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(54) Syntetické peptidy a jejich smési pro detekel
protilatek HIV

(57) Jsou zde popsdny cyklické poptidy obecnych vzorcn:

a—e—x—(‘.‘SGKLI(‘J-y-f-b D
a-c-x2~iSGKLIl-y-f—b (II1} ) [
kde x pfedstavuje aminokyselinovou sekvenci od posice 585 do 604
{gpdl-HIV-1}, takové aminokyselinové sekvence jsou charakterizovdny
piitomnost! alespoh jednoho lysinu v posici 586 nebo lysinu v obou
mistceh 585 a 586; x? predstavuje aminokyselinovou sekvenci od
posice 585 do 604 (gpd4l-HIV-1); -y ptedstavuje aminokyselinavou
gekvencl od posice 612 do 629 (gpd4l-HIV-1}; e a f pFedstavuil jeden
nebo vice epitopd jez jsou obsaZeny v aminokyselinové sekvenci =
rozsahen posic 578-629 {gp4l-HIV-1} neba 578-613 (gpl36-HIV-2); a i
b predstavuil amino a karboxy konce, a takté2 substituenty jez jsou
@izinné pro vytvoteni peptidu, pou2itelnéjsiho jako diagnostické
sinidlo. Dale dsou také uvedeny peptidy obeenych vzorel:

a-c~x*~lAFRQVC~y*-f-b- {T1)

u—e—x”—iAFRQUU y*-£-b L1v)
kile %% pPedstavuje aminokyselinovou sekvenci v rozsahu od posice
577 do 596 {apl36-HIV-2),takovéaminokyselinové sekvence jsou
charakterizovany pEitomnogti alespofi jednohe lysinu v posici 578
nebo lysinu v obon mistech 577 a 578; x? prfedstavuije
Caminokyselinovou sekvenci od posice 577 do 596 {(gpl6-HIvV-2}; y*
piedstavuie aninokysel inovou sekvenci od posice 604 do  posice 613
(gp36-H1V=2}; e a f predstavujl jeden nebo vice epitopl, je? jaou
mbgazeny v aminokyselinové sekvenci v rozsahu posic 578-6113
{upd6-HIV-2) nebo 586-629 ({(gp4l-HIV-1); a i b jsou definoviny
sbejngm vyse uvedenym zplsgobem. Peptidy obecného vzorce IV majiibud
¢, nebo £, nebo oba v osobhd obsaleny. Tyto eyklické peptidy, samotné
nebn ve smégi s dinymi pephidy, djsou . obzvlaite pouZitelnd pii
detekedl HIV-L a HIV-2 protildtek ve stanovenyeh vzorcich a seru.
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Syntetické peptidy a jejich smési pro. detekci protilétek
k HIV |

w .

‘Pdds:tatla". yynédlezu .

Vynélez se tyké-novych cyklickych peptidd a jedich. .
camostatné kombinace a soudasné linedrnich peptidd spolu
s cyklickymi pro detekel protildtek k HIV .

Dosavadni- stav techniky

Syndrom imunodeficience (AID3) , komplex spojeny s
AIDS a takzvany stav pre-AIDS jsou onewocnéni{, zplso-
ben4 retrovirem, virem HIV (Human Immunodef1c1ency Virus).
Tento virus zpasobujici AIDS , HIV-1 , je dobfe charakte-
_rlsovan a Je take zném Dod nazvy HTLV-III , LAV-1 =« ARV,

'Jlny ‘1idsky patognnnl retrovirus  HIV=2 I {afive zndmy ja~ "

ko LAV Z) byl nyni nalezen u pacientd, postiZenych AIDS
a pochézeJicich ze zépadni Afriky (vié‘napfiklad ' ‘
W0 ©7/04453) . MNeddvno bylo prokézéno (Guyader a kol.
Nature 326 -, 662 aZ 669 , 1987) , %e tento virus HIV-2
obsahuje tadu sekvenci spolednych s HIV- -1 a 31v (5i-
misn Immunodeficiency Viruses) '

Prectoze jsou pfil znaleni aminokyselin pouZivdny rdzné
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systémy ¢islovani, v tomto.vynilezu jsme pro zjednoduSeni a

fﬁif“é ~hlediska snadnéjsfho porovnani, zvolili systém <&islovani
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publlkovany Ratnerem. a kol., Nature 313, 277-284, 1985 uoo
~HIV-I. bilkovin a publlkovany Guyaderem a kol ‘Nature 326
662-669 (1987) pro bilkoviny HIV-2. Amlnokysellny jsou v %

tomto vyndlezu znadeny jednopismenkovym kodem: ala=A, asn=N, o
_. . asp=D,. . cys=C,  gln=Q, glu=E, .gly=G, his=H, . ile=I,..leusL, . .. ...}

lys=K, met=M, phe=F, pro=P, ser=S, thr=T, trp=W, tyr=Y,
— e valeV . . '

i

Na pocdatku byly v imunodiagnostickych testech na
stanoveni protilidtek v seru pacientli nakaZzenych HIV-1,

pouzivany jako antigeny celé viry. Druhi generace testd jiZ E
vyuZzivala polypeptidové: sekvence ziskané__pgmoci__genoVého :
~inZenyrstvi. Cabradilla a Kol. Bio/Technology &, 128-133 :
(1985) a Chang a kol. Bio/Technology 3, 905-909 (1985) "
popisuji napf. pouZiti virdlni proteinovych fragmentq,
| syntetizovanych bakteriemi,” s 82 a 102 aminokyselinovymi ;
- zbytky.  EPA . 202314 a 114243 - uvidi  rekombinantni. !
polypeptldove_ oblastl . gp41 Sa -gpl20,. ktere “jsou.
“imunoreaktivni ‘bud ' samostatné nebo ve smes1ch Shoeman a.
_fkol.[_ Anal.Biochem. 161, 370-379 (1987) uvadi nékolik
n*polypeptldu Z gp4l, .jeZz jsou imunoreaktivhi s:protilétkami
‘prltomnyml Vv seru pacientd nakaenych HIV-I. 24dné z vySe

jmenovanych stanoveni vSak neni zcela pfijatelné, vzhledem G
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ke své nedostatec¢né citlivosti. P#i uZiti téchto testu je
mozné, Ze virus pfitomny v krvi unikne pozornosti, coZ muZe
. potencionalné vést k roziifovani nakazy mezi pfijemci
krevnich produkti prbstfednictvim nositeld, u nichZ infekce R
“nebyla rozpoznéna Soucasne je problémem i nedostatecéni |

'spec1f1ta techto testu, coz mize mit za nasledek, Ze nékteri
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TZdrav1.Jed1nc1 mohou byt chybne oznacéeni za n031tele 'AIDS.

3

¥

""1?nyto chyby mohou byt zpisobeny pEitomnosti neC1stot ale

souéasné svuJ podil mohou na tomto faktu nést i HIV podobne

:*E”epltopy (antigenni’ determlnanty)i které. v3ak nejsou- ptivodci’

AIDS, ale jsou ‘pEitomny ve vzorcich antigeni. Napt.
Gallaher, Cell 50, 327 328, 1987 pOplSUJe oblast gp41 viru

"HIV-1, kterd md stegnou sekvenci péti sousednlch

aminokyselinovych zbytk( jako dychaci syncitial virus a
¢tyfi stejné rozmisténé aminokyseliny jako F1l glykdprotein
spalni¢kového viru. Potom, dokonce i vysoce purifikovany
rekombinantni polypeptid obsahujici takovou oblast; nébo
jakékoli dal3i spoleéné oblasti, jedté objevené, by mohly
byt potenciondlné odpovédné za chybné vysledky a  pruvodni

neptijatelnou specifitu. Koneéné tato prvni stanoveni

neumoZiiuji detekci velmi nizkych koncentraci HIV protilédtek.
To zpuisobuje. neschopnost téchto stanoveni, aby byla pouZita
ve - velmi rannych stddiich po . nakazZeni ‘a je pficinou
opoZzdéného oSetfeni a moznost1 roz§ireni infekce

_prostredn1ctv1m krevnlch vzorku a JlnYCh telnlch tekutln,

. jestés pred G&innym rozpoznanim infekce AIDS.

T

v - soucasné dobé, ve snaze vyfeSit vySe wuvedené

“lproblémy, jsou vyvijeny metody a diagnostické brostfedky,
které vyuzivaji krat3i HIV antigeny. Dale jsou k dispozici i

empirické metody k identifikaci peptidovych sekvenci,
odpovidajicich jedineénym a vysoce konservativnim epitopuim

- HIV wviri, Pomoci téchto metod lze napfiklad provést

selekci kratkych aminokyselinov?éh sekvenci, ktere Jsou
pravdépodobné odhaleny na povrchu nativniho protelnu a mohou
tak slouzit jako detekovatelny prostifedek (viz Hopp a Woods,
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~J. Immunol.Met. 88, '1-18, 1986). Tyto. metody vsak nesjou
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ﬁ;:'vice nez ‘indikac¢ni. - Nicméné jsou ‘pouZivany Kk identifikéci
. ‘f epltopu,A prltomnych na povrchu virua zpusobuJic1ch AIDS.

'.Ruzne syntetlcke peptidy p18 p25, gp41 a gplao bllkov1n

- JSOU popsany "'y americkém patentu—US*iPaténtJ-4,629;783;

International Patent- Appl. PCT/US86/00831 a EPA 303224. ;

Pouziti téchto peptidl je vyhodné =z hlediska jejich

.oovE

_relativné jednoduché a levné piipravy. Mnohem dulezitéjsi je = _ _

pak fakt, Ze pri pouziti téchto peptidy je mensi rlzlko A

o, ——— ————stanoveni——chybnyc¢h——v{¢sledkld,—-zplsobenych-——piitomnosti—- -
ne¢istot nebo existence epitop, podobnych viralnim
bilkoviném,‘které viak nesoﬁﬁisi S onemocnénim AIDS. L

Zatimco tyto malé peptidy.  jsou vyhodnéj3i z hlediska.
vyS8i specifity, neZz dfivéjsi rekombinantni polypeptid-nebO"“

e e gy vy — e e e e = s e

pouziti celych vViralnich castic pro urceni dlagnosy'ALUb,
jejich vyuziti je méné neZ uspokojivé pri posuzovani celkove
citlivosti stanoveni, pravdépodobné proto,. Ze syntetizovany.
epitop neni schopen prevzit a udrZet konformaci, kterda je
rozpoznatelna AIDS. protilétkami -Aékoliv podlet: vzorku sera,
’,- testovanych v kazdem z.. téchto pripadu, . Je ve1m1 omezen, .. ..
5fspec1f1ta (nekollk chybnych vysledku, pokud vibec jsou) byla?jy
q?ns<,malym1  syntet1ckym; peptidy uréena Jgko . velmi vysoka
??55%—1b0%), av8ak - celkovd citlivost sex-pohybovala mezi

. 80%-90%. Pouze v jednom pripadé bylo dosazeno 100%
© . citlivosti, a to v pitipadé kdy bylo testovdano pouze 10
vzorka. Napf. Smith a kol., J.Clin.Microbiol. 25, 1498-1504,
1987 uvadi dva prekryvajici se peptidy E32 a E34, které jsou
vysoce imunoreaktivni. ZAdnid chybnad stanoveni nebyla
zji§téna pfi testovani 240 seronegativnich vzorku, avsak tfi
'z 322, seropozitivnich vzorka se népodafilo uréit (tzn.
‘éitlifoét.: 99!1%):"‘Waﬁ§ﬂ“‘a, kol.(ProqLNatl.Aéad.gci‘ 83,
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15976163, '1986) popisuje serii ptekrjvajicich se peptidi

;_gf(ﬁéétné aminokyselinovych residui peptidd E32 a .E34,
-l. ﬁopisgyan?ch. $mith¢m), mezi nimiz s Ajednim_ 21-mernim _(2;

' aminokyselin) peptidem bylo dosaZeno 100% specifity a  98%

citlivosti (u 228 seropositivnich vzorkll odebranych
pacientum nakazZenych AIDS byle 224 stanoveno jako positivni.
Americky patent 6.120,027, prihlaseny 13.listopadu 1987
popisuje kratky syntetiéky peptid v rozsahu 606-620
(SGKLICTTAVPWNAS) bilkoviny gp4l (HIV-1). Tento peptid je
imunoreaktivni s protilatkami pacientd, nakaZenych viry
"AIDS. Specifita stanoveni s timto peptidem byla téz

vynikajici (63/63), avsak 6 seropositivnich vzorki z 57 &

‘nemohlo byt stanoveno (citlivost 89%).
Gnann a kol. (J.Virol. 61, 2639-2641, 1687 a
J.Infec.Dis. 156, 261-267, 1987) také popisuje serie

‘ptekryvajicich se peptidd domnélé imunodominantni oblasti

bilkoviny gp4l (HIV-1). Gnann. a kol. dodel k zavéru, Ze pro -
imunoreaktivitu segmentu bilkoviny gp41-(HIV-1) byl nezbytny =
‘_:zbyteklcyseéosu_Autofi uvadéji, ze . peptid, kteri.obsahuje‘“
" sekvenci SGKLIC (606-611), nebyl imunoreaktivni z zadnym z
i ffgz téétovan?ch'vzorkﬁ positivniho sera, zatimco po pfidavku
-L¢Ysteihového residua Xk N-konci byla i &asti obnovena

 imunoreaktivita, 21 vzorkl sera ze 44 reagovalo s
7-mernim peptidem (48% citlivost).
Gnann a kol. (J.Virol) ‘také uvazuje o mozZnosti, Ze
cysteinové zbytky v pozicich 605 a 611 bilkoviny gp41(HIV-1)
'by" mohly hrdt roli u antigenni konformace této oblasti,
prav&épodobné utvarenim cyklické struktury pfes disulfidické
vazby. Nikde vsak nebyla demonstrovina  existence

syntetickéhq peptidu, kde by dvé;cysteinové skupiny byly

o
3
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.3 spojeny dlsulfldlckyml ‘vazbami.

LE

' Citlivost stanoveni s peptidy poplsovanyml Gnannem a

_ kol., vhodnyml pro. 1dent1f1kac1 HIV-l protllétek neni 100%. . .

l-ﬁapr Gnann a kol. (J.Virol. 61, 2639-2641, (1987)) uvadi,’ o
zatimco s pomoci jejich 600-611 amlnokysellnove sekvence

i b AT AN AT S P I T RS SN AV N e A D

s,

bylo uréeno 22 z 22 seropositivnich vzorkd, pri podobnych
.. _testech provaddénych v Centru pro_kontrolu chorob (Centers =
for Disease Control, Atlanta, Ga) se stejnou 12-ti L
—w—amlnokysel&neveu—sekvencar4600 611)-_byL—L;zeAJS‘positivnichm_;_;_umm;_m_%
vzorkll stanoven chybné. Gnann a kol. dale wuvadi v
J.Infect.Dis.156,  261-267, 1987,  %e - tataz  12-ti
aminokyselinova sekvence byla reaktivni se 131 ze 132 vzorku .

sera, odebraného paC1entum ze Spogenych stdtl, infikovanych

e e e e e [E———

—_——— '_.—.— —— e e o e m——

HIV-T. A o e i
Gnann a  kol., Science 237, 1346-1349, 1987 dale

popisuje kratky synteticky linedrni peptid se sekvenci v

rozsahu 592-603 residui bilkoviny gp42 (HIV-2}, Kktera

obsahdje dva cys zbytky v oblasti. homologni k 605-611

. oblastlv gp41(HIV-1). Tento peptid reagoval s .5 .z .5
serop021t1vn1ch vzorku pac1entu nakazenych HIV-2. S
'.;--" ‘ V literatufe JSOU uvadény i- jiné pgptldy obsahujici
- » aminokyseliny 605-611 bilkoviny gpil (HIV-1). Patent WO
86/06414 popisuje peptid X(39), ktery je kédovén oblasti od
pfiblizné bp7516 pEFes bp7593, a peptid XIII(79), ktery
je k6dovan oblasti v rozsahu od bp 7543 pfes.bp 7593, oba
obsahuji sekvenci sedmi aminokyselin 605-611. Tyto peptidy
jsou popiéovény jako linedrni a nepredpoklada se jakakoli
cyklickd struktura. WO 87/06005 uvadi, Ze serie syntetickych !
peptidd  obklopujici sekvenci st(SOS)-Cys(Gll) residui

:obaloveho protelnu HIV-l (gp&l) procha21 po solub1112ac1 V.
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neutralnlm nebo. alkallckem vodném pufru serii spontannlch
7¥ox1dat1vnich, transformaci. UvazZuje se, ze vysledkem jsou,

~1linearniho. monomeru,‘ cyklického  monomeru, ' linedrnich: nebo

cykllckych dimerti a- linearnich polymerd rlznych délek.
Patent vSak ve skuteénosti neukazal prfitomnost cyklickych
komponent a nebyly charakterlzovany razné jiné dimery a
polymery, které mohly byt pritomny. Mimoto se uvazuje, zZe
polymerni formy jsou nejdulezitéjsimi slozkami pro
reaktivitu pfi ELISA-testech. ,

Dale pfes moZnou -existenci komplexnich smési riznych

-ox1dat1vn1ch forem peptidu, peptidy dfive popisované

neumozZiuji vcéasnou detekci AIDS infekce, tak jak je
poZzadovadno. Napf. Gnann akol (J.Virol( uvadi, ze pokud jsou
vzorky HIV-1 positivnich ser zredény 500x, nékteré z téchto
vzorkid jsou pak stanoveny jako negativni, coZ svédéi o nizké

. citlivosti stanoveni s peptidem pri detekci HIV,

Tyto problémy se projevily pri pouziti peptldu, které

‘byly chemlcky cykllzovany vytvorenlm d1su1f1d1ckeho mustku,

. kol,,' Comparatlve Performance of CYCllC Versus Linear
‘Peptldes In An ELISA For HIV-1 a HIV-2 Spec1f1c Antibodies

(Provedeni srovnini cyklickych versus linedrnich peptidu pro
detekei  HIV-1 a  HIV-2 specifickych protilatek v
ELISA-testech), &.3147, AIDS konference , &erven 1989,
Montreal, Canada; a WO 89/03344. Tento ~vynalez vede ke

“zlepSeni wéinku téchto cyklickych peptidd pri stanoveni
- HIV-1 a HIV-2 protilatek.

_.pokud se peptldy UZlJi v ELISA*testech néhodﬁéf,smés _i

" mezi ‘dilefitymi cystelnovyml residui. Napf viz M.Lacroix a




;_“_m_“_nxynglgzuhﬂgsgp_;glgg;ovany;ze znaéné é&istych peptidu, které
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Podstatou tohoto vynalezu Je popls novych serii

S O R T SR S N R AT

peptldu, ktere Jsou zeJmena prlzpusobeny pro 100% detekc1

HIV-1 a HIV-2 protildatek a které je moZné pouzit prfi | 5

ome

stanovenich, kdy protilatky jsou pfitomny'v séru i ve velmi

nizkych koncentrac1ch

e — e e J— J—

Jestlize podrobnéji spec1f1ku3eme nove peptldy tohoto

maji vzorec I nebo II:

a—e—x—CSGKLIl*y—f—b' (1)
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kde:
¥ je nezavisle vybréno  z _jedné 2z néasledujicich
analogovych ‘aminokyselinovych sekvenci bilkoviny 'gp4l-HIV-1:

. KILAVERYLKDQQLLGIWG- (586-604) -
" KKILAVERYLKDQQLLGIWG- (585-604), .

aﬁinokyéelinov?ch sekvenci. odpovidajicich tém, které jsou
6dvozeny od homolognich oblasti dalsich HIV-1 ;solétﬁ, a
aminokyselinovych sekvenci 1liSicich se od vySe uvedenych
Konservativnimi substitucemi, napf. takové aminokyselinové
- -sekvence, které  jsou charakterizovany pritomnosti alespofi
" .jednoho lysinového zbytku v posici 586 nebo soudasné v
p051c1ch 585 a 586; - .

y,f Jestllze jef pfitomno, "je nezdvisle “vybridno ze 7 Y% -



iny sklddajici se z:

=TT
~TTA
~TTAV
~TTAVP
~TTAVEW
~TTAVEWN
~TTAVPWNA
~TTAVPWNAS
~TTAVEWNASW
~TTAVEWNASWS
~TTAVPWNASWSN
~TTAVPWNASWSNK
~TTAVPWNASWSNKS
~TTAVPWNASWSNKSL. -
~TTAVPWNASWSNKSLE
. ~TTAVPWNASWSNKSLEQ -
| ~TTAVEWNASWSNKSLEQI,

'aﬁinokyselindv?ch sekvenci odpovidajicicﬁ tém sekvencinm,
které jsou odvozeny od homolognich oblasti dalsich HIV-1
isoldtd a aminokyselinovych sekvenci odlisujicich se od vyse
uvedenych konservativnimi substitucemi;

e a f, jestliZe jsou pfitomny, jsou nezavisle vybréany
ze skupiny obsahujici amingkyselinové sekvence Jakehokoll z
;sx' ep1topu oblasti, jeZ zahrnuje posice amlnokyselln od posic

586 do 629 bilkoviny gp4l HIV-1 nebo oblasti amlnokysellnove
E sekvence, zahrnu31c1 p051ce od 578 do 613 bilkov1ny gp36 -
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ot B

f;%fBgvggené - homolognich = oblasti dalsich HIV-1 a HIV-2

"-iéoiétﬁ; aminokyselinové sekvence, které se 1i8i od vyse
1:.~ﬁﬁ§5déhYChf koﬁsefﬁétiﬁnimi"sﬁbstituéémi,- nebb— jakfchkoli.
kombinaci téchto epitopi;

a predstavuje aminokyselinovy Xkonec nebo substituent

e e ———

peptid se stane pouzZitelnéjsim jako imunodiagnostické

- @¢inidlo_bez_zménénych_antigennich_vlastnosti; a

HIV-2v aminokyselinové sekvence, které odpovidaji tém a jsou - -

uéinny jako spojovaci ¢inidlo a/nebo miZe slouzit k tomu, Ze

S T e ey

SRR AT

PG FERE

¥

b predstavuje karboxylovy konec nebo substituent, ktery
je U&inny jako jako spojovaci éinidlo a/nebo miZe slouZit k

imunodiagnostické. ¢inidlo . bez zménénych antigennich

tomu, ze se peptid stane pouzitelné&jsim  jako. .

P =te —

F:-isekvenénich  aminokyselinovjch ° analogu " aminokyselinové
" . sekvence bilkoviny gp36-HIV-2: |

KVTAIEKYLQDQARLNSWG (578-598)
KKVTAIEKYLODQARLNSWG (577-596),

aminokyselinovych sekvenci, které odpovidaji témAsekvencim,
bdvozénYm od homolognich oblasti jinych HIV-2 isolatu a
7 aminokyselinovych sékvenci,” které se 1isi od vySe uvadénych

N BT -.tnb—s—;t;i:;."_"'a— T T T ':

;

a-e-x'-CAFRQVC-y' -f-b (I1) |

597 . 603 :

’

" 'kde: |
e " x' je nezavisle vybrano z jedné =z -nasledujich i
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konservatlvn1m1 substltuceml, takové = sekvence jsou
charakterlzovany ptitomnosti alespoi jednoho 1y51noveho
zbytku v p051c1 578 nebo soucasné v p031c1ch 377 a 578;
':f**i:3,;_ y ;. jestlize je prltomno B Je nezav1sle vybrano ze'
.skuplny sklddajici se z:
H
-HT
-HTT
-HTTV
~HTITVP
. -HTTVPW
-HTTVEWV
~HTTVPWVN
~HTTVPWVND
-~HTITVPWVNDS,

' aminokyselinovﬁch_sekvenci,-které.odpovidaji tém, jeZ jsou
odvozené . od homolognich oblasti jinych HIV-2 isoldtu, a

,_amlnokysellnovych sekvenc1, ktere se. 1131 od vyse uvedenych _ L,u

f”konservatlvnlml subst1tucem1 a
e, T, a,VijJSOH definovany stejnym; diive popsanym
zplsoben, o _ F -

V'jiném pripadé, jsou nové peptidy, popisovné v tomto
vynalezu selektovany ze znafna c1stych peptidl, které majl.
vzorec IIT a IV:

1

. ‘a-e-x’-CSGKLIC-y-f-b ©(II1I)

5 kde X?,ipokud je pfitomno, je nezavisle vybrano ze skupiny




5
%
| 12 é
I ) i
evekladajictse zi o ow o e :
S . i
IWG- 3
GIWG- é
... LGTWG- e i
LLGIWG- i
OLLGIWG= ;
QOLLGIWG- :
DQOLLGIWG- ;
KDOQLLGIWG- :

LKDQQLLGIWG-

e e A POOLEGTWES e e i

RYLKDQOLLGIWG-
ERYLKDQQLLGIWG-
VERYLKDQQOLLGIWG-

AVERYLKDQQLLGIWG- ”
. LAVERYLKDQOLLGIWG- . . . .
' ILAVERYLKDQOLLGIWG-
© RILAVERYLKDQQLLGIWG-

aminokyselinovych sekvenci, které odpovidaji tém, jeZ byly
" odvozeny od homolognich oblasti jinych HIV-1 isolatd, a
 ‘konservativnimi substitucemi; a

y, e, £, a, b jsou definovidny stejnym vySe uvedenym
zpusobem, jsou pfitomny bud e, ¢i f nebo obé sekvence; a

-
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a-e~x’-CAFRQVC-y'—f-b (1V)
597 603

kde“'xa, jesfiiée je pritemno, je nezavisle vybrdno =ze
skupiny skladajici se z:
: .
WG-
SWG-

NSWG-

LNSWG-
RLNSWG-
ARLNSWG-

QARLNSWG~
DQARLNSWG-
QDQARLNSWG-
LODOARLNSWG~
YLQDQARLNSWG-
.. KYLODQARLNSWG-
' EKYLODQARLNSWG-"
IEKYLQDQARLNSWG-
ATEKYLQDQARLNSWG~
TAIEKYLODQARLNSWG-
VTATEKYLQDQARLNSWG-
RVTAIEKYLQDOARLNSWG=

}_qamlnokysellnovych sekvenci, které odpov1da31 tém, které jsou
"'--jil'odvozeny od homolognlch oblasti Jlnych HIV-2 isolatu, a

’f'_amlnokyselmovych sekvenci, které ' se 1isi od vyse
; _'_._pop'is.c')van?c;h_ konservativnimi substitucemi; a




o
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"y', e) £, 4, b, jsou  definovany stejnym’ dfive .uvedenym - - - - |
zpuisobem, jsou piitomny bud e, &i f, nebo obé tyto sekvence. A
Obzviasté

- preferovanym peptldem, ktery ma vzorec I je
" 'BCH-408 a jeho

sekvence ma nésledu31c1 strukturu

- _a-KILAVERYLKDQOLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASGