKGVKLS-NH;
AC-YHKCDDECLNSVKNGTFDFPKFEEESKLNRNEIKGVKLSS-NH;
Ac-YHK-Abu-DDE-Abu~LNSVKNGTFDFPKFEEESKLNRNEIKGV

-KLSS-NH;
Ac—YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELLELDKWASLWNWF—NHZ
Ac—YTSLIHSLIEESQNQQEKNEYELLELDKWASLWNWF—NHz
AC—YTSLIHSLIEESQIQQEKNEYELLELDKWASLWNWF-NH2
AC-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWE-NH;
AC—YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELQKLDKWASLWNWF—NH2
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEYELQKLDKWASLWNWE-NH;
Ac—YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELQKLDKWASLWNWF—NHZ
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWEWF-NH;
ACc-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELLELDKWASLWEWEF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEYELLELDKWASLWEWE-NH,
AC-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEYELLELDKWASLWEWE-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWE-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELQKLDKWASLWEWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEYELQKLDKWASLWEWE-NH;
AC-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELQKLDKWASLWEWF-NH;
AC-WQEQEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKEWWE-NH;

AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWASLWEWF-NH;
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1498 AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWASLWEWF-NH,
1499 AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIKWASLWEWE-NH,
1500 AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWAGLWEWF-NH; |
1501 Ac—WQEWEQKiTALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWAGLWEWF—NH2
1502 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIKWAGLWEWF-NH,
1503 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWAGLWAWF-NH;
1504 Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWAGLWAWE-NH,
1505 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIKWAGLWAWF—NHZ
1506 Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKGEYELQKLDKQEQF-NH,

1507 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKGEYELLELDKWEWF—NHZ

1508 AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKGEYELQKLAKWENF-NH,

1509 Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKGEYELQKLDWQWEF-NH,

1510 AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKGEYELLELAKWEWE-NH,

1511 AcC-WEQWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELDKWENF-NH,

1512 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELEEELIEWASLWEWF—NHz
1513  AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELIEWAGLWEWEF-NH;
1514 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELiEQAGLWAWF—NH2
1515 Ac-WQEWEREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWASLWEWE-NH,
1516 ‘Ac—WQEWEREIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF—NHZ

1517 Ac—WQEWEREIQQEKGEYELQKLIEWEWF—NH?

1518 Ac-WQEWQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,

1519 Ac-WQEWQAQIQQEKGEYELQKLIEWEWF-NH,

1520 PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASLWEWF-NH:
1521 AcC-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASLWEWE-NH,
1522 PEG-YTSLITALLEQAQIQQERNEQELLELDEWASLWEWF-NH;
1523 Ac-YTSLITALLEQAQIQQERNEQELLELDEWASLWEWE-NH,

1526 PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQELDEWASLWEWF-NH;
1527 Ac-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQELDEWASLWEWE-NH:
1528 PEG-YTSLIGSLIEESQIQQERNEQELLELDRWASLWEWE-NH,
1529 PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDRWASLWEWEF-NH,
1530 Ac-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDRWASLWEWF-NH,
1531 PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQELDRWASLWEWF-NH;
1532 AcC-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQELDRWASLWEWE-NH;
1533 PEG-YTSLIGSLIEESQNQQERNEQELLELDRWASLWNWE-NH,
1534 Ac-YTSLIGSLIEESQNQQERNEQELLELDRWASLWNWE-NH,

1538 - Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEK-OH
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1539 NEQELLELDK

1540 WASLWNWEF-NH,

1542 Ac-AAAWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
1543 AcC-WQEAAAKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWEF-NH,
1544 Ac-WQEWEQAAAALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
1545 AC-WQEWEQKITAAAEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWEF-NH,
1546 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYAAAKLDKWASLWEWEF-NH,
1547 Ac-WOEWEQKITALLEQAAAAQEKNEYELQKLDKWASLWEWE-NH,
1548 AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQAAANEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
1549 AcC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAAAELQKLDKWASLWEWE-NH,
1550 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYAAAKLDKWASLWEWF-NH,
1551 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQAAAKWASLWEWF-NH;
1552 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDAAASLWEWF-NH
1553 Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWAARAAEWE-NH
1554 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWAAA-NH
1556 Ac-YTSLIHSLIEESQNQOEKNEQELLLDKWASLWNWE-NH,
1557 Ac-YTSLIHSLIEESQNQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
1558 Ac-ERTLDFHDS-NH;

1559 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN (W) F-NH;
1563 Ac-YTSLIHSLIEESQN (Q)QEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
1564 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQDKWASLWNWF-NH,

1566 Ac-FYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLQKWEDWVGWIGNI-NH,
1567 Ac-INQTIWNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIE-NH,
1568 AcC-WNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQ-NH,
1572 Ac-YTSLIHSLIEESENQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
1573 Ac-YTSLIHSLIEESQDQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
1574 Ac-YTSLIHSLIEESQNEQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
1575 c—TYSLIHSLIEESQNQEEKNEQELLELDKWASiWNWF—NHZ
1576 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKDEQELLELDKWASLWNWF-NH,
1577 Ac-LGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQ-NH,
1578 Ac-WYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLQK-NH,
1579 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEEELLELDKWASLWNWE-NH,
1580 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWDWE-NH,
1586 Ac-XTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWX-NH,
1588 Ac-YNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLQKW-NH;
1598 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
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1660
1603
1627
1628
1629
1630
1631
1632
1634

1635

1636
1637
1644
1645
1646
1647
1648
1649
1650
1651
1652
1653
1654
1655
1656
1657
1658
1659
1660
1661
1662
1663
1664
1665
1666
1667

Ac-TLTVQARQLLSGIVQQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQAR-NH;

Ac-LOQOKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLOQKWEDWVGW-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLALDKWASLWNWEF-NH;
AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEADKWASLWNWE-NH;

AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELAKWASLWNWE-NH,

AC-YTSLIHSLIEESQNQQEKAEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNAQELLELDKWASLWNWEF-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEAELLELDKWASLWNWE-NH;

AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEQELQKLDKWASLWEWF-NH,
AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLDKWASLWEWE-NH,
AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNAYELQKLDKWASLWEWE-NH,
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEAELQKLDKWASLWEWE-NH;

Ac-EYDLRRWEK-NH,
Ac-EQELLELDK-NH,
Ac-EYELQKLDK-NH,

Ac—WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEQELLKLDKWASLWEWF—NHZ
AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEQELLELDKWASLWEWF-NH;

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNDKWASLWEWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQAEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
AC-YTSLIHSLIEESQNQQAKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEANEQELLELDKWASLWNWE~NH;
Ac-YTSLIHSLIEESANQQEANEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQAQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
AC-YTSLIHSLIEESQNAQEKNEQELLELDKWASLWNWF—NH2
Ac-YTSLIHALIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLIHSAIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;

Ac-YTSLIHSLAEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,

Ac-YTSAIHALIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac-YTSLAHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE~NH,
Ac-YTSLIASLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
Ac—ATSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF*NHQ
Ac-YASLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH,
AC-YTALIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-NH;
Ac-RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQ-NH;
Ac-HTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLREN-NH,
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1668 Ac-SEMNKLFEKTRRQLREN-NH;

1669 Ac-VFPSDEADASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
1670 Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
1671 Ac-VFPSDEFDASISAVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
1672 .Ac-VFPSDEFDASISQANEKINQSLAFIRKSDELLHNV~-NH,
1673 Ac-VFPSDEFDASISQVAEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
1674 Ac-WQEWEQKITAALEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;
1675 Ac—WQEWEQKITALAEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF—NH2
1676 Ac-WQEWEQKITALLEQAAIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH,
1677 Ac-WQEWEQKITALLEQAQAQQEKNEYELQKLDKWASLWEWE-NH;
1678 Ac—WQEWEQKITALLEQAQIAQEKNEYELQKLDKWASLWEWF—NHZ
1679 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQAEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;
1680 Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSAAFIRKSDELLHNV-NH;
1681 Ac—VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAAIRKSDELLHNV—NH2
1682 Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEALHNV-NH;
1683 Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELAHNV-NH,
1684 Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLANV-NH,
1685 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQAKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;
1687 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQALDKWASLWEWE-NH;
1688

AC-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKADKWASLWEWEF-NH,
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Je tfeba rozumét, Ze peptidy uvedené v tabulce 2 a v pfikladu

uvedeném v &asti 11 dale, maji také spadat do ramce pfedkladaného |

vynalezu. Jak je uvedeno vyse, ty peptidy znazornéné v tabulce 2
a v uvedeném pfikladu dale, které jiz neobsahuji zesilujici peptidove
sekvence (j. nepfedstavuji hybridni polypeptidy), mohou byt pouZity
spolu se zesilujicimi peptidovymi sekvencemi a na zékladé zde
uvadénych znalosti pro vytvafeni hybridnich polypeptidd. Navic mohou
byt polypeptidova jadra a polypeptidova jadra hybridnich polypeptidfj
ukazana v tabulce 2, obr. 13 a pfikladu uvedeném v &éasti 11 nize,
pouzity s kteroukoli ze zesilujicich péptidovych sekvenci popisovanou
v piedkladané pfihladce, pro vyrobu dal$ich hybridnich polypeptid,

které rovnéZ spadaji do ramce pfedkladaného vynalezu.

Napfiklad peptid DP397, ukazany v pfikladu uvedeném v Casti
11 predstavuje polypeptidové jadro, a ma spadat do ramce
pfedkladaného vynalezu. Navic maji do ramce piedkladaného
vynalezu spadat také hybridni polypeptidy obsahujici polypeptidove
jadro DP397'pIus jednu nebo vice .popisovanych zesil_ujic‘ich

polypeptidovych sekvenci.

Je tfeba uvést, ze i kdyZ je v tabulce 2 a obr. 13 uvedena cela
fada polypeptidd s modifikovanymi, napfiklad blokovanymi aminovymi
nebo karboxylovymi konci, nebo d-isomernimi aminokyselinami
(znazornéné zbytky uvnitf zavorek), jakykoli polypeptid obsahujici
primarni aminokyselinovou sekvenci znazornénou v tabulce 2 a obr. 13

ma byt rovnéz soudasti pfedkladaného vynalezu.

Sekvence polypeptidoveho jadra samy o sobé& ukazané v tabulce
2. obr. 13 a uvedeném piikladu v &asti 11 dale, stejné jako hybridni

polypeptidy obsahujici tato polypeptidova jadra, mohou mit antivirovou -

a/nebo antifuzogenni aktivitu a/nebo mohou mit schopnost modulovat
intercelularni procesy, kterych se Ucéastni struktury peptidd fypu coiled-
coil. Navic mohou byt tyto peptidy také pouZivany jako Cast

screeningovych metod pro identifikaci sloucenin - véetné peptidd
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s témito aktivitami. Mezi sekvencemi polypeptidového jadra jsou -

napﬁkiad sekvence, které byly odvozeny od jednotlivych sekvenci

‘virovych proteind. Mezi sekvence polypeptidovych jader patfi také

napfiklad sekvence, jejichz pofadi aminokyselin je odvozeno od vice
nez jedné sekvence virového proteinu (napf. polypeptidova jadra
odvozena od HIV-1, HIV-2 a SIV).

Navic se v t&chto polypeptidovych jadrech mohou vyskytovat

substituce, delece a/nebo inzerce aminokyselin, jak je diskutovano

vy$e u zesilujicich polypeptidovych sekvenci. V pfipadech, kdy

polypeptidové jadro ma antivirovou a/nebo antifuzogenni aktivitu,
nesnizuji s vyhodou tyto modifikace (bud jako takové nebo jako
soudéast hybridniho polypeptidu) tuto aktivitu.

Co se tyée deleci aminokyselin, je vyhodne, aby ziskané
polypeptidové jadro mélo délku Jalespoh pfiblizné 4 az 6

aminokyselinovych zbytkl. Co se tyCe inzerci aminokyselin, vyhodné

inzerce nejsou del$i nez pfiblizné 50 aminokyselinovych zbytkd,

a vyhodnéji nejsou delsi neZ pfiblizné 15 aminokyselinovych zbytkd. Je
také vyhodné, pokud jsou inzerce polypeptidového jadra inzerce na

aminovém a/nebo karboxylovém konci.

Mezi substitucemi, delecemi a/nebo inzercemi vaminokyselin
v polypeptidovem jédfu nebo hybridnich polypeptidech podle vynalezu
jsou takové, které odpovidaji substitucim, delecim a/nebo inzercim
aminokyselin nalézanym u mutantl, napfiklad v pfirodé se
vyskytujicich mutant(i, endogennich proteinovych sekvenci, ze kterych

je konkrétni polypeptidove jadro odvozeno.

Jestlize je napfiklad polypeptidové jadro odvozeno od virového
proteinu, a toto polypeptidové jadro (bud jako .takové nebo jako
sou&ast hybridniho polypeptidu) méa antivirovou G¢innost proti dalsimu
viru, je mozné, Ze mohou existovat nebo mohou nakonec vzniknout
varianty (napfiklad variantni kmeny) viru, které maji urcitou miru

odolnosti proti peptidu co se ty¢e antivirového Gcinku tohoto peptidu
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na kmen viru, ze kterého byla sekvence pavodniho endogenniho

polypeptidového jadra odvozena.

Pro vytvofeni polypeptidovah jader, kterd maji antivirovou
uginnost proti tdmto rezistentnim kmentm virli, mohou byt zavedeny
modifikace plvodniho polypeptidového jadra. Odbornik v oboru mlze
pouzitim standardnich technik zviasté izolovat izolaty rezistentniho
viru. Uréeni sekvence, ktera v rezistentnim viru odpovida plvodnimu
polypeptidovému jadru, mliZe byt také rutinné provedeno a sekvence

m(iZze byt porovnana se sekvenci plvodniho polypeptidového jadra.

V pfipad&, Ze se odpovidajici sekvence ziskana z mutantniho,
rezistentniho kmene, li§i od sekvence polypeptidového jadra, mohou

byt zavedeny modifikace polypeptidového jadra tak, ze vysledné

modifikované polypeptidové jadro ma stejnou sekvenci jako .

odpovidajici oblast v rezistentnim viru.

Ziskané modifikované polypeptidové jadro, bud jako takové

nebo jako soucast hybridhiho polypeptidu, bude vykazovat antivirové

vlastnosti proti kmenu viru, ktery byl rezistentni na puvodni
polypeptidové jadro. Tyto metody mohou byt proto vyuzity pro
identifikaci polypeptidovych jader, ktera maji antivirovou ucinnost prbti
kmendm virQ, které jsou, nebo které se staly rezistentni na antivirovou

aktivitu jinych polypeptidovych jader.

Jeden konkrétni, ale neomezujici pfiklad uspésného pouZiti teto
metody pro vytvofeni modifikovaného polypeptidového jadra, ktere
vykazuje antivirovy aginek proti kmenu viru rezistentnimu na
_rodiGovské polypeptidové jadro, se popisuje v pfikladu uvedeném

dale v ¢asti 11.

V jednom provedeni jsou takovd modifikovana polypeptidova
jadra, ktera maji antivirovy UGcinek proti kmenim rezistentnim
k ,rodi¢ovskym* polypeptidovym jadrim takova polypeptidova jadra, ve

kterych byly zavedeny substituce, inzerce a/nebo delece aminokyselin,
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které modifikuji ,rodi¢ovské polypeptidové jadro takovym zplsobem,

7e ve vysledném modifikovaném polypeptidovém jadru byla

odstran&na konvenéni sekvence N-glykosylace nebo O-glykosylace,

ktera byla pfitomna v ,rodi¢ovském* polypeptidovém jadru.

Napfiklad konvenéni sekvence pro N-glykosyla¢ni misto je -N-X-
SIT, kde S/T je bud serin nebo threonin a X je jakakoli aminokyselina
kromé& prolinu nebo kyseliny asparagové. V jednom provedeni mlze
tedy byt rodi¢ovske polypeptidové jadro obsahujici takovou konvenéni
sekvenci modifikovano inzerci, substituci a/nebo deleci aminokyselin
tak, ze tato konvenéni sekvence neni v modifikovaném

polypeptidovém jadfe obsazena.

‘ Mezi témito aminokoncovymi a/nebo  karboxykoncovymi
inzercemi jsou takové, které obsahuji aminokyselinové sekvence ve
sméru amino a/nebo karboxy vzhledem k endogenni proteinove
sekvenci, ze které se odvozuje polypeptidové jadro. Jestlize je

napfiklad polypeptidové jadro odvozeno od proteinu gp41, takova

‘inzerce by obsahovala aminokoncovou a/nebo karboxykoncovou.

inzerci obsahujici aminokyselinovou sekvenci gp41 sousedici se
sekvenci gp41 polypeptidového jadra. Takové aminokoncové a/nebo
ka_rboxykoncové inzerce mohou typicky zahrnovat od pfiblizné 1, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 nebo 50 aminokyselinovych zbytkl ve sméru

amino a/nebo karboxy vzhledem k plvodnimu polypeptidovému jédru.

Hybridni p’olypeptidy podle vynalezu mohou jedté dale
obsahovat dal$i modifikace, které snadno dovoli detekci polypeptidu.
Hybridni polypeptidy mohou byt napfiklad znaCeny, bud pfimo nebo

nepiimo. Zplsoby znageni peptidll jsou odbornikim v oboru dobfe

‘znamé, a bez omezeni zahrnuji radioaktivni, fluorescencni a

kolorimetrické techniky. Techniky nepfimého znadeni jsou rovnéz
odbornikdim v oboru znamy a zahrnuji bez omezeni systém znaceni

biotin/streptavidin a nepfimé znaceni protilatkami.
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Vynalez se dale tyka asociace zesilujicich polypeptidovych
sekvenci k typim molekul jinym nez jsou peptidy. Napfiklad zesilujici
peptidové sekvence mohou byt pro Gcely zesileni farmakokinetickych
vlastnosti t&échto molekul navazany na molekuly nukleovych kyselin

(napi. DNA nebo RNA) nebo-jak)’/koli typ malé organické molekuly.

5.2 Syntéza peptidl

Zesilujici polypeptidy, polypeptidoVé jadra a hybridni polypeptidy
podle vynalezu mohou byt syntetizovany nebo pfipravovany zpusoby
dobfe znamymi v oboru, viz napfiklad Creighton, 1983, Proteins:
Structures and Molecular Principles, W. H. Freeman and Co, NY, ktery

se zafazuje ve svém celku odkazem. Hybridni polypeptidy mohou byt

pfipraveny pouzitim b&zné postupné syntézy v roztoku nebo na pevné

fazi, kondenzaci fragmentl nebo chemickymi reakcemi s vyuZitim
Fmoc nebo Boc (viz napf. Chemical Approaches to the Synthesis of
Peptides and Proteins, Williams a dalsi, ed., 1997, CRC Press, Boca
Raton Florida, a tam uvadéné odkazy; Solid Phase Peptide Synthesis:
A Practical Approach, Atherton & Sheppard, ed., 1989, IRL Press,
Oxford, Anglie, a tam uvadéné odkazy). Podobné se mohou ziskavat

aminokoncové a/nebo karboxykoncové modifikace..

Tyto metody mohou zahrnovat obecné postupné pfidavani jedne
nebo vice aminokyselin nebo vhodné chranénych aminokyselin
k rostoucimu peptidovému Fetézci. Obvykle se vhodnou ochrannou
skupinou chrani- bud aminovd nebo karboxylova skupina prvni
aminokyseliny. Chranéna nebo derivatizovana kyselina potom mize
byt bud navazana na inertni pevny nosi¢ nebo pouZita v roztoku
pfidanim dal$i aminokyseliny v fadé s vhodné chrénénou
komplementarni (aminovou nebo karboxylovou) skupinou, za
podminek vhodnych pro vytvofeni amidové vazby. Ochranna skupina
se potom z tohoto nové piidaného zbytku aminokyseliny odstrani

a potom se pfida daldi aminokyselina (vhodné chranéna) atd. Po
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navazani véech pozadovanych aminokyselin v patficném poradi

mohou byt zbyvajici ochranné skupiny a pfipadny pevny nosic

odstranén, bud postupné nebo sougasné, za ziskéni pozadovaného

kone&ného polypeptidu. Jednoduchou modifikaci tohoto obecného
postupu je mozné pfidavat k rostoucimu Fetézci soudasné vice nez
jednu aminokyselinu, napfiklad navazanim (za podminek, pfi kterych
nedochazi k racemizaci chiralnich center) chranéného tripeptidu
s vhodn& chranénym dipeptidem za vytvofeni, po odstranéni

ochrannych skupin, pentapeptidu.

Mezi typické ochranné skupiny patfi T-butyloxykarbonyl (Boc), 9-
-fluorenylmethoxykarbonyl (Fmoc), benxyloxykarbonyl (Cbz), p-
-toluensulfonyl (Tos); 2,4-dinitrofenyl, benzyl (Bzl),
bifenylisopropyloxykarboxykarBonyI, cyklohexyl, isopropyl, acetyl, o-
-nitrofenylsulfonyl, apod. Z téchto skupin jsou vyhodné Boc a Fmoc.

Typické pevné nosice jsou obecné zesit&né polymerni materialy.
Sem patfi bez omezeni divinylbenzenem zesiténé polymery na bazi
styrenu, napfiklad kopolymery divinylbenzen-hydroxymethylstyren,
kopolymery divinylbenzen-chlormethylstyren é kopolymery
divinylbenzen-benzhydrylaminopolystyren. Tyto kopolymery nabizeji
vyhodu pfimého zavadéni koncové amidove funk&ni skupiny do
peptidového fetézce, kdy tato funkéni skupina se zachova na fetézci

pfi jeho ods§tépeni od nosice.

Timto zpUsobem mohou byt syntetizovany polypeptidy
obsahujici bud L- nebo D-aminokyseliny.

Slozeni polypeptidu mlze byt potvrzeno kvantitativni analyzou
aminokyselin a specificka sekvence kazdého peptidu muze byt zjisténa
analyzou sekvence.

Zesilujici sekvence, polypeptidova jadra a hybridni polypeptidy
podle vynalezu mohou byt &i$tény zplsoby znamymi v oboru, jako je

kapalna chromatografie s vysokou Ucinnosti s normalnimi nebo
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reverznimi fazemi, iontoméni¢ova  chromatografie, gelova
elektroforéza, afinitni chromatografie, chromatografie typu size
exclusion, sraZeni apod. Skuteéné podminky pouzité pro Ccisténi
konkrétniho polypeptidu budou z &asti zaviset na strategii syntézy
a na faktorech, jako je celkdvy naboj, hydrofobnost, hydrofilnost,

rozpustnost, stabilita atd., a odbornikdim v oboru budou zfejme.

Hybridni polypeptidy, zesilu_jfci polypeptidy a polypeptidova jadra
mohou byt také vyrab&na pouZitim téchnik rekombinantni DNA.
V tomto pfipadé je moZno syntetizovat a/nebo klonovat nukleotidové
sekvence kodujici polypeptidy podle vynalezu, které mohou byt
exprimovany zplsoby dobfe znamymi odbornikim v oboru, viz
napfiklad Sambrook, a dalsi, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, dil 1 - 3, Cold Spring Harbor Press, NY. -

Usek DNA koédujici sledovany polypeptid je moZno ziskat

pouzitim rznych molekularné biologickych technik, které jsou zname
odbornfk&m v oboru. Pro vytvofeni fragmen{u DNA koédujiciho
sledovany protein mlZe byt napfiklad pouZita polymerazova fetézova
reakce (PCR). Aiternativné mize byt fragment DNA ziskan

z komeréniho zdroje.

DNA koédujici sledované polypeptidy mize byt rekombinantnim
zplsobem vloZena do fady systémi hostitel-vektor, které také
poskytuji replikaci DNA ve velkém méfitku. Tyto vektory mohou byt
navrzeny tak, aby obsahovaly nezbytné prvky pro fizeni transkripce

[

a/nebo translace sekvence DNA kddujici hybridni polypeptid.

Vektory, které mohou byt pouzity, zahrnuji bez omezeni vektory
odvozené od rekombinantni bakteriofagové DNA, plasmidové DNA
nebo kosmidové DNA. Mohou byt napfiklad pouZity plasmidove
vektory jako jsou fady vektorl pcDNA3, pBR322, pUC 19/18, pUC 118,
119 a M13 mp. Mezi bakteriofagové vektory mohou patfiit fady

bakteriofagovych vektorli Agt10, Agt11, rgt18-23, AZAP/R a EMBL.

Jako kosmidové vektory mohou byt bez omezeni pouzity fady vektorl
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pJB8, pCV 103, pCV 107, pCV 108, pTM, pMCS, pNNL, pHSG274,
C0S202, C0OS203, pWE15, pWE16 a charomid 9.

Alternativné je mozno zkonstruovat rekombinantni virové vektory
obsahujici bez omezeni vektory odvozené od vidl jako je herpeticky
virus; retroviry, viry vakcinie, adenoviry, viry asociované s adenoviry
nebo bovinni papilomavirus, rostlinné viry jako je virus tabakové
mozaiky a bakulovirus.

Pro expresi biologicky aktivniho polypeptidu musi byt
nukleotidova sekvence kodujici protein vlozena do vhodného
expresniho vektoru, tj. vektoru, ktery obsahuje nezbytné prvky pro
transkripci a translaci vioZenych kédujicich sekvenci. Pro konstrukei
expresnich vektorl, ve kterych je sekvence kodujici hybridni
polypeptid operativné spojena s vhodnymi signaly pro fizeni
transkfipceltranslace, mohou byt pouzity metody dobfe znamé
odbornikim v oboru. Mezi tyto metody patii techniky rekombinantni
DNA in vitro a syntetické techniky, viz napfiklad zplisoby popisované

v Sambrook, a dalsi, 1992, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,

Cold Spring Harbor Laboratory, N. Y. a Ausubel a dal$i, 1989, Current
Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates & Wiley

Interscience, N.Y, z nichZ kazda je zafazena ve svém celku odkazem.

Molekula. nukleové kyseliny kodujici hybridni polypeptid,
zesilujici polypeptid a polypeptidové jadro, o ktere se zajim‘éme, mulzZe
byt operativné spojena s fadou rliznych promoto(rovych/zesilujicfch
prvk(l. Promotorové/zesilujici prvky mohou byt zvoleny pro optimalizaci‘
exprese terapeutickych mnozstvi proteinu. Expresni prvky téchto
vektor(l se mohou lidit z hiediska jejich sily a specificity. Na zakladé
pouzitého systému hostitel/vektor je mozno pouzit jakéhokoli z Fady
vhodnych transkripnich a translaénich prvkld. Promotor miZe byt ve
formé& promotoru, ktery je pfirozené asociovany se sledovanym genem.
DNA muizZe byt alternativné umisténa pod fizeni rekombinantniho nebo

heterologniho promotoru, napiiklad promotoru, ktery neni normalné
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s timto genem. asociovan. Pro fizeni exprese pfevedené DNA ve

specifickych typech bunék mohou byt pouZzity tkanove specifické

promotorové/zesilujici prvky.

Priklady oblasti fidicich transkripci, které maji tkanovou
specificitu, které byly popsany a mohly by byt pouzity, zahrnuji bez
omezeni kontrolni oblast elastazy 1, ktery je aktivni
v pankreatickych acinarnich buiikach (Swift a dal$i, 1984, Cell 38: 639
- 646; Ornitz a dal$i, 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:
399 - 409; MacDonald, 1987, Hepatology 7: 42S-51S); fidici oblast
inzulinového genu, ktera je aktivni v bufikach beta »pankreatu
1985, 315: 115 - 122),
imunoglobulinového genu, ktera je aktivni v lymfoidnich burikach
(Grossched! a dalsi, 1984, Q@_ﬂ‘;%_&: 647 - 658: Adams a dalsi, 1‘985,
Nature 318: 533 - 538; Alexander a dalsi, 1987, Mol. Cell. Biol. 4_7__:
1436 - 1444); fidici oblast albuminového genu, kterda je aktivni
v jatrech (Pinkert a dal$i, 1987, Genes and Devel. 1: 268 - 276); Fidici
oblast alfa-fetoproteinového genu, ktera je aktivni v jatrech (Krumlauf

a dalgi, 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1639 - 1648; Hammer a dalsi, 1987,

genu

(Hanahan, Nature fidici oblast

~ Science 235: 53 - 58); fidici oblast alfa-1-antitrypsinového genu, ktera

je aktivni v jatrech (Kelsey a dal$i, 1987, Genes and Devel. 1: 161 -
171); Fidici
v myeloidnich bufikach (Magram a dalsf, 1985, Nature 315: 338 - 340;
Kollias a dal§i, 1986, Cell 46: 89 - 94); fidici oblast bazického proteinu
myelinu, ktera je aktivni v oligodendrocytovych burikach v mozku
(Readhead a dal$i, 1987, Cell 48: 703 - 712); fidici oblast genu
lehkého fetézce 2 myosinu, ktera je aktivni v kosternich svalech
(Shani, 1985, Nature 314: 283 - 286); a fidici oblast hormonu
uvoliiujiciho gonadotropin, ktera je aktivni v hypothalamu (Mason ‘a
dalgi, 1986, Science 234: 1372 - 1378). Mohou byt pouZity promotory
izolované z genomu virQ, které rostou v savéich burkach (napf.

oblast beta-globinového genu, ktera je aktivni

promotory viru vakcinie 7,5K, SV40, HSV, promotory adenovird MLP,
MMTV, LTR a CMV), stejné jako promotory vytvofené technikami
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rekombinantni DNA nebo syntézou. V nékterych pfi‘padech'mohou byt
prvky promotoru konstitutivni nebo inducibilni promotory a mohou byt
pouzity za vhodnych podminek pro smérovani vysoké hladiny fizené
exprese sledované nukleotidové sekvence. Exprese gend pod Fizenim
nevyZaduje pfitomnost specifického

konstitutivnich  promotorQ

“substratu pro indukci genové exprese, a bude probihat za vsech

podminek bunéé&ného rstu. Naopak exprese genl fizenych
inducibilnimi promotory odpovidéd na pfitomnost nebo nepfitomnost

induktoru.

Pro dostatednou translaci viozenych sekvenci kédujicich protein
jsou také nezbytné specifické iniciaéni signaly. Mezi tyto signaly patfi
iniciaéni kodon ATG a sousedni sekvence. V pfipadech, kdy jsou do
vhbdnych expres_hich vektoril vioZzeny ce‘I‘é kc’)duji'ci 'sekv'ence“ véetné
iniciagniho kodonu a pfilehlych sekvenci, nemusi byt nutné 2adné
dal§i signaly fidici translaci. V pfipadech, kdy se vklada pouze Cast
kodujici sekvence, v8ak musi byt poskytnuty signaly pro Fizeni
exogenni translace v&etné iniciaéniho kodonu ATG. Navic musi byt

iniciaéni kodon ve fazi s &tecim ramcem sekvenci kddujicich protein

pro zajisténi translace celého inzertu. Tyto exogenni signaly fizeni

translace a iniciaéni kodony mohou byt rizného plivodu, pfirozeného
i syntetického. Uginnost exprese muzZe byt zvySena zavedenim

transkripénich atenua&nich sekvenci, zesilujicich prvkd apod.

5 3 Pousiti zesilujicich peptidovych sekvenci, polypeptidovych jader

a hybridnich polypeptidd podle vynélezu

Jak je diskutovano vyse, zesilujici peptidové sekvence podle
vynalezu mohou byt pouzity ke zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti
jadra spojeni

kteréhokoli prostfednictvim

polypeptidového
polypeptidového jadra se zesilujicimi peptidovymi sekvencemi za
hybridnich

farmakokinetickych vlastnosti

vytvofeni polypeptidd. Pozorované zlepSeni

se vztahuje k farmakokinetickym
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vlastnostem samostatného polypeptidového jadra. Standardni
farmakokinetické charakteristické vlastnoéti. a zplUsoby zjisténi
a.charakterizace farmakokinetickych vlastnosti prostfedku jako je
polypeptid jsou odbornikim v oboru dobfe znamé. Neomezujici

piiklady téchto metod jsou uvedeny v nasledujici pFikIédové casti.

Zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu mohou byt navic
pouzity pro zvy$eni polotasu polypeptidového jadra, na které byly
navazany zesilujici peptidové sekvence, in vitro nebo ex-Vivo.
Zesitwjici peptidové sekvence mohou napiiklad zvysit polo&as
navazanych polypeptidovych jader, jestliZe jsou vysledné hybridni
polypeptidy pfitomny v buné&né kultufe, tkafiové kultufe nebo vzorcich
od pacienta (napfiklad vzorky bunek, vzorky tkani z biopsie nebo dalsi

vzorky obsahujici télesné tekutmy)

Polypeptidova jadra a hybridni polypeptidy podle vynalezu
mohou byt také vyuzity jako soucast metod pro modulaci (napfiklad
snizeni, inhibici, rozbiti, stabilizaci nebo zesileni) fuzogennich dé&jd.
Tyto peptidy maji s vyhodou antifuzogenni nebo antivirovou aktivitu.
Peptidy podle vynalezu mohou také mit schopnost modulovat
intracelularni procesy, kterych se Udastni peptidové interakce typu

coiled-coil.

V konkrétnich provedenich mohou byt hybridni polypeptidy
a polypeptidova jadra podle vynalezu, které maji antivirové acinky,
pouzity jako soucast metod pro sniZeni virové infekce. Tyto antivirové
metody mohou byt pouZity napfiklad proti lidskym retrovirim, zviaste
HIV (virus lidské imunodeficience), napf. HIV-1 a HIV-2, a Iidskym
virlm T-lymfocytl (HTLV-1 a HTLV-II), a jinym neZ lidskym retroviram,

" jako je virus bovinni leukézy, viry koCi¢iho sarkomu a leukemie, viry

opii imunodeficience (SIV), sarkomové a leukemické viry a viry

progresivni pneumonie ovci.

Antivirové metody podle vynalezu mohou byt také pouZity proti

neretrovirovym virdm, véetn& bez omezeni viru respiracniho syncytia
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(RSV), viru psinky, viru newcastleské nemoci, viru lidské
parainfluenzy, virG chfipky, virl spalni¢ek, virG Epstein-Barrove, vird
hepatitidy B a vird Mason-Pfizer.

Vy$§e uvedené viry jsou Viry opatfené obalem. Antivirové metody
podle vynalezu mohou byt také pouzity proti virlm, kferé nejsou}
opatFeny obalem, véetn& bez omezeni pikornavirQi jako jsou polioviry,
viru hepatitidy A, enteroviru, echoviru, viru coxsackie, papovavirl jako

je papillomavirus, parvovirli, adenovird a reovirQ.

Dalgi antifuzogenni aktivity, které mohou byt modulovany
metodami vyuZivajicimi peptidy podle vynalezu, zahrnuji bez omezeni
modulaci vymény neuronovych pfenasecl prostfednictvim bunééné
fuze, a fuze spermie-vajicko. Mezi intracelularnimi poruchami, kterych
se Udastni interakce typu coiled-coil, které mohou byt odstranény
zplisoby vyuZivajicimi peptidy podle vynalezu, jsou poruchy s Gcasti

napfiklad bakterialnich toxin(.

Antifizni nebo antivirova aktivita daného polypeptidového jadra
nebo hybridniho polypeptidu mlze byt rutinné zjistovana standardnimi
tedsty in vitro, ex vivo a na zvifecich modelech, které mohou byt

vzhledem k antivirové aktivité pro sledovany virus specifické nebo

- gasteéné specifické, a které jsou dobfe znamé odbornikiim v oboru.

Vyse uvedeny popis se tyka hlavné antivirovych a's antifaznimi
aginky souvisejicich aktivit polypeptidovych jadér a hybridnich
polypeptidd podle vynalezu. Hybridni polypeptidy podle vynalezu
mohou byt také pouZity jako soucast jakékoli metody, pfi které mize
byt uvazovano podavani nebo pouZiti samotného polypeptidového
jadra. Pouziti hybridnich polypeptidi jako soucast téchto metod je
zvlasté vyhodné v pfipadech, kdy se pozaduje zlepSeni
farmakokinetickych vlastnosti polypeptidového jadra. Napfiklad inzulin
se pouziva jako soucast léCby nékterych typl diabetu. Hybridni
polypeptid  obsahujici inzulin nebo fragment inzulinu  jako

polypeptidové jadro mizZe byt proto také pouZit jako soucast metod
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odstranéni pfiznak( téch forem diabetu, u kterych se pouiiVé a/nebo

uvazuje pouZiti inzulinu.

Navic k vy$e popsanym lééebnym metodam mohou byt peptidy
podle vynalezu je$té dale pouZzity jako soucast prognostickych metod
pro prevenci stavG, véetné bez omezen! poruch zahrnujicich fazni
dé&je, intracelularnich procest zahrnujicich peptidy typu coiled-coil
a virovych infekci, kterych se G¢astni fuze burika-bufika a/nebo virus-

bufika. Napfiklad polypeptidové jadro a hybridni polypeptidy podle

vynalezu mohou byt pouZity jako soucast preventivnich metod pro

prevenci virové infekce.

Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt jesté dale

pouZity jako sou&ast diagnostickych metod. Tyto metody mohou byt
bud metody in vivo nebo in vitro. S pouzitim hybridniho polypeptidu
obsahujiciho polypeptidové' jadro a modifikaci primarni
aminokyselinové sekvence umoziujici detekci hybridniho polypeptidu
mlze byt také provedena jakakoli diagnosticka metoda, pfi které je

mozno pouZit urgitého polypeptidového jadra. Tyto techniky mohou

odrazet zlep$eni vzhledem k diagnostickym metodam v tom, Ze

samotné zvySeni polotasu hybridniho . polypeptidu vzhledem
k polodasu samostatného polypeptidového jadra muaze zvysit citlivost
diagnostického postupu, pfi kterém se pouZiva. Mezi tyto diagnosticke
postupy patii bez omezeni zobrazovaci metody, napfiklad metody
zobrazovani in vivo. V neomezujicim pfikladu zobrazovaci metody
miZe byt detekovana struktura, kterd se vaze na polypeptidové jadro
hybridniho polypeptidu, prostfednictvim vazby hybridniho polypeptidu
a zobrazeni (bud pfimého nebo nepfimého) navazaného hybridniho

polypeptidu.
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' 5.4 Farmaceutické prostfedky, davkovani a zpusoby podavani

Peptidy podle vynalezu mohou byt podavany pouzitim zplsobl
dobfe znamych odbornikim v oboru. Prostfedky se s vyhodou
formuluji a podavaji systémové. Zplsoby formulace a podavani je
mozno nalézt v publikaci ,Remington’s Pharmaceutical Sciences’,
poseldni vydani, Mack Publishing Co, Easton, PA. Mezi vhodné
zplisoby mohou patfit oralni, rektalni, vaginalni, plicni (napfikiad
inhalaéni), transdermalni, transmukosalni nebo intestinalni podavan;
parenteralni podavani vcCetne intramuskularnich, subkutannich
a intramedularnich injekci, stejné jako intrathekalnich, pfimych
intraventrikularnich, intravenéznich, intraperitoneélnich, i:htranazélnich
nebo intraokularnich injekci, pokud uvadime pouze pfiklady. Pro
intravendzni injekci mohou byt prostfedky podle vynalezu formulovany
ve vodnych roztocich, s vyhodou ve fyz}iologicky kompatibilnich
pufrech jako je Hankslv roztok, RingerQv roztok, nebo fyziologickém
solném roztoku, pokud uvadime jenom nékteré. Navic mohou byt pro
dodavani peptidd podle vynalezu pouZivany infuzni pumpyr. Pro
transmukosalni podavani se ve formulaci pouZivaji penetra&ni
prostfedky pro usnadnéni pronikéani bariérou. Tyto penetraéni

prostfedky jsou v oboru obecné zname.

V ptipadech, kdy je vyhodné intracelularni podavani peptidd

podle vynalezu nebo jinych inhibicnich prostfedkd, mohou byt pouzity .

techniky dobfe znamé odbornikim v oboru. Takove prostfedky mohou
byt napfiklad zapouzdfené do liposomi nebo mikrosfér a potom
podavany jak bylo popsano vySe. Liposomy jsou kulové lipidické
dvojvrstvy s vodnou fazi uvnitf. V8echny molekuly pfitomné ve vodném
roztoku v dobé& vytvafeni liposomu jsou do této vodné vnitini Casti
zahrnuty. Obsahy liposoml jsou jak chranéné pied vn&j$im
mikroprostiedim, tak i U¢inné dodavany do bunécné cytoplasmy,

protoZe liposomy fuzuji s bunéénymi membranami. Navic v disledku
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jejich hydrofobi¢nosti, pokud se maji podévat malé molekuly, je mozno

dosahnout pfimého intracelularniho podavani.

Nukleotidové sekvence kodujici peptidy podle vynalezu, které se
maji podavat intracelularn&, mohou byt exprimovany ve sledovanych
buiikach s pouzitim technik dobie znamych odbornikim v oboru. Pro
dodavani a expresi téchto nukleotidovych sekvenci do populace
cilovych bun&k mohou byt napfiklad pouzZity expresni vektory
odvozené od vir&njako jsou retroviry, viry vakcinie, viry asociované
s adenoviry, herpetické viry nebo bovinni papilomaviry. Zplsoby
konstrukce t&chto vektorl a expresnich konstruktd jsou dobie Znameé,
viz napfiklad Sambrook a dalsi, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor NY, a Ausubel
a dalgi, 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Green

Publishihg Assbciates a Wile‘y Interscience, NY.

Uginné davky peptidd podle vynédlezu vhodné pro podavani
mohou byt zjistény zplsoby dobfe znamymi v oboru, které se tykaji
parametr(l jako biologicky polo€as, biologicka dostupnost a toxicita. Ve
zvlagté vyhodnych provedenich uréuje odbornik v oboru ucinné
rozmezi davek hybridniho polypeptidu pouzitim Gdajl z rutinnich studi
in vitro a in vivo, které jsou dobfe znamé odbornikim v oboru.
Napfiklad testy antivirové aktivity na buné&nych kulturach in vitro, jako
jsou testy uvéadené pro T1249 jako priklady v gasti 7 dale, budou
poskytovat Gdaje, ze kterych muiZe odbornik v oboru snadno urcit
sttedni inhibi&ni koncentraci (IC) peptidu nebo polypeptidu nutneho
pro blokovani urgitého mnoZstvi infek&ni schopnosti viru (napf. 50 %,
ICs0; nebo 90 %, ICso). Vhodné davky je potom mozno zvolit pouzitim
farmakokinetickych Gdaji z jednoho nebo vice rutinnich modelﬁ na
zvifatech, jako jsou farmakokinetické Udaje popisované jako pfiklady
v &asti 10 nize, pro T1249, takZe se ziskda minimalni koncentrace
peptidu v plasmé& (Cmin), kterd je rovnéd nebo ktera je vy$Si nez je

zjisténa hodnota IC.
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Priklady davek polypeptidu mohou byt jiz 0,1 ug/kg télesné
hmotnosti a aZ 10 ug/kg té&lesné hmotnosti. Vyhodnégjsi rozmezi
aginnych davek je od 0,1 do 100 pg/kg télesne hmotnosti. Dalsi
priklady davek peptidli podle vynalezu zahrnuji 1 az 5 mg, 1 az 10 mg,
1az30mg, 1az 50 mg, 1 aZ 75 mg, 1'az 100 mg, 1 az 125 mg, 1 az
150 mg, 1 az 200 mg, nebo 1 az 250 mg peptidu. Terapeuticky udinna
davka oznaduje takové mnozstvi slouCeniny, které je dostate¢né pro
dosazeni odstranéni pfiznakl nebo pro prodlouzeni pfeziti u pacienta.
Toxicitu a terapeutickou u&innost té&chto sloucenin je mozno zjistit
standardnimi farmaceutickymi postupy v buhéénych kulturach nebo
experimentalnich zvifatech, napfiklad pro zjisténi LDso (davka
smrtelna pro 50 % populace) a EDso (davka terapeuticky ucéinna pro
50 % populace). Pomér davek mezi toxickym a terapeutickym Uginkem
je terapeuticky index a mulZe byt vyjadien jako pomeér LDso/EDso.
Vyhodné jsou slouceniny, které maji vetsi terapeutické indexy. Data
ziskana z téchto testd na bunélnych kulturach a studii na zvifatech
mohou byt pouiit’a pro formulaci rozmezi davek pro pouziti u lidi.
Davky téchto sloudenin jsou s vyhodou v rozmezich koncentraci
v ob&hu, které zahrnuji EDsp s malou nebo zadnou toxicitou. Davka se
mize v tomto rozmezi lisit v zavislosti na pouzité davkové formé

a zpUsobu podavani. Pro jakoukoli slou¢eninu pouzivanou pti zplsobu

_podle vynalezu se bude terapeuticky Gginna davka na pocatku

odhadovat na zakladé testt na bun&éné kultufe. Davka miZe byt
formulovana na zvifecich modelech pro dosazeni rozmezi koncentraci
v cirkulujici plasmé, které zahrnuje ICso (napf. koncentrace testované
slougeniny, ktera poskytne polovinu maximalini inhibice fuzogenniho
déje, jako je polovina maximalini inhibice virové infekce vzhledem
k mife takového dé&je v nepfitomnosti testované slougeniny) pfi
zjitovani v bunééné kultufe. Tyto informace mohou byt pouZity pro
pfesngj§i urceni pouZitelnych davek .u ¢lovéka. Hladiny v plasmé

mohou byt méFeny napfiklad vysokouéinnou  kapalinovou
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chromatografii  (HPLC) nebo  jakymkoli  biologickym nebo
imunologickym testem schopnym méfit hladiny peptidd.

Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt podavany
jednorazové, pferuSované, periodicky nebo kontinualné. Polypeptidy
podle vynalezu mohou byt napfiklad podavany pfi jediném podani,
jako je jedina subkutanni injekce, jedina intravenozni infuze nebo
jediné spolknuti. Polypeptidy podle vynalezu mohou byt také podavany
ve vétsim poétu preruSovanych podavani, véetné periodickych
podavani. V nékterych provedenich mohou byt napfiklad polypeptidy
podle vynalezu podavany jednovu tydné, jednou denné, dvakrat denné
(napf. 'kaédychv12 hod), kazdych 6 hodin, kazdé 4 Hodiny, kazde
2 hodiny nebo kazdou hodinu. Polypeptidy podlé vynalezu mohou byt

také podavany kontinualné, jako napfiklad kontinualni subkutanni

nebo intravendzni infazni pumpou, nebo pomoci subkutanniho nebo ‘

jiného implantatu, ktery dovoli kontinualni absorpci polypeptidd télem

pacienta.

Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt také podavany

v kombinaci s alespori jednim dal$im lé¢ebnym prostfedkem. Ackoli to
néni pro terapii HIV vyhodné, mlZe se provadeét podavani jinych typl
lé&eni (napfiklad protirakovinné terapié) soudasn& nebo postupné,
véetng cyklického |é&eni (tj. podavani prvni slouceniny po urcité
gasové obdobi a na’sledné‘ podavani druhé antivirové slouceniny po
uréité .é_asové obdobi, a opakovani tohoto postupného podavani

s cilem snizit vyvinuti rezistence na nékteré z téchto légeni.

V pfipadé virovych, napfiklad retrovirovych infekci, se muize

Gadinné mnozstvi hybridniho polypeptidu nebo jeho farmaceuticky

pfijatelného derivatu podévat v kombinaci s alespon jednim, s vyhodou

alespofl dvéma jinymi antivirovymi prostiedky.

Pokud jako pfiklad vezmeme infekci HIV, tyto antivirové
prostfedky mohou bez omezeni zahrnovat DP-107 (T21), DP178

(T20), jakékoli jiné polypeptidové jadro znazornéné v tabulce 2
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odvozené z HIV-1 nebo HIV-2, jakykoli jiny hybridni polypeptid, jehoZ
polypeptidové jadro je alespofi z ¢asti odvozené od HIV-1 nebo HIV-2,
cytokiny, napfiklad rlFN a, rIFN B, rlFN vy; inhibitory reverzni

transkriptazy véetné nukleosidovych a nenukleosidovych inhibitord,

napf. AZT, 3TC, D4T, ddl, adefovir, abakavir a dalsi

dideoxynukleosidy nebo dideoxyfluoronukleosidy, nebo delaviridin-

-mesylat, nevirapin, efavirenz; inhibitory UGpravy virove mRNA

~gepi¢kou, jako je- ribavirin; inhibitory HIV proteazy, jako je ritonavir,

nelfinavirmesylat, amprenavir, sakvinavir, sakvinavirmesylat, indinavir
nebo ABT378, ABT538 nebo MK639; amfotericin B jako molekula
vazajici lipid s anti-HIV aktivitou; a kastanospermin jako inhibitor

Upravy v burikach (procesingu) glykopr‘oteinﬂ.

Hybridni polypeptidy a/nebo polypeptidova jadra podle vynalezu
mohou byt dale vyuzivany profylakticky pro ‘prevenci onemocnéni.
Hybridni polypeptidy a/nebo polypeptidova jadra mohou pUsobit pfimo
pro zabranéni onemocnéni, nebo mohou byt alternativné pouZity jako
vakciny, kde hostitel vytvafi protilatky proti hybridnim polypeptidﬁm‘
podle vynalezu, které potom slouzi pro neutralizaci patogennich
organism( véetné napfiklad. inhibice virové, bakteriaini a parazitické

infekce.

Pro v8echna tato lé&eni popisovana vy$e muiZe byt zvolena
pfesna formulace, zplsob podavani a davkovani jednotlivym
odetiujicim lékafem podle pacientova stavu (viz napf. Fingl a dalsi,

1975, v ,The Pharmacological Basis of Therapeutics®, kap. 1, str. 1).

Je tfeba uvést, ze oSetfujici Iékai by védél, jak a kdy ukoncit,
pferusit nebo upravit podavani z hlediska toxicity nebo poruchy funkce
organd. Naopak osetfujici Iékal by take v&dé&l, jak upravit Iééeni pro
zvy$eni klinické odpovedi tam, kde neni odpovidajici (a vyhnout se
toxicité. Velikost podané davky pfi zvladani onkogenniho onemocnéni
bude zaviset na vaZnosti léteného stavu a zplsobu podéavani. Davka

a patrné i poget davek-se také budou li§it v zavislosti na véku, telesné
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hmotnosti a reakci jednotlivého pacienta. Ve veterinarnim |ékafstvi

mlzZe byt pouZit program srovnatelny s vy$e diskutovanym programem.

Do ramce predkladaného vyndlezu také patfi pouZiti
farmaceuticky pfijatelnych nosi¢l pro formulaci zde popisovanych
slougenin pro provadéni vynalezu do davkovych forem vhodnych pro
systémové podavani. PFi spravném vybéru nosice a vhodném
provadéni vyroby mohou byt sloudeniny podle predkladaného
vynalezu, zviasté slouceniny formulované jako roztoky, podavany
parenteralng, jako je subkutanni injekci, intravendzni injekei,
subkutanni infuzi nebo intravendzni infuzi, napfiklad infuzni pumpou.
slougeniny mohou byt snadno formulovany pouzitim farmaceutickych
nosiét, dobfe znamych v oboru, na davkové formy vhodné pro oralni
podavani. Tyto nosi¢e umozZni formulaci sloucenin podle vynalezu do
formy tablet, pilulek, kapsli, kapalin, gell, sirupl, kasi, suspenzi

apod., pro oralni pfijimani |éCenym pacientem.

Mezi farmaceutické  prostfedky vhodné pro  pouZiti
v pfedkladaném vynalezu patfi prostfedky, ve kterych jsou obsazeny
aginné slozky v aginném mnoZstvi pro dosazeni zamysleného Ucelu.
Zjisténi acinnych mnozstvi spada do schopnosti odbornika v oboru,

zvlasté z hlediska zde poskytovaného podrobného popisu.

- Navic k uéinnyh slozkam mohou tybto farmaceutické prostfedky
obsahovat vhodné farmaceuticky = pfijatelné nosie obsahujici

excipienty a pomocné latky umoZfiujici zpracovani ucinnych slouc€enin

do prostfedkil, které mohou byt farmaceuticky pouZity. Prostredky

formulované pro oralni podavani mohou byt ve formé tablet, draze,
kapsli nebo roztokd. Pro oralni podavani peptidi jsou dobfe znamé
v oboru zpdsoby, které se napfiklad pouZzivaji firmou Emisphere

Technologies, které mohou byt rutinné pouzivany.
Farmaceutické prostiedky podle pfedkladaného vynalezu mohou
byt vyrab&ny zplsobem, ktery je sam o sobé znam, napfiklad pomoci

b&zného miseni, rozpous$téni, granulace, vyroby drazé, roztirani,
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rozpradovaciho suseni, emulgace, zapouzdfovani, zachycovani nebo

lyofilizace.

Farmaceutické prostiedky pro parenteraini podavani zahrnuji
vodné roztoky téinnych slozek ve formé. rozpustne ve vodé. Navic
mohou byt pfipraveny emulze a suspenze ucmnych slozek ve formé
vhodnych olejovych injekénich smési. Mezi ‘vhodna lipofilni
rozpoustédla nebo vehikula vpatFi mastné oleje jako je sezamovy olej,
nebo syntetické estery mastnych kyselin, jako je ethyloleat nebo
tnglycerldy, liposomy nebo jiné latky znamé v oboru pro vyrobu
lipidovych nebo lipofilnich emulzi. Vodné |njekcn| suspenze mohou
obsahovat latky, které zvysup viskozitu suspenze, jako je sodna sl
karboxymethylcelulozy, sorbitol nebo dextran. Suspenze mulZe take
popfipadé obsahovat vhodné stabilizadtory nebo latky zvysujici
rozpustnost slou&enin pro umoznéni pfipravy vysoce koncentrovanych

roztokd.

Farmaceutické prostfedky pro oralni pouziti mohou byt ziskany
kombinaci uéinnych sloudenin s pevnoﬁ pomocnou latkou, popfipadé
rozdrcenim vysledné smési a zpracovanim smési granuli po pridani
vhodnych pomocnych latek v pfipadé potfeby za ziskani tablet nebo
jader drazé. Vhodné pomocné latky jSOU zvlasté plniva jako jsou cukry
véetné laktdézy, sacharozy, trehalézy, mannitolu nebo sorbltolu '
celulozové preparaty jako je napfiklad kukufi¢ny Skrob, psemcny
gkrob, ryzovy &krob, bramborovy $krob, Zelatina, tragakantova guma,
methylcelul6za, hydroxypropylmethylceluloza, sodna sul
karboxymethylcelulézy a/nebo polyvihylpyrrolidon (PVP).‘ V pfipadé
potfeby mohou byt pfiddna rozvoliiovadlia, jako je zesitény
polyvinylpyrrolidon, agar, nebo alginové‘ kyselina nebo jeji sul, jako je
alginat sodny.

Jadra drazé jsou opatiena vhodnymi povlaky. K tomuto ucelu

mohou byt pouZity koncentrované cukerné roztoky, které mohou

popfipadé obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidon,
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karbopolovy gel, polyethylenglykol a/nebo oxid titanicity, roztoky lakd a
vhodna organicka rozpous$tédla nebo smési rozpoustédel. Do povlakd

tablet nebo drazé mohou byt pfidavany barevné latky nebo pigmenty

pro identifikaci nebo charakterizaci rliznych kombinaci davek aktivni

slougeniny.

Farmaceutické prostiedky, které mohou byt pouZity oralné,
zahrnuji zasunovaci kapsle vyrobené z Zelatiny, stejné jako mé&kkeé,
uzavfené kapsle, vyrobené ze Zelatiny a plastifikatoru, jako je glycerol
nebo sorbitol. Zasunovaci kapsle, mohou obsahovat uginné slozky ve
smési s plnivem jako je laktéza, pojivy jako jsou Skroby a/nebo
kluznymi latkami jako je talek nebo stearan hofecnaty, a popfipadé
stabilizatory. V mékkych kapslich mohou byt uginné slouceniny
rozpuétény nebo suspendovany ve vhodnych kapalinach, jako jsou
mastné oleje, parafinovy olej nebo kapalné polyethylenglykoly. Navic

mohou byt pfidany stabilizatory.

V pfipadech, kdy je Zadouci zesileni imunitni odpovédi hostitele,
mohou byt hybridni polypeptidy formulovany s vhodnym adjuvans pro.
zvydeni imunologické odpovédi. Mezi tato adjuvans mohou bez
omezeni patfit mineralni gely jako je hydroxid hlinity; povrchové aktivni
latky jako je lysolecithin, pluronové polyoly, polyanionty; jiné peptidy;
olejové emulze; a potencialné pouzitelna adjuvans jako je BCG a
Corynebacterium parvum. Pro zavadéni vakcin popisovanych vyse
mohou byt pouzity rizné zplsoby. Mezi tyto zpUsoby patfi bez
omezeni oralni, intradermalni, intramuskularni, intraperitoneaini,

intravenozni, subkutanni a intranazalni zplsoby.
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6. Priklad

Identifikace konvené&nich aminokyselinovych sekvenci, které obsahuji

zesilujici peptidové sekvence

Retrovirovy  protein obsahuje -strukturni - domény

gp4é1
ozna&ované jako oblast a-8roubovice, umisténé v C-koncové oblasti
proteinu, a oblast leucinového zipu umisténou v N-koncové oblasti
proteinu. Porovnani oblasti zesilujici peptidové sekvence obsazenych
vgp41 (obr. 2A a 2B) z gp41 ze viech dosud publikovanych
izolovanych sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIV identifikovalo konvenéni

aminokyselinové sekvence ukazané v obr. 1.

Jak je popsano podrobné v dale uvedenych pfikladech, tyto
sekvence reprezentuji zesilujici peptidove sekvence v tom, Ze vazba
t&chto peptidovych sekvenci na celou fadu rlznych polypeptidovych
jader zlep$uje farmakokinetické vlastnosti vyslednych hybridnich

polypeptidd.

7. Priklad

Hybridni pblvpeptidv, které funquii jako silné inhibitory infekce HIV-1

, T1249, tak jak je znazornén na obr. 13, je hybridni polypeptid
obsahujici zesilujici peptidové sekvence navazané na polypeptidové
jadro HIV. Jak je uvedeno dale, hybridni polypeptid T1249 ma
zlep&ené farmakokinetické viastnosti a silnou aktivitu in vitro proti
izolatam HIV-1, HIV-2, a SIV, se zlepdenou ucinnosti proti klinickym
izolatm HIV-1 v testech infekénosti HUPBMC in vitro stejné jako
v my$im modelu HuPBMC SCID infekce HIV-1 in vivo. V dale
popisovanych biologickych testech se aktivita T1249 porovnava

s GU&innym antivirovym polypeptidem T20. Polypeptid T20, ktery je také
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znamy jako DP-178, je odvozeny z proteinové sekvence gp41 HIV-1 a
popisuje se a narokuje v US patentu No. 5,464,933.

7.1 Materialy a metody

7.1.1 Syntéza a &i§téni peptidl.

Peptidy byly syntetizovany pomoci chemickych reakei typu Fastb

Moc. Obecn&, pokud neni uvedeno jinak, obsahovaly peptidy
amidované karboxylové konce a acetylované aminove konce. Cisténi

bylo provéd'ého HPLC s reverznimi fazemi.

T1249 (Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQ-KLDKWASL-
-WEWF-NH,) je peptid o déice 39 aminokyselin (Mh = 5036,7), ktery
se sklada vylu¢né z aminokyselin vyskytujicich se v pfirodé a je na
aminovém konci blokovan acetylovou skupinou, a karboxylovy konec je
blokovan amidovou skupinou pro zvySeni stability. T1387 je peptid

o délce 23 aminokyselin postradajici. zesilujici peptidove -sekvence

(Ac-TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NHz). T1387 tedy pfedstavuje

polypeptidové jadro hybridniho polypeptidu T1249. T1387 je na
aminovém a karboxylovém konci blokovan -stejnym zplsobem jako
T1249.

T1249 byl konkrétné syntetizovan pouzitim standardnich

podminek syntézy na pevné fazi. |dentita hlavniho vrcholu zaznamu

HPLC byla potvrzena hmotnostni spektroskopii jako T1249.

T1249 byl snadno vygistén chromatografii s reverznimi fazemi

na koloné 15,2 cm naplnéné nosi¢em C18, 10 um, 120A.

7.1.2 Virus

Virus HIV-1_.a (Popovic, M. a dal8i, 1984, Science 224: 497 -
508) byl pomnozen v bufikach CEM kultivovanych v médiu RPMI 1640

s obsahem 10% fetalniho teleciho séra. Supernatant z infikovanych
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bunék CEM byl protladen filtrem 0,2 ym a infekéni titr byll uréen
mikroinfekénim testem pouZitim buné&&né linie AA5, aby se podporila
replikace viru. K tomuto Gcelu bylo 20 pl sériové ziedéného viru
pfidano ke 20 pi bunék CEM v koncentraci 6 x 10%/ml v 96-jamkové
mikrotitraéni destiéce. Kazdé fedéni viru bylo testovano v triplikatu.
Buriky byly kultivovany 7 dni pfidavanim Cerstvého média kazdy druhy
den. Sedm dn(i po infekci byly vzorky supernatantu testovany na
replikaci viru, jejimz dlkazem byla aktivita reverzni transkriptazy
uvoliiovana do supernatantu. Byla vypoétena hodnota TCIDso pomoci
vzorce podle Reeda a Muencha (Réed, L. J. a dal8i, 1938, Am. J. Hyg.
27: 493 - 497).

7.1.3 Test bunééné fuze

Pfiblizn& 7 x 10* bunék Molt-4 bylo inkubovano s 1 x 10* bunék

' CEM chronicky infikovanych burikami HIV-1ia v 96-jamkov3'/c‘h

destiékach pro tkafové kultivace v kone¢ném objemu 100 i

kultivadniho média (RPMI 1640 obsahujici 10% teplem inaktivované
FBS, doplnéné 1% L-glutaminem a 1% Pen-Strep), jak bylo popsano
diive (Matthews, T. J., a dal$i, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:
5424 - 5428). Pkeptidové inhibitory byly pfidavany v objemu 10 pl
a buné&éné smési byly inkubovany 24 hod p¥i 37 °C v 5% COa. V.tomto
gase byly poéitany vicejaderné obfi burfiky (syncytia, Sitka péti bunék
nebo vétsi) mikroskopickym vySetfenim pfi zvétSeni 10 x a 40 x, které
umoznilo vi}zualiz’aci celé jamky v jediném poli. OSetfené bunky byly
porovnavany s infikovanymi, neosetrenymi kontrolami, a vYSledky byly

vyjadFeny jako procento inhibice infikovanych kontrol.

7. 1.4 Testy infekénosti MAGI-CCR-5

Pfiblizné 1 x 10° bunék Magi-CCR-5 (ziskanych prostfednictvim

NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of
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AIDS, NIAID; Chackerian, B., a dalsi, 1997, J. Virol. 71: 3932 - 3939)
bylo zaotkovano do 48-jamkové desticky pro tkafovou kultivaci
(pfiblizné 2 x 10* bunék/jamku v objemu 300 ul/jamku selektivniho
10 %

inaktivovaného FBS, 1 % L-glutaminu, 1 % Pen/Strep, hygromycinem

ristového média obsahujiciho DMEM doplnéné teplem
B, geneticinem a puromycinem) a ponechano pfichytit pfes noc- pfi
37 °C, 5 % CO,. Do nasledujiciho dne bylo dosaZeno konfluence
bunék pfiblizné 30 %. Ockovaci médium bylo odstranéno a byl pfidan
zfedény peptidovy inhibitor v objemech 50 pl/jamku (u neoSetfenych
kontrol pouze média) a potom 100 plfjamku zfedéného Vviru
(poZadovany vstupni titr viru 100 aZ 200 pfu/jamku). Nakonec bylo do
kazdé jamky pfidano 250 pl selektivniho rlstového média a destiCka
byla inkubovana 2 dny pfi 37 °C, 5% CO,. Fixace a barveni byly
provadény podle protokolu poskytnutého NIAID pro bunky MAGI-
CCR5. Ve stru¢nosti, médium bylo z desti¢ky odstranéno a do kazdé
jamky bylo pfidano 500 ul fixaéniho roztoku. Desti¢ky byly ponechany
fixovat 5 min pfi teploté mistnosti. Fixaéni roztok byl odstranén, kazda
jamka byla dvakrat promyta DPBS, a do kazdé jamky bylo pfidano
200 pl barviciho roztoku. Desti¢ka byla potom inkubovana pfi 37 °C,
5% CO,, 50 min, byl odstranén barvici roztok a kazda jamka byla
dvakrat promyta DPBS. Desti¢ka byla ponechana susit na vzduchu
pfed poéitanim modrych bunék pod mikroskopem pro celou jamku.
Ogetiené jamky byly porovnavany s infikovanymi, neoSetfenymi

kontrolami, a vysledky byly vyjadieny jako procenta inhibice

infikovanych kontrol.

7.1.5 Test na reverzni transkriptazu

Mikrotest na reverzni transkriptazu (RT) byl upraven z Goff a
daléi (Goff, S. a dal8i, 1981, J. Virol. 38: 239 - 248) a Willey a dalsi
(Willey, R. a dalsi, 1988, J. Virol. 82: 139 - 147). Supernatanty z kultur
virt/bunék byly upraveny na koncentraci 1% Triton-X100. 10 ul
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kazdého vzorku supernatant/Triton X-100 bylo. pfidano k 50 ul koktejlu

RT (75 mM KCI, 2 mM Clevelandsovo ginidlo, 5 mM MgClz, 5 pg/ml
poly A, 0,25 jednotek/ml oligo dT, 0,05% NP40, 50 mM Tris-HCI, pH
7,8, 0,5 uM neradioaktivni dTTP, a 10 cCi/ml **P-dTTP) v 96-jamkoveé
mikrotitraéni desti¢ce s U-dnem a desti¢ky byly inkubovany pfi 37 °C
90 min. Po inkubaci bylo 40 ul reakéni smési z kazdé jamky pfevedeno
do zafizeni Schleicher a Schuell (S+S) dot blot apparatus,
v 8asteéném vakuu, nesouciho miiZkou rozdélenou 96-jamkovou
filtraéni vrstvu (Wallac catalog # 1450 - 423) a filtracni podloZku
nasycenou pufrem 2 x SSC (0,3 M NaCl a 0,003 M citran sodny).
Kazda jamka byla &tyfikrat promyta alespofi 200 pl 2 x SSC pfi plném
vakuu. Zafizeni bylo rozloZeno a filtradni papir rozdéleny mfizkou byl
odstranén a tfikrat promyt pufrem 2 x SSC. Nakonec byla filtracni
membrana odsata na absorpénim papife, ponechana ususit na
vzduchu a byla uzavfena v zatavovacich saccich. Vzorky byly

umistény v kazeté s fosforeskujicim stinitkem a bylo pfiloZzeno

vymazané (alespofi 8 min) fosforeskujici stinitko a kazeta byla

uzaviena. Expozice trvala 16 hod. Hodnoty Pixel Index Values (PIV)
vytvofené ve formatu ,volume reporting format® ziskaném z pfenost

zobrazovani s pouzitim fosforescence (Molecular Dynamics

‘Phosphorimager) byly pouZity pro zjisteni ovlivnéné nebo inhibované

frakce (Fa) pro vdechny davky inhibitoru nebo inhibitord pfi porovnani
s neosdetfenymi infikovanymi kontrolami (analyza programem

ImageQuant volume report, korekce na pozadi).

7.1.6 Test infekénosti/neutralizace na lidskych PBMC

Tento prototypovy test pouiival bunééné linie, kde test
primarniho izolatu vyuzivd PBMC ziskané od Interstate Blood Bank,
aktivované 2 az 3 dny kombinaci protilatek OKT3 (0,5 ug/ml) a CcD28
(0,1 pg/ml). Cilové bufiky byly naneseny na medium pro separaci

lymfocytl (LSM), promyty a zmraZeny. Bufky byly ponechany podle
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potieby roztat a byly aktivovany jak bylo uvedeno vy8e minimainé 2 az
3 dny pfed testem. V tomto testu v 96-jarhkbvém formatu byly bunky
v koncentraci 2 x 106/mlbv 5% meédiu IL-2 a koneéném objemu 100 pl.
Zasobni roztoky peptidu byly pfipraveny v DBPS (1 g/ml). Redé&ni
peptidu byla provadéna v kompletnim ‘médiu RPMI 1640 s 20 %
FBS/5 % IL-2. - ‘

7.1.7 Model infekce HIV-1in viv:o na mysich SCID HuPBMC

Samice mysi SCID (stafi 6 az 7 tydﬁij) dostaly 5 az 10 x 10’
PBMC z dospélych lidi intraperitonealni injekci. O dva tydny pozdéji
byly mysi infikovany i.p. v den 0 10° TCIDso HIV-1 9320 (izolat A018
citlivy na AZT). LéCeni peptidy probihalo i.p., dvakrat denné, poclinaje
dnem -1, a pokradovalo aZ do $estého dne. Mira infekce krevnich

bun&k, splenocytl, lymfatickych uzlin a peritoneélnich bunék byla

' zjistovana kvantitativni spoleénou kultivaci s lidskymi blasty PBMC

tydné& po tfi za sebou nasledujici tydny po odbéru vzork( krve a tkani
(den 7, pfiblizné 12 az 18 hod po poslednim podani léciva).
Supernatanty ze spole&né kultivace byly vyhodnocovéany na produkci
antigenu HIV-1 p24 jako méfitko infekce virem (kity a protokol

Immunotek Coulter).

7 1.8 Farmakokinetické studie na krysach

Byly pouzity samci krys CD o hmotnosti 250 az 300 g s dvojitym
jugularnim katétrem, ziskani od firmy Charles River Laboratories.
Peptidy byly vstfikovany do jednoho jugularniho katétru v objemu
200 pl 3,75
davkovaciho Edelhochovou
(Edelhoch, 1967, Biochemistry 6: 1948 - 1954) a upravena na zakladé

hmotnosti zvifat tak, 2e kaZdé zvife dostalo davku 2,5 mg/kg).

roztoku peptidu (p?ibliiné mg/ml), koncentrace

roztoku byla zjiStovana metodou

Ptiblizné 250 az 300 pl krve bylo odebirano v uréenych &asovych
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intervalech (0, 15, 30 min a 1, 2, 4, 6 a 8 hod) a uchovavano ve
zkumavkach EDTA capiject. Z usazenych bunék po centrifugaci byla
odebrana plasma, ktera byla bud zmraZzena nebo ihned zpracovana na

analyzu fluorescenéni HPLC.

7.1.9 Analyza vzorkl plasmy fluorescenéni HPLC

100 ul vzorku plasmy bylo pfidano k 900 ul sraZeciho pufru

(acetonitril, 1,0% TFA, detergent), coz vedlo k vysrazeni vétsiny

plasmatickych protein. Po centrifugaci 10 000 ot/min 10 min bylo

odebrano 400 ul supernatantu a pfidano k 600 ul vody pro HPLC.
Podle koncentrace peptidu pfitomného v kazdém vzorku byla
provadéna sériova fedéni v fedicim pufru slozeném ze 40 % srazeciho
pufru a 60 % vody pro HPLC. Navic k fedénim vzorku byla provadéna
sériova fedéni davkovaciho roztoku v pufru étejné jako v plasmé
a pouzita pro vytvofeni standardni kfivky zavislosti p‘lochy vrcholu na

znamé koncentraci peptidu. Tato kfivka byla potom pouzita pro

- vypodet koncentrace peptidu v plasmé&, pficemZz se brala v Gvahu

véechna provedena fedéni a mnozstvi nastfikované na kolonu.

7.1.10 Protokol XTT

Pro méfeni cytotoxickych/cytostatickych Gg&inkl peptidd byly
provadény testy XTT (Weislow, O. S. a dalsi, 1989, J. Natl. Cancer
Inst. 81: 577 - 586) v pfitomnosti riiznych koncentraci peptidu s cilem
uéinné ziskat index selektivity (Sl). Hodnota TCso bylé pfi tomto testu
zjistovana inkubaci bun&k v pfitomnosti a nepfitomnosti sériové
fedéného peptidu S naslednym - pfidanim XTT.
V piezivajicich/metabolizujicich  buiikdch = se XTT redukuje na

rozpustné hnédé barvivo, XTT-formazan. Absorbance se odecita a

ziskané (daje se porovnavaji mezi vzorky s pfitomnosti a bez.

pfitomnosti peptidu pro uréeni TCso pouZitim Karberovy metody (viz
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napf. Lennette, E. H. a dalgi, ed., 1969, ,Diagnostic Procedures for

Viral and Rickettsial Infections”, American Public Health Association,
Inc., &tvrté vyd., str. 47 - 52). Bufiky Molt 4, CEM

(80 000 buné&k/jamku) a kombinace téchto dvou typl bunék (70 000,
popifipadé 10 000) byly vysety a inkubovany se sériové Fedénym
peptidem 24 hod v celkovém objemu 100 ul. Po inkubaci bylo do
kazdé jamky pfidano 25 pl pracovniho zasobniho roztoku XTT
(1 mg/ml XTT, 250 uM PMS v lilplném médiu obsahujicim 5% DMSO) a
desti¢ky byly inkubovany pfi 37 °C. Bylo odeditano vyvinuté zbarveni
a vysledky byly pouZity pro vyjadfeni hodnot poskytnutydh jamkami
obsahujicimi peptid jako procento hodnot z jamek s neoSetienou

kontrolou.

7.2 \ysledky

7.21 Antivirova ugéinnost - testy flze

T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech mezibunécné fuze
zprostfedkované virem, provadénych na. chronicky infikovanych
butikach CEM smisenych s neinfikovanymi bufikami Molt-4, jak je
ukazano v tabulce 3 dale. Inhibice fuze T1249 proti laboratornim
izolatim, jako je lllb, MN a RF, je porovnateina s T20, a vykazuje
pfiblizné 2,5 az 5 nasobné zlepSeni ve srovnani s T20. T1249 byl
rovnéz aktivnéji (zlepeni 3 az 28 krat) nez T20 proti nékolika
klinickym izolatdm indukujicim syncytia, véetn& AZT rezistentniho
izolatu (G691-2), a izolatu léeného pfed AZT (G762-3), a 9320

(izolatu pouzitého ve studiich HUPBMC-SCID). Nejzajimavéjsi je, Ze
T1249 byl vice neZ 800 krat u¢inngjsi proti HIV-2 NIHZ nez T20.
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Tabulka 3
IZolat viru T20 n T1249 n Nasobek
(ng/ml) (ng/ml) rozdilu
HIV-1 11lb 2,5 9 1,0 9 2,5
HIV-1 G691-2 (AZT-R) | 406,0 1 16,0 1 25
HIV-1 G762-3(Pre-AZT) | 340,1 1 12,2 1 28
HIV-1MN 20,0 7 3,1 7 6
HIV-1 RF 6,1 7 2,1 7. 3
HIV-1 9320 118,4 1 34,5 1 3
HIV-2 NIHZ 3610,0 10 4,3 2 840

7.2.2 Antivirova G€innost - testy infekénosti Magi-CCR-5

Test infekénosti Magi-CCR-5 umoziuje pfima porovnani izolatd
viru indukujicich a neindukujicich syncytia stejné jéko porovnani mezi
laboratornimi a klinickymi izolaty. Test je také pfimym méfitkem virove
infekce (exprese TAT po infekci, transaktivace produkce beta-
galaktosidazy plGsobenim LTR) v protikladu s bé&zné pouZivanymi
nepfimymi méfitky pro infek&nost, jako je antigen p24 nebo produkce
reverzni transkriptazy. Testy infek¢nosti Magi-CCR-5 (viz tabulka 4
nize) ukazuji, Ze T1249 je za vSech okolnosti aéinné&jsi nez T20 proti
véem testovanym izolatiim, jak z hlediska ECso, tak i vypoctl inhibice
vn/Vo = 0,1. T1249 vykazuje podstatné zlepSeni adinnosti proti
klinickému izolatu HIV-1 301714 (>25 nasobné), coZ je jeden
z nejméné citlivych izolatd na T20. Navic je T1249 alesponn 100 x
uginnéjsi nez T20 proti izolatu SIV B670. Tyto udaje spolu s fuznimi
daty ukazuji, Ze T1249 je silny peptidovy inhibitor HIV-1, HIV-2 a SIV.
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Tabulka 4
T20 T1249
zolat viru EC-50 | Vn/Vo=0,1 | EC-50 | Vn/Vo=0,1 Nasobek Nasobek
rozdilu rozdilu
EC-50 Vn/Vo=0,1
HiB-1 42 80 8 10 5 8
b
HIV-1 1" 50 1 6 11 8
9320
HIV-1 1065 4000 43 105 25 38
301714
(subtyp B,
NSI)
HIV-1 13 200 0,3 20 43 10
G691-2
(AZT-R)
HIV-1 166 210 1 13 166 ' 16
pNL4-3 '
SiV-B670 2313 >10000 21 100 110 >100

7 2.3 Antivirova Gdinnost - test infekénosti HUPBMC

T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech infekénosti

HuPBMC (tabulka 5, niZe), ktery pfedstavuje uznavanou nahrazku

systému in vitro pro pfedpovidani koncentraci lé&iva v plasmé nutnych

pro inhibici viru in vivo. Tato porovnani odhalila, Zze T1249 ma silngjsi

udinky proti véem dosud testovanym izolatm HIV-1, kde vSechny

hodnoty Vn/Vo = 0,1 (davka nezbytna prd snizeni titru viru o jeden

tad) jsou sniZzeny na submikrogramové koncentrace. Mnoho z nejméné

citlivych klinickych izolatd na T20 vykazovalo desetinasobnou nebo

vy8si citlivost na T1249. Je zajimavé, ze HIV-1 9320, izolat pouzivany
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v my&im modelu HuPBMC SCID infekce, ma na T20 46 krat nizsi

citlivost neZ na T1249, coz ukazuje velmi dobrou korelaci s vysledky in

Vivo.
Tabulka 5
T20 T1249
|zolat viru (HIV-1) Vn/Vo=0,1  Vn/Vo=0,1 Nasobek rozdilu
(ng/mi) (ng/ml)
1B 250 80 3
9320 6000 130 46
301714 (subtyp B, NSI) 8000 700 11
302056 (subtyp B, NSI) 800 90 9
301593 (subtyp B, Sl) 3500 200 18
302077 (subtyp A) 3300 230 14
302143 (Sl) 1600 220 7
G691-2 (AZT-R) 1300 400 3

7.2.4 Antivirova Géinnost, laboratorni izolaty rezistentni na T20

T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech mezibunécéné fuze

zprostiedkovane

virem provadénych

na

chronicky

infikovanych

butikach CEM smisenych s neinfikovanymi butikami Molt-4 (tabulka 6,

nize). T1249 byl téméF 200 krat singjsi nez T20 proti izolatim

rezistentnim na T20.
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Tabulka 6
lzolat viru T20 n T1249 n Nasobek
(ng/ml) (ng/ml) - rozdilu
HIB-1 pNL4-3 SM 405,3 3 2,1 3 193
(T20 rezistentni)

V testech Magi-CCR-5 (viz tabulka 7 nize) je T1249 aZ 50 000
krat G&innéj$i nez T20 proti izolatim rezistentnim na T20, jako je
5 pNL4-3 SM a pNL4-3 STM (Rimsky, L. a Matthews, T., 1998, J. Virol. '

72: 986 - 993).
Tabulka 7
T20 T1249
Izolat viru EC-50 |Vn/Vo=| EC-50 |Vn/Vo=| Nasobek Nasobek
(HiV-1) 0,1 0,1 rozdilu rozdilu
EC-50 Vn/Vo=0,1
pNL4-3 166 210 1 13 166 16
pNL4-3 SM 90 900 4 11 23 82
(T20-R)
pNL4-3 SM 410 2600 4 11 103 236
(T20-R) Duke
pNL4-3 STM >50000 | >50000 1 13 >50000 >3846
(T20/T649-R)
10 T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech infekEnosti

<y

HuPBMC (viz tabulka 8, niZe) vyhodnocujicim rozdily v Gcinnosti proti
rezistentnimu izolatu. T1249 je vice neZ 250 krat G&innéjsi nez T20

proti rezistentnimu izolatu pNL4-3 SM.
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Tabulka 8
T20 T1249
lzolat viru (HIV-1) Vn/Vo=0,1 Vn/Vo=0,1 Nasobek rozdilu
(ng/ml) (ng/ml)
pNL4-3 3500 30 117
pNL4-3 SM (T20-R) - >10000 40 >250

7.2.5 Antivirova uéinnost - model SCID-HUPBMC in vivo

Antivirova u&innost in vivo T1249 byla pfimo porovnavana
s aktivitou T20 v modelu na mysich HuPBMC-SCID infekce HIV-1
9320 (obr. 3). Po dvou tydnech po rekonstituci burikami HuPBMC byly
myéi infikovany i.p. v den 0 10° TCIDso HIV-1 9320 pasazovaného
v burikach PBMC (izolat A018 citlivy na AZT). Peptidy byly podavany
i.p., dvakrat denné, na celkové denni davky 67 mg/kg (T20), 20 mg/kg
(T1249), 6,7 mg/kg (T1249), 2,0 mg/kg (T1249) a 0,67 mg/kg (T1249),
osm dnQ, poé&inaje dnem -1. Rozsah infekce v krevnich bunkach,
splenocytech, lymfatickych uzlinach a peritonealnich buiikach byl
zjistovan kvantitativni spoleCnou kultivaci s Iid‘skymi blasty PBMC
tydné po tfi za sebou nésledujici tydny byl sledovan po odebrani
vzork(l krve a tkani (den 7, pfiblizné& 12 aZ 18 hod po podani posledni
davky légiva). Supernatanty pro spolenou kultivaci byly testovany na
produkci antigenu p24 HIV-1 jako méfitko infekce vi.rem. Infekéni virus
nebyl v krvi nebo lymfatickych tkénich zvifat oSetfenych T20
detekovateiny, i kdyZ byl detekovafelny v peritonealnich vyplasich
a preparatu sleziny. V8echny organy byly negativni na infekéni virus
pfi davce 6,7 mg/kg T1249, coZ ukazuje alespon desetinasobné
zlepSeni proti o$etieni T20. V davce 2,0 mg/kg T1249 byly jak lymfa,

tak i slezina zcela prosté detekovatelného infekéniho viru, pficemz
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davce T1249, 0,67 mg/kg, byly peritoneaini vyplachy a krev
ekvivalentni infikované kontrole; jak v iymfé, tak i slezinnych tkanich
byl véak pozorovan pokles titru infekéniho viru s faktorem alespon
1 logo. Celkové tyto vysledky ukazuji, Ze T1249 je za téchto podminek
priblizn& 30 a 100 krat Gc€inngjsi proti HIV-1 8320 in vivo.

7.2.6 Farmakokinetické studie - krysa

Pro daldi definovani farmakokinetického profilu T1249 byly
pouzity krysy se zavedenymi kanylami. Samci krys CD o hmotnosti 250
az 300 g dostavali i.v. jugularnim katétrem T1249 a T20 (obr. 4A-5).
Vysledné vzorky plasmy byly testovany metodou fluorescencni HPLC
pro odhad mnoZstvi peptidu v extrahované plasmeé. PoloCas beta-faze
a celkova AUC T1249 byly témér tiikrat vy$si nez u T20 (obr. 5).

7.2.7 Cytotoxicita

Nebyl pozorovan zadny zjevny dlkaz cytotoxicity T1249 in vitro,
jak je ukazano na obr. 6. ‘

Navic neni T1249 akutné toxicky (smrt béhem 24 hod) pfi davce
167 mg/kg (nejvy$si testovana davka) podané i.v. jugularni kanylou

(0,3 ml v prub&hu 2 aZ 3 min).

7.2.8 Prima vazba na konstrukt gp41 M41A178

125 5 gisténa HPLC na

T1249 byla radioaktivné oznaCena
maximaini specifickou aktivitu. T20 byl jodovan stejnym zplUsobem.
Saturaéni vazba M41A178 (zkraceny fuzni protein ektodomény gp41
postradajici aminokyselinovou sekvenci T20) imobilizovaného na

mikrotitraénich desti¢kach pfi koncentraci 0,5 mg/pl je ukazana na
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obr. 7. Nespecifickd vazba byla definovana ]ako vazba radioligandu
v pfitomnosti 1 UM neznageného peptidu. Specificka vazba byla rozdil
mezi celkovou a nespecifickou vazbou. Vysledky ukazuji, Ze 129).
T1249 a '®%|-T20 maji podobné vazebné afinity 1 az 2 nM. Linearni
inverzni Scatchardova vyneseni ukazuji, Zze kazdy ligand se vaze na

homogenni tfidu vazebnych mist.

Kinetika vazby '?°1-T1249 a '*°I-T20 byla zjistovana na
scintilagnich  mikrotitradnich  destiékach potazenych 0,5 pg/ml
M41A178. Casovy pribéh asociace a disociace je ukazén na obr. 8.
Disociace navazaného radioligandu byla méfena po pfidani
neznadeného peptidu na kone&nou koncentraci 10 uM v jedné
deseting celkového objemu testu. Pocate¢ni hodnoty nébehu a
ooklesu pro '2°1-T1249 byly podstatn& nizsi nez hodnoty pro **1-T20.
Obrazy disociace pro oba radioligandy byly nezménéné, jestlize byla

disociace zahajena jinym neznadenym peptidem (tj. '*°1-T1249 s T20).

Pro daléi demonstraci, Ze oba ligandy soutéZi o stejné cilové
misto, byly T1249 a T20 titrovany v pfitomnosti jediné koncentrace
bud '2°1-T1249 nebo '?I-T20. Ligand byl pfidan t&sné& po zacatku
inkubace neznadeného peptidu. Kompetitivni kfivky ukazané na obr. 9
naznaduji, e agkoli oba ligandy maji podobné afinity, je nutna vyssi
koncentrace bud neznaceného T20 nebo T1249v pro plné soutéZeni
o vazbu '?°I-T1249.

7.2.9 Pfima vazba na oblast HR1 GP41

Pro méfeni sekundarni struktury T1249 v roztoku (fyziologicky
roztok s fosfatovym pufrem, pH 7) samostatné a v kombinaci
s peptidem o délce 45 zbytki (T1346) z HR1 (sedminasobné
opakovani 1) vazebné oblasti gp41 byla pouZita spektroskopie
cirkularniho dichroismu (CD). Obr. 14A ilustruje spektrum CD
samotného T1249 v roztoku (10 uM, 1 °C). Spektrum je typickeé pro
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peptidy, které pfijmou alfa-Sroubovicovou strukturu. Rozbor tohoto
spektra zvlasté s pouzitim jediné hodnoty rozkladu se zakladem
nastavenym na spektra proteinu 33 pfedpovidé.obsah Sroubovice
T1249 (samostatny v na 50 %. Obr. 14B
reprezentativni spektrum CD T1249 ve smési s T1346. PIné &tvereCky

roztoku) ilustruje
(M) znazoriuji teoretické spektrum CD pfedpovézené pro ,model bez
interakce*. kde se predpoklada, Ze peptidy v roztoku neinteraguji.
Skutedné experimentalni spektrum (®) se podstatné lisi od tohoto
teoretického spektra ,bez interakce", coz ukazuje, Ze tyto dva peptidy
samoziejmé interaguji pfi vzniku méfiteiné strukturni zmény, ktera se

pozoruje na spektru CD.

7.2.10 Ochrana vazebné oblasti T1249 uvnitf gp41 pied protedzou

Vnimavost chimérniho proteinu M41A178, popisovaného v Casti
7.2.8 vySe ke S$tépeni protein'ézou K byla zji§tovana a analyzovéna
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Vysledky jsou znazornény
na obr. 15.

Jestlize se bud M41A178 (neodetieny; obr. 15, draha 2) nebo

T1249 (neo$etieny; obr. 15, draha 4) inkubuji jednotlivé s proteinazou
K (obr. 15, drahy 3 a 5), $tépi se oba proteiny. Jestlize se vSak T1249
inkubuje s M41A178 pfed pfidanim proteinazy K (obr. 15, draha 7),
vznikne chranény fragment HR-1 s vyslednou molekulovou hmotnosti
pfiblizng 6500 Daltonli. Sekvenovani chranéného fragmentu ukazuje,

se odpovida oblasti primarni sekvence umisténé uvniti ektodomeény

gp41. Chranény fragment zahrnuje rozpustny peptid HR1 (T1346)

pouzivany ve studiich CD popisovanych v &asti 7.2.9 vySe, a dale
obsahuje dalSich sedm aminokyselinovych zbytkd umisténych na
aminovém konci. Tato ochrana muze byt pfipisovana vazbé T1249 na

specifickou sekven_ci.gp41, ktera je obsaZena v konstruktu M41A178.

(A X RJ
L ]
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8. Priklad

Hybridni polypeptidy viru respiraniho syncytia

¥

Nasledujici  pfiklad popisuje hybridni  polypeptidy  viru
respiraéniho syncytia (RSV) se zlepSenymi farmakokinetickymi
vlastnostmi. Dale se uvad&ji vysledky, které dokladaji, ze hybridni

polypeptidy RSV jsou silné inhibitory infekce RSV.

8.1 Materialy a metody

8.1.1 Syntéza peptidl a gisténi

Polypeptidy RSV byly syntetizovany pouZitim standardnich
chemickych reakci Fast Moc. Obecné, pokud neni uvedeno jinak,
obsahovaly peptidy amidované karboxylové konce a acetylované

aminoveé konce. Cisténi bylo provadéno HPLC s reverznimi fazemi.

8.1.2 Test snizeni podtu plakl viru respiraénihb syncytia

Viechna nezbytna fedéni peptidl byla provédéné v Cisté, sterilni
96-jamkové desti¢ce TC. Bylo pfipraveno celkem 11 Fedéni pro kazdy
peptid a jedna kontrolni jamka neobsahujici peptid. Rozmezi
koneé&nych koncentraci peptidu zaginalo na 50 pg/ml nebo 100 pg/mi
celkem s 11 dvojnasobnymi fedénimi. RSV byl pfipraven s koncentraci
100 PFU/jamku ve 100 ul 3% EMEM, zjisténou pomdci znamého titru
RSV. Virus se potom pfida do v8ech jamek.

Z jedné 96-jamkové desticky se subkonfluentnimi bufikami Hep2
byla odebrana média. Material z fedici desticky byl preveden na
desticky s burikami poéinaje fadou 1, a potom byly pfevedeny vfady 12,
11, atd., dokud nebyly pfevedeny vSechny fady. Desti¢ky byly vioZzeny
zpatky do inkubatoru na 48 hod.

Buriky byly testovany pro zaji$téni, ze v kontrolnich jamkach

jsou pfitomna syncytia. Média byla odstranéna a do kazdé jamky bylo
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pfidano pfiblizné 50 pl 0,25% krystalové violeti v methanolu. Jamky
byly okamzité oplachnuty ve vodé pro odstranéni nadbytku barviva
a ponechany ususit. Pomoci preparaéniho mikroskopu byla pocitana

syncytia v kazde jamce.

8.2 Vysledky

Farmakokinetické studie s hybridnimi peptidy RSV T1301 (Ac-
-WQEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWA WF-NH;) a T1302
(Ac-WQAWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELW AWF-NH>)
obsahujicimi zesilujici peptidové sekvence ukazaly znaéné zlepSeny
poloas ve srovnani s polypeptidovym jadrem T786 (Ac-
-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;), jak je take
ukazano na obr. 10A - 10B. Hybridni polypeptidy T1301, T1302 a
T1303 (Ac-WQAWDEYDASISDVNEKINQALAYIREADELWEWEF-NH;)
rovnéz ukazaly znaéné zvydeny polo¢as vzhledem k polypeptidovému
jadru T1476 (Ac—DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL-NH,Z).

Hybridni polypeptidy RSV T1301, T1302 a T1303 stejné jako

tvorbu plakdl RSV na bunkach HEp2. Jak je ukazano na obr. 11A a
11B, testované hybridni polypeptidy RSV stejné jako polypeptidova
jadra T786 byly schopny inhibovat infekci RSV. Je pfekvapive, Ze se
hybridni polypeptid T1293 rovnéZ ukazal jako silnd anti-RSV

sloudenina (obr. 13).

9. Pfiklad

Hybridni polypeptidy luteinizaéniho hormonu

Zde popisovany piiklad ukazuje hybridni proteiny luteinizacniho
hormonu (LH) se zlep$enymi farmakokinetickymi vlastnostmi.
Nasledujici hybridni peptidy LH bylylsyntetizovény a cistény pouZitim
metod: T1323 (Ac-

vy§e popsanych polypeptidové  jadro

- polypeptid T786 a T1293, byly testovany na svou schopnost inhibovat .
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-QHWSYGLRPG-NHZ)' a hybridni  polypeptid
-WQEWEQKIQHWSYGLRPGWASLWEWF-NH,),

aminokyselinovou sekvenci polypeptidového jadra T1323 svazanou se

T1324  (Ac-

ktery  obsahuje

zesilujicimi peptidy na aminovém a karboxylovém konci. Jak je
ukazano na obr. 12A a 12B, hybridni peptid T1324 ukazal podstatné
zvy$eny polo&as pfi porovnani s polypeptidovym jadrem T1323

postradajicim zesilujici peptidove sekvence.

10. Priklad

Farmakologické vlastnosti hybridniho polypeptidu T1249

T1249 znazornény na obr. 13 je hybridni polypeptid obsahujici
zesilujici peptidové sekvence navazané na polypeptidové jadro
odvozené ze smési virovych sekvenci. Jak je ukazano v piikladu
uvedeném v &asti 7 vySe, hybridni polypeptid T1249 ma zlepSené
farmakokinetické vlastnosti a silnou aktivitu in vitro i in vivo proti HIV-
1. V pfikladu uvedeném nize se dale popisuji farmakologické
vlastnosti T1249 jak u modelé na hlodavcich, tak i na modelech

primat{.

10.1 Materialy a metody

10.1.1 Jedina davka podana savcim

T1249 byl

v jediné davce kontinualni subkuténni infuzi (s.c.i.), subkutanni (s.c.)

podavan albinotickym krysam Sprague-Dawley
injekci nebo intravendzni (i.v.) injekci. Kazda iéfena skupina se
skladala z 9 krys kaZdého pohlavi ve skupiné. Skupiny dostavaly
sterilni preparaty samotné lé¢ivé latky T1249 v davkach 0,5, 2,0, nebo
6,5 mg/kg c.s.i. Jedna skupina dostala 50 mM karbonat-bikarbonat pH
8,5 12 hod katétrem

polyvinylchlorid/polyethylen, chirurgicky implantovanym podkozné v

jako kontrolu. Peptidy byly podavany

tylu krku. Dvé skupiny dostaly jedinou davku T1249 v mnozstvi 1,2
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nebo 1,5 mg/kg subkutanni injekci do intraskapularni oblasti. Dvé
skupiny dostaly jedinou davku T1249 v mnozstvi 1,5 nebo 5 mg/kg
intravenodzni injekci. Skute¢né mnozstvi T1249 v miligramech bylo
vypoéteno pouzitim obsahu peptidu, ktery byl uren pro kaZdou

podanou SarZi.

Pfi analyzach byla provadéna pozorovani v kleci (dvakrat dennée

na uamrtnost a nemocnost), byly zjistovany klinické laboratorni
parametry, t&lesna hmotnost, a byla provedena pitva. Vzorky krve byly
ziskany obcCasnym vzorkovanim v prib&hu 12 hod od tfi krys od
kazdého pohlavi ve skupiné v kazdém z nasledujicich ¢ast: 0,5, 1, 2,
4 6, 8, 19 a 12 hod po podani davky. Analyza vzorku byla provadéna
testem PcAb ECLIA (Blackburn, G. a dal$i, 1991, Clin. Chem. 37:

1534 - 1539; Deaver, D., 1995, Nature 377: 758).

Pro farmakokinetické analyzy T1249 v plasmé a lymfé krys byl
T1249 pfipraven ve formé sterilntho roztoku v bikarbonatovém pufru
a podavan ve formé jednotlive davky, jednorazové intravend6zni
injekce, do lateralni ocasni Zily, v davce 20 mg/kg. Zvifatim byla
odebirana krev pomoci zavedeného jugularniho katétru. Vzorky byly
odebirany ihned po podani davky, a v ¢asech 5, 15 a 30 min, a1, 2, 4
a 6 hod po podani légiva. Pro analyzu lymfatickych kapalin byly
odebirany vzorky bezprostfedné pfed podanim davky a kazdych
20 min prvnich 6 hod po podani davky. Lymfaticka tekutina byla
odebirana z katétru umisténého pfimo do hrudniho lymfatického
kanalu, jak bylo popsano dfive (Kirkpatrick a Silver, 1970, The Journal
of Surgical Research 10: 147 - 158“). Koncentrace T1249 v plasmé a
lymfaticke byly
kompetitivniho testu ELISA na T1249 (Hamilton, G. 1991, str. 139, v

_Immunochemistry of Solid-Phase Immunoassay”, Butler, J., ed., CRC

tekutiné zjistovany  pouzitim  standardniho

Press, Boston).
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10.1.2 Jednorazové podavani primatim

Sterilni preparaty &isté |&&ivé latky T1249 byly podavany opicim
cynomologus v jednordzovych davkach podavanych subkutanni (s.c.),
intramuskularni (i.m.) nebo intravenézni (i.v.) injekci. V sekven&nim
zkfizeném uspofadani dostala jedna skupina zvifat sloZzena ze dvou
zvifat od kazdého pohlavi jednu jednorazovou davku T1249 iv.
(0,8 mg/kg), i.m. (0,8 mg/kg) nebo s.c. (0,4, 0,8 a 1,6 mgrkg). Kazdy
den s podanim dévky byl oddélen od jinych alespofi tfemi dny
vyplavovaciho obdobi. Lyofilizovany T1249 byl rekonstituovan ve
sterilnim fyziologickém roztoku s fosfatovym pufrem pH 7,4
bezprostiedné pfed podanim davky. Skute¢né mnozstvi testovane
latky v miligramech bylo vypocteno pomoci obsahu peptidu zjidténého

pro podavanou $arzi.

Pii analyze byla zvifata pozorovéana v klecich a byla provadéna
fyzikalni vy$etfeni a zjistovana télesna hmotnost. Pro i.v. fazi studie
byly do heparinizovanych zkumavek odebirany vzorky krve
v nasledujicich asech. lhned po podani davky, a v ¢asech 0,25, 0,5,
1,5, 3, 6, 12 a 24 hod po podani davky. Pro faze i.m. a s.c. studie byly
do heparinizovanych zkumavek od kazdého zvifete odebirany vzorky
krve v nasledujicich gasech: 0,5, 1, 2, 3, 6, 12 a 24 hodin po podani
davky. Vzorky plasmy byly pfipravovany béhem jedné hodiny po

odbéru a rychle zamrazeny v kapalném dusiku. Analyzy vzorkl byly

provadény testem PcAb ECLIA (Blackburn, G. a dal$i, 1991, Clin.
Chem. 37: 1534 - 1539; Deaver, D., 1995, Nature 377: 758).

10.1.3 Piemostujici farmakokineticka studie

Sest samcil opis cynomolgus bylo nahodné zafazeno do ftii
skupin po dvou zvifatech ve skupiné. VSechny davky T1249 byly
podany jednorazovou subkutanni injekci. Studie byla rozdélena do

dvou &asti. V &asti 1 dostala zvifata ve skupindch 1, 2 a 3 sterilni
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preparat samostatné légivé latky (fj. latka T1249 rozpusténa
v karbonatovém-bikarbonatovém pufru, pH 8,5) dvakrat denné po Ctyfi
za sebou nasledujici dny (dny studie 1 - 4) v davkach 0,2, 0,6 a
2,0 mg/kg/davku. Cast 1 a ¢ast 2 byly oddéleny desetidennim
vymyvacim obdobim. V &asti 2 dostalia zvifata ve skupinach 1,2a3
sterilni preparat 1é&ivé latky T1249 (tj. ve vodném roztoku pH 6,5, plus
mannitol) dvakrat denné po &tyfi za sebou nésledujici dny (dny studie
15 - 18) s davkami 0,2, 0,6 a 2,0 mg/kg/davku.

Vzorky krve pro farmakokinetické analyzy byly odebirany ve
dnech studie 1 a 15 pro zjistovani farmakokinetickych vlastnosti pro
jednu davku a ve dnech studie 4 a 18 pro zjistovani ustalenych
farmakokinetickych parametr v plasmé. Vzorky byly odebirany
v nasledujicich &asech: bezprostiedné pfed odanim davky a 0,5, 1,5,
3,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 12,0 hod po podani davky. V gastech 1 a 2 studie
byla zvifata monitorovdna na klinicke pfiznaky a zmény télesné

hmotnosti.

10.2 Vysledky

10.2.1 Farmakokinetické vlastnosti T1249 podavaného krysam

Pro podatedni zjisténi farmakokinetickych viastnosti v plasmé
a distribuce T1249 byly pouZity krysi modely. Pro zvifata ve vSech
davkovych skupindch nebyly pozorovany Zadné zmény télesné
hmotnosti, fyzického stavu, hematologickych a klinickych chemickych
parametrl  nebo  makroskopickych  patologickych pozorovani

souvisejicich s podavanim T1249.

Krysy, které dostaly T1249 c.s.i, dosahly rovnovaznych
koncentraci peptidu v plasmé& pfiblizZné 4 hod po podani. Jak
rovnovazné koncentrace v plasmé (Cpss), tak i vypoétend plocha pod
kfivkou zavislosti koncentrace v plasmé na ¢ase (AUC) byly pfimo

amérné podané davce, coZ ukazuje, Ze T1249 vykazuje linearni
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farmakokinetické vlastnosti v rozmezi testovanych davek 0,5 az
6,5 mg/kg. Jak vypocétené farmakokinetické vlastnosti, tak i kfivky

zavislosti plasmatické koncentrace na &ase pro podavéani c.s.i., jsou

~ uvedeny v tabulce 9, popfipadé v obr. 16A.

Tabulka 9
Skupiny podle davek
Parametr 0,5 mg/kg 2,0 mg/kg 6,5 mg/kg
Cpss (Hg/mi) 0,80 2,80 10,9
AUC o-12n) (Mg.h/ml) 7,99 25,9 120

Podani T1249 jednorazovou i.v. injekci vedlo k linearni zavislosti
farmakokinetickych parametrl na davce v rozmezi testovanych davek.
Naopak expozice T1249 podaného s.c. injekci nebyla v rozmezi
studovanych davek zévislé na davce. Vypodétené farmakokineticke
parametry a kfivky zavislosti plasmatické koncentrace na Case jak pro
s.c., tak i pro i.v. podani T1249, jsou ukazany v tabulce 10, popfipadé
obr. 16B.

Tabulka 10
Davkové skupiny/zplUsob podavani
(s.c.) (i.v.)
Parametr 1,2 mg/kg 15 mg/kg 1,5 mg/kg 5,0 mg/kg
t1/2, koncovy (h0Od) 2,02 - 2,00 2,46 1,86
tmax (hod) 1,09 1,88 - -
Cmax (Hg/ml) 6,37 21,5 15,7 46,3
AUC o.12n) (Mg.h/mi) 27,0 107 45,6 118
AUC (0. (Hg.h/ml) 27,6 110 47,1 120
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Biologicka dostupnost T1249 podévaného krysém subkutanne
byla zji§tovana v porovnani s i.v. podavanim. Vysledky jsou ukazany
v tabulce 11 niZe. Pfi nizké davce (1,2 mg/kg) méla T1249 relativni
biologickou dostupnost (Fr) pro subkutanni podani 73 %. Relativni
biologicka dostupnost byla 30 %, jestliZze byla pri podani vysoké davky
(15 mg/kg) T1249 koncentrace vy$Si nez koncentrace, ktera inhibuje
90 % (ICgo) infekénosti HIV pro plnych 12 hod studie pfi v8ech

vy§etfovanych davkach.

Tabulka 11
ZpUsob podani Davka AUC (0.0 AUC 0-) Fr
' (mg/kg) (ug.h/ml) (ug.h/ml) (%)
Nizka davka
s.c. 1,2 27,6 34,5@ 73
V. 1,5 47,1 - : -
Vysoka davka
s.C. 15 110 36,5 30
iv. 5 120 - -
@ Normalizovano z davky 1,2 mg/kg na davku 1,5 mg/kg

vynasobenim AUC .., faktorem 1,25.

Normalizovéano z davky 15 mg/kg na davku 5 mg/kg vydélenim
AUCq..) faktorem 3.

Kineticka data pro koncentrace v plasmé i v lymfé T1249 jsou
ukazana na obr. 16C a uvedena v nasledujici tabulce 12. T1249 rychle
pronikal do lymfatického systému a dosahl rovnovahy s plasmatickou
zasobou légiva v priibéhu pfiblizné 1 hod po podani. Po vyrovnani
koncentrace mezi témito dvéma &astmi byly koncentrace léciva

v plasmé a lymfé porovnatelné mimo tfi hodin po podani davky u Ctyfr
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z péti zvifat. Jedno zvife mélo trvale nizsi koncentrace T1249 v lymfé

nez jina zvifata, av8ak profil lymfatické eliminace u tohoto zvifete byl

nerozliditelny od jinych ¢&lend skupiny. Porovnani eliminacni faze

pologasu (t 1/2) pro plasmu a lymfu ukazuje, Ze pfechod T1249 mezi
témito dvéma &astmi je Fizen difuzi. Po tfech hodinach se zda, ze
existuje druha, rychlejsi elimina¢ni faze z Iymfatickéhdsystému. Tento
rozdil by mohl byt zplsoben mechanismem (napfiklad v dasledku
redistribuce nebo urychlené degradace peptidu v lymfé) nebo jinymi
faktory. Koncentrace T1249 v lymfatické tekutiné 6 Hod po injekci je
vy$8i nez ICgo pro virovou infek&nost pro beézne laboratorni kmeny

a pro primarni klinickeé izolaty HIV-1.

Byla také zji§tovana mira pronikani T1249 do cerebrospinalni
tekutiny (CSF). Koncentrace T1249 byly nizsi nez je detekéni limit
(LOD; 2,0 ng T1249/ml CSF) ve vSech méfitelnych ¢asech, coz
ukazuje, Ze po jednorazovém podani nepronika T1249 do centralniho

nervového systému.

Tabulka 12
T1249

Parametr Plasma . Lymfa
ty/2, vylucovani (hod) 2,6 £ 0,41 13 +0,27
Cmax (Hg/ml) © 291 133@/155®
AUC g-6ny (Mg.h/ml) 506 348(@/411®
AUC (0.0) (Hg-h/ml) 598 390449
CI (mifh) 78 11,5
(@) Vypoétené praméry véetné jednoho zvifete (krysa #1), které

mélo podstatné niz8i lymfatické koncentrace, ale podobny
kineticky profil ve srovnani s jinymi zvifaty ve skupiné.

®)  \ypodtené praméry s vyloucenim krysy #1.
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10.2.2 Farmakokinetické vlastnosti T1249 podavaného primatiim

Pro vyhodnoceni vztahu mezi davkou a raznymi
farmakokinetickymi parametry spojenymi s parenteralnim podavanim
T1249 byly pouzity modely primatli. Koncentrace v plasmé vyssi nez
6,0 pg/ml T1249 byly dosaZeny vSemi zpUsoby podavani a
kvantifikovatelné hladiny (. hladiny vy$88i nez 0,5 pg/ml) byly
detekovany 24 hod po podani s.c. a i.v. Polo¢as vylucovani ti2 byl pro

v8echny zpusoby podavéani srovnatelny (5,4 hod, 4,8 hod a 5,6 hod -

pro podani i.v., s.c. a i.m.). Koncentrace T1249 v plasmé, které byly
vy$8i neZz hodnoty ICgo pro laboratorni kmeny a klinické izolaty HIV-1
byly pozorovany ve véech bodech méfeni v prabéhu 24 hod obdobi

vzorkovani.

Porovnani Gidajd ziskanych pro parenteraini podavani 0,8 mg/kg
T1249 véemi zplUsoby podavani (s.c., i.v. a i.m.) je ukazano v obr.
17A. Obr. 15B znazorfiuje srovnani Gdajl ziskanych pfi s.c. injekci pfi
tfech rliznych davkach T1249 (0,4 mg/kg, 0,8 mg/kg a 1,6 mg/kg).
VloZeny obrazek v obr. 17B obsahuje vyneseni vypoétené AUC proti

podané davce.

T1249 ma u opic cynomolgus linearni farmakokinetiéké
vlastnosti po s.c. podani v rozmezi podavanych davek, coZ ukazuje, ze
se v tomto rozmezi nedoséhlo saturace vylu¢ovaciho mechanismu
nebo mechanism(. Souhrn farmakokinetickych Gdaji po parenterainim
podani T1249 opicim cynomolgus je uveden v tabulce 13, niZe.
Porovnani hodnot AUC v plasm& ukazuje, Ze ve srovnani
s intravenoznim podanim je pfi intramuskularni injekci biologicka
dostupnost T1249 pfiblizné 64 % a pfi subkutanni injekci 92 %.
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Tabulka 13
Parametr Zplsob podani (dévka, mg/kg)

s.c. (0,4) s.c. (0,8) s.c. (1,8) i.m. (0,8) i.v. (0,8)
t1/2, konecny (D) 6,23+0,52 4,83+048 555+092 557+024 535+095
tmax (N) 397+1,18 458+1,45 472+1,81 2,321£0,43 -

Chmax (Hg/ml) 317+009 685+1,01 13,3+255 6,37+1,69 267025

AUC(0-24) (Ug.h/ml) 37,56+6,6 8,12+ 11,4 168 + 340 56,4+123 87,4x250

AUC(0-) (pg.h/mi) 40,982 85,3+£13,6 1811440 59,5+ 13,1 92,5+250
- Fr (%) 92,3 - 64,4 - .

10.2.3 Pfemostujici farmakokineticka studie

Pfemostujici farmakokinetické studie byly provadény s cilem
srovnat farmakokinetické profily v plasmé ¢&isté |écivé substance
T1249 pouzité pri neklinickych pokusech popisovanych vyse s l€Civym
produktem T1249 ve formulovaném prostiedku, ktery by se podaval
skuteénému subjektu nebo pacientovi, napfiklad pro léCeni infekce
HIV. Tato studie byla navrzena jako jednosmeérné, zkﬁzené} porovnani

v paralelnich skupinach tfi davkovych hladin T1249 ve formé Ccisté

l&&ivé latky a tfi davkovych hladin formulovaného lécivého produktu. -

Farmakokinetické vlastnosti v plasmé byly vyhodnocovany po podani

jediné davky a po dosaZeni ustaleného stavu.

Podavani T1249 subkutanni injekci poskytlo méfiteiné hladiny
peptidu u v8ech skupin, kterym byla davka podana. Krivky zavislosti
koncentrace v plasmé na ¢ase byly u vSech skupin s podanou davkou
pfiblizné& paralelni po pocate¢ni davce (dny 1 a 15) a v ustaleném
stavu (dny 4 a 18) jak pro Cistou léCivou latku T1249, tak i pro
formulovany légivy produkt T1249. Navic se pro obé formulace léCiva
hodnoty AUCo.12n) ménily pfimo Gmérné s davkou. Vypocétené hodnoty

AUC o.12n) pro 1é¢ivy produkt se pohybovaly v rozmezi od 43 % aZz 80
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% hodnot AUC.12n) vypoltenych pro lééivou latku po podani jedné
davky, a od 36 % do 71 % v ustaleném stavu.

Cista lédiva latka T1249 a produkt |éCiva ukazaly podobné
farmakokinetické profily u opic cynomolgus po jednorazovem
subkutannim podavani pii testovanych davkach a ob&mu davek. Piime
porovnani tvarl kfivek zavislosti koncentrace v plasmé na Ccase
v provedené studii a tvarl kfivek z pfedchazejici studie u opic
cynomolgus ukazuje, Ze pfi podani T1249 subkutanni injekci dochazi
k depotnimu efektu. To je naznateno zvySenim Casu, ve kteréem je

dosazena maximalni koncentrace v plasmeé (tmax) @ tis2.

Tyto vysledky ukazuji, Ze formulace lécivé latky pouzita ve
farmakologickém programu poskytuje srovnatelné hodnoty AUC a
dal$ich kinetickych paramétr& s hodnotami pozorovanymi po podani
formulovaného lé&ivého produktu. Tato pozorovani ukazuji, Ze klinicke

podavani T1249 povede k celkové expozici pacienta latce T1249.

11. Priklad

Izolace novych polypeptidovych jader s antivirovou aktivitou pro izolat
HIV-1 rezistentni na T649

Jak se zde popisuje na konkrétnim neomezujicim pfikladu, je
vytvofeno modifikované peptidové jadro, které ma antivirovou aktivitu
proti kmenim HIV rezistentnim na nemodifikované, ,rodicovské®

peptidové jadro.

Peptid T649 ukazany v tabulce 2 je peptid odvozeny z oblasti
proteinu gp41 HIV-1, oznadovaného zde jako HR2. Ve studiich variant
HIV-1 rezistentnich na T649 odhaluje izolace a sekvenovani nukleové
kyseliny kédujici oblast HR2 rezistentni varianty peptidu gp41 mutaci,
ktera vede k jediné mutaci v této oblasti: zmé&na z asparaginu (N) na
lysin (K).
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S pouzitim tohoto vysledku byl syntetizovan novy polypeptid,
ktery se zde oznacuje jako DP397, ktery obsahuje aminokyselinovou
sekvenci T649, do které byla zavedena vy$e uvedena mutace N na K.
Dale jsou ukazany peptidy T649 a DP397 s jedinym rozdilem

aminokyseliny mezi dvéma peptidy znazornénym tuéné.
T649: WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL
DP397:  WMEWDREINKYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL

Je tfeba zdUraznit, Ze rozdil mezi T649 a DP397 spada do
potencidlniho mista N-glykosylace (podtrzeno). Mutace gp41 kmene
rezistentniho na T649 tedy zrusila toto potencialni misto N-

glykosylace.

Polypeptidové jadro DP397 ma antivirové &inky proti variantam
HIV-1, které jsou rezistentni na peptid T649. Peptid DP397 konkrétné
vykazoval podstatné zvySenou antivirovou Ucinnost pfi testu
infekénosti Magi-CCR-5 popisovaném v &asti 7.1.7 vySe proti Ctyfem
variantam HIV-1. Navic bylo také pfi n&kterych experimentech zjisténo,
Je peptid DP397 ma zvySené antivirové Gginky proti temto kmen(m
vzhledem k peptidu T1249.

Obr. 18A - D ukazuji fadu infikovanych bunék vystavenych
variantam rezistentnim na T649 jako funkci koncentrace peptidu pro
T649, DP397 a T1249. Obr. 18A - B konkrétné ukazuji uadaje
z experimentll  pouZivajicich kmeny HIV-1 rezistentni na T649,
oznadované zde jako RF-649, popiipadé DH012-649. Tyto kmeny jsou
odvozeny od izolatl HIV-1ge @ HIV-1pHo12, které byly pasazovany pres
buné&né kultury v pfitomnosti T649 za vzniku variant rezistentnich na
T649.

Obr. 18C - D ukazuji udaje z experimentl vyuZivajicich
zkonstruovanych kmend HIV-1 rezistentnich na T649, které se zde
oznaduji jako 3'ETVQQQ, popfipadé SIM-649. Kmen 3'ETVQQQ byl
ziskan z klonu HIV-1_a;, ktery byl molekularné mutagenizovan tak, aby
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obsahoval aminokyselinovou sekvenci ETVQQQ, namisto GIVQQQ

v doméné& HR1 proteinu gp41. HR1 je oblast proteinu HIV-1 gp41, na

kterou se vaze doména HR2 a peptid T649. Kmen SIM-649 byl ziskan
z klonu HIV-1.a, ktery byl molekularné mutagenizovan tak, aby
obsahoval sekvenci aminokyselin SIM namisto GIV, v doméné& HR1
proteinu gp41, a potom byl pasazovan v buné&énych kulturach

v pfitomnosti T649 za vytvoreni varia'nty rezistentni na T649.

Peptid DP397 ma podstatné zvysené inhibic¢ni ucinky na infekci
HIV-1 ve srovnani s T649 pro vSechny ¢&tyfi testované kmeny. Navic
ma peptid DP397 zvySené inhibi¢ni GCinky na HIV-1 ve srovnani
s T1249 pro kmen RF649 (obr. 18A) a pfi vy88ich koncentracich pro
kmen DH012-649 (obr. 18B).

Predkladany vynalez nema byt, co se tyCe jeho rozsahu, omezen
specifickymi zde p—opisovanymi provedenimi, kterad jsou povaZovana za
jednotlivé ilustrace individuélnich aspektd vynalezu; do ramce
pfedkladaného vynalezu spadaji i funk&n& ekvivalentni metody
a sloZky. Z pfedchazejiciho ‘popisu a doprovodnych vykres( budou
odbornikiim v oboru ziejmé dal$i modifikace vynalezu navic k tém,
které jsou zde ukazany a popisovany. Tyto modifikace maji rovnéz

spadat do ramce pfilozenych naroku.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Zplsob zlep§eni farmakokinetickych vliastnosti polypeptidového
jadra, vyznac“:-ujici se tim, Ze se na
polypeptidové jadro navaze zesilujici peptidova sekvence za
vytvofeni hybridniho polypeptidu; pficemZ zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje WXXWXXXI, WXXWXXX, WXXWXX,
WXXWX, WXXW, WXXXWXWX, XXXWXWX, XXWXWX,
XWXWX,  WXWX,  WXXXWXW, WXXXWX,  WXXXW,
IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW, XWXXW, XWXWXXXW,
XWXWXXX, XWXWXX, XWXWX, XWXW, WXWXXXW nebo

XWXXXW; kde polypeptidové jadro obsahuje sekvenci

TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK (SEQ ID No. 1286); a kde
alespofi jeden aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu
je konjugovan s polyolem tak, ze pfi zavedeni do Zivého
systému ma hybridni polypeptid zlepSeneé farmakokinetické

vlastnosti proti vlastnostem, které ma polypeptidové jadro.

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova

sekvence zahrnuje  aminokoncové sekvence WXXWXXXI,

COWXXWXXX,  WXXWXX, WXXWX, WXXW, WXXXWXWX,

XXXWXWX,  XXWXWX, XWXWX, WXWX, WXXXWXW,
WXXXWX, WXXXW, IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW,
XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX, XWXWXX, XWXWKX,
XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW; kde polypeptidové jadro
obsahuje sekvenci TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK (SEQ ID
No. 1286); a kde alespori jeden aminokyselinovy zbytek

hybridniho polypeptidu je konjugovany s polyolem.
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Hybridni polypeptid podle naroku 2, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navdzanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje sekvenci WQEWEQKI (SEQ ID No. 1129)
nebo WASLWEWF (SEQ ID No. 1433); kde polypeptidove
jadro obsahuje sekvenci TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK
(SEQ ID No. 1286); a kde alespori jeden aminokyselinovy
zbytek hybridniho polypeptidu je konjugovan s polyolem.

Polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci WQEWEQKI-
_TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF (SEQ ID No.
1310), kde alesponi jeden aminokyselinovy zbytek tohoto

polypeptidu je konjugovany s polyolem.

s

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje karboxykoncovou sekvenci WXXWXXXI,
WXXWXXX,  WXXWXX, WXXWX, WXXW, WXXXWXWX,
XXXWXWX,  XXWXWX, XWXWX, WXWX, WXXXWXW,
WXXXWX, WXXXW, [IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW,
XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX, XWXWXX, XWXWX,
XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW:; kde polypeptidove ’jédro
obsahuje sekvenci TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK (SEQ D

‘No. 1286); a kde alespoii jeden aminokyselinovy zbytek

hybridniho polypeptidu je konjugovany s polyolem.
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Hybridni polypeptid podle naroku 6, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navdzanou na aminovy konec

polypeptidového jadra.

TALLEQAQIQQEKNE-

kde alespon

Polypeptid obsahujici sekvenci
-YELQKLDK (SEQ ID No. 1286);
aminokyselinovy zbytek polypeptidu je konjugovany s polyolem.

jeden

Farmaceuticky prostfedek, vy z nadéu jici se tim,
‘obsahuje polypeptid TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK

(SEQ ID No. 1286), kde alespoii jeden aminokyselinovy zbytek

zZe

tohoto polypeptidu je konjugovany s polyolem, a farmaceuticky

pfijatelny nosic.

Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se tim,
se  obsahuje polypeptd WQEWEQKITALLEQAQIQQE-
-KNEYELQKLDKWASLWEWF (SEQ ID No. 1310), kde alespon
aminokyselinovy tohoto polypeptidu” ie

jedenﬁ zbytek

konjugovany s polyolem, a farmaceuticky pfijatelny nosic.

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci

navazanou na polypeptidové jadro; kde .zesilujici peptidova

sekvence zahrnuje WQEWEQKI (SEQ ID No. 1129) nebo

WASLWEWF (SEQ ID No. 1433);
aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu je konjugovany

a kde alespoi jeden

s polyolem.
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Hybridni polypeptid podle naroku 11, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na aminovy konec polypeptidoveého

jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 12, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 11, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na karboxylovy konec polypeptidoveho

jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 11, kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje WQEWEQKI (SEQ ID No. 1129).

Hybridni polypeptid podle naroku 11, kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje WASLWEWF (SEQ ID No. 1433).

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje aminokoncové sekvence WXXWXXXI,
WXXWXXX, WXXWXX, WXXWX, WXXW, WXXXWXWX,
XXXWXWX,  XXWXWX, XWXWX, WXWX, WXXXWXW,
WXXXWX, WXXXW, IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW,
XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX, XWXWXX, XWXWX,
XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW; kde polypeptidové jadro

zahrnuje nasledujici aminokyselinové sekvence

LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;
LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;
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DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANITALLEQAQIIQQEKNEYELQKL;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL; -
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL;

DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDEL; nebo QHWSYGLRPG
(SEQ ID No. 1279, 1280, 1282 - 1285, a 1278 - 1309); a kde
alespofl jeden aminokyselinovy zbytek' hybridniho polypeptidu

je konjugovany s polyolem.
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Hybridni polypeptid podle naroku 17, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje WQEWEQKI (SEQ ID No. 1129) nebo
WASLWEWF (SEQ ID No. 1433); kde polypeptidové jadro

zahrnuje nasledujici aminokyselinové sekvence

YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;
LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;
NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL;
DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;

TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;

TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
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TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL;
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL,;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRDSDELL;

DEFDESISQVNEKIEESLAFIRDSDEL; nebo QHWSYGLRPG -

(SEQ ID No. 1278 - 1285 a 1287 - 1309); a kde alespon jeden
aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu je konjugovany

S 'polyo|em.

Hybridni polypeptid podle naroku 19, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na aminovy konec polypeptidového

jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 20, ktery déale obsahuje

* zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 19, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na karboxylovy konec polypeptidového

jadra.

Hybridni polypeptid podie naroku 19, kde hybridni polypeptid
obsahuje aminokyselinovou sekvenci WQEWEQKITALLEQAQI-
-QQEKIEYELQKLIEWEWF (SEQ ID No. 1311).
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24. Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci

navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje karboxykoncové sekvence WXXWXXXI,
WXXWXXX, WXXWXX, WXXWX, WXXW, WXXXWXWX,
XXXWXWX,  XXWXWX, XWXWX, WXWX, WXXXWXW,
WXXXWX, WXXXW, IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW,
XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX, XWXWXX, XWXWX,
XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW; kde polypeptidove jadro

obsahuje nasledujici aminokyselinové sekvence

LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;
LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;
DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
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DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL;
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL,;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL,;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDEL; nebo QHWSYGLRPG
(SEQ ID No. 1279, 1280 a 1282 - 1285 a 1287 - 1309); a kde
alespof jeden aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu

je konjugovany s polyolem.

Hybridni polypeptid podle naroku 24, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na aminovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na polypeptidové jadro; kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na aminovy konec polypeptidového
jadra a obsahuje aminokoncove sekvence WXXWXXXI,
WXXWXXX,  WXXWXX, WXXWX, WXXW, WXXXWXWX,
XXXWXWX,  XXWXWX, XWXWX, WXWX, WXXXWXW,
WXXXWX,  WXXXW,  IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW,
XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX, XWXWXX, XWXWX,
XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW; kde polypeptidove jadro
obsahuje NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL(SEQ ID No.

polypeptidu je konjugovany s polyclem.

Hybridni polypeptid podle naroku 26, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

' 1281); a kde alespofi jeden aminokyselinovy zbytek hybridniho .
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Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci

navazanou na polypeptidové jadro, kde zesilujici peptidova

sekvence je navazana na karboxylovy konec polypeptidového

jadra a obsahuje karboxykoncové sekvence WXXWXXXI,
WXXWXXX,  WXXWXX, WXXWX, WXXW, WXXXWXWX,
XXXWXWX,  XXWXWX, XWXWX, WXWX, WXXXWXW,
WXXXWX,  WXXXW,  IXXXWXXW, XXXWXXW, XXWXXW,
XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX, XWXWXX, XWXWX,
XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW; kde polypeptidové jadro
obsahuje NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL(SEQ ID No.
1281); a kde alespoi jeden aminokyselinovy zbytek hybridniho

polypeptidu je konjugovany s polyolem.

Hybridni polypeptid podle naroku 28, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na aminovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na aminovy konec polypeptidového jadra; kde
zesilujici peptidova sekvence zahrnuje aminokyselinové
sekvence WXXWXXXI, WXXWXXX, WXXWXX, WXXWX,
WXXW,  WXXXWXWX,  XXXWXWX, XXWXWX, XWXWX,
WXWX,  WXXXWXW,  WXXXWX, WXXXW, [IXXXWXXW,
XXXWXXW, XXWXXW, XWXXW, XWXWXXXW, XWXWXXX,
XWXWXX, XWXWX, XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW; kde
polypeptidové  jadro  obsahuje YTSLIHSLIEESQNQQE-
KNEQELLELDK (SEQ ID No. 1278); a kde alespoii jeden
aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu je konjugovany

s polyolem.



10

15

20

25

30

31.

32.

- 133— ‘... .:.. e LX) [ 24 .:"

Hybridni polypeptid podle naroku 30, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid obsahujici polypeptidové jadro navazané
na zesilujici peptidovou sekvenci; kde polypeptidové jadro

zahrnuje nasledujici aminokyselinové sekvence

YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;
LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL;
DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
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TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL;
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL;

DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDEL; nebo. QHWSYGLRPG .

(SEQ ID No. 1278 - 1285 a 1287 - 1309); kde zesilujici
peptidovéa sekvence zahrnuje WQEWEQKI (SEQ ID No. 1129)
nebo WASLWEWF (SEQ ID No. 1433); a kde alespori jeden
aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu je konjugovany
s polyolem.

Hybridni polypeptid podle naroku 32, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na aminovy konec polypeptidového

jadra.

Hybridni polypeptid podle néaroku 33, ktery dale obsahuje

- zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 32, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na karboxylovy konec polypeptidového

jadra.

Polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci VYPSDEY-
-DASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV, kde alespoin jeden
aminokyselinovy zbytek tohoto polypeptidu je konjugovany

s polyolem.
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37. Hybridni polypeptid obsahujici zesiIUjici peptidovou sekvenci

navazanou na polypeptidové jadro; kde polypeptidové jadro

zahrnuje nasledujici aminokyselinové sekvence

LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;

LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;

DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;

TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;

TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL,;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL,; nebo
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDEL (SEQ ID No. 1279, 1280,
1282 - 1284 a 1287 - 1303, 1305 - 1308); a kde alespofi jeden
aminokyselinovy zbytek hybridniho polypeptidu je konjugovany

s polyolem.
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Hybridni polypeptid podle naroku 37, kde zesilujici peptidova
sekvence je navdzana. na aminovy konec polypeptidového

jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 38, ktery dale obsahuje

- zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

polypeptidového jadra.

Hybridni polypeptid podle naroku 37, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na karboxylovy konec polypeptidového

jadra.

Hybridni polypeptid podle nékterého z narokil 2 az 4, 6 az 7, 11
a> 35 a 37 az 40, ktery dale obsahuje aminokoncovou

acetylovou skupinu a karboxykoncovou amidovou skupinu.

Polypeptid podle nékterého z naroktt 5, 8, 9, 10 a 36, ktery
dale obsahuje aminokoncovou acetylovou skupinu a

karboxykoncovou amidovou skupinu.

Hybridni polypeptid podle nékterého z narokl 2 a2 4 6az7, 11
az 35 a 37 az 40, kde polypeptidové jadro je terapeuticky

aktivni latka.

Polypeptid podle nékterého z narokd 5, 8, 9, 10 a 36, kde

polypeptidové jadro je terapeuticky aktivni latka.
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Hybridni polypeptid podle nékterého z hérokﬁ 2az4,6az7, 11
az 35 a 37 az 40, kde polypeptidové jadro je biologicky aktivni
peptid, ristovy faktor, cytokin, diferenciaéni faktor, interleukin,
interferon, faktor stimulujici tvorbu kolonii, hormon nebo

angiogenni faktor.

Polypeptid podle nékterého z narokl 5, 8, 9, 10 a 36, kde
polypeptidové jadro je biologicky aktivni peptid, rastovy faktor,
cytokin, diferenciacni faktor, interleukin, ‘interferon, faktor

stimulujici tvorbu kolonii, hormon nebo angiogenni faktor.

Hybridni polypeptid podle nékterého z narokl 2 az 4,6 az 7, 11
az 35 a 37 az 40, kde polyolem je poly(propylenglykotl),
polyethylen-propylenglykol nebo poly(ethylenglykol).

Hybridni polypeptid podle naroku 47, kde polyolem je polyol

s pfimym fetézcem.

Hybridni polypeptid podle naroku 47, kde polyolem je polyol

s rozvétvenym fetézcem.

Polypeptid podle nékterého z néroklj 5 8, 9, 10 a 36, kde
polyolem je poly(propylengiykol), polyethylen-propylenglykol

u nebo poly(ethylenglykol).

Polypeptid podle naroku 50, kde polyolem je polyol s pfimym

fetézcem.



52. Polypeptid podle

s rozvétvenym Fetézcem.
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naroku 50, kde

Zastupuje:

* e . LEX R4 on (X J
e o L] . . . . e .
* * L L] * [ ] [ ] .
. . L2 ] . e & 0 . L]
Ld L] L] . e L] L ] .
(XX ETY Y] [ X} . *e eses

polyolem je polyol
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Koncentrace v plaSmé (ng/ml)

P ooz - &
72422

100

—@— T1387 Krysa 1

—e— T1387Krysa2

—e— T13g7Krysa 3

O T124_9
o @ ........... 1
T e Cj
v 15 min nedetekovatelné. Méné neZ 3 pg/mi o

1 1 l ,

0 1 2

Cas (hod)

Obr. 4A



Koncentrace Vv plasmé (ug/ml)
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Koncentrace peptidu v plasmé (pg/ml)

....................................................................

£Farmakokineticke parametry :120BQ1 &
“Davka (mg/kg i.v.) ; 2.5

iMetoda detekce Fluorescence Fluorescence
S HPLC HPLC

. 112[3( ) 176 . 4?71
CIB (mi/hod) 27.94 9,62
ZAUC(-p (ug-hod/mi) 28,12 71,43
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Plasmaticka koncentrace (pg/mi)

fluorescenéni HPLC
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Obr. 10A



Plasmaticka koncentrace (pg/ml)

fluorescenéni HPLC
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Obr. 10B
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Plocha fluorescenéniho vrcholu
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Obr. 12A



Koncehtrace T1324 na zakladé plochy fluorescenéniho vrcholu
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"Koncentrace T1249
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Koncentrace T1249 v plasmé nebo lymfé (ug/ml)
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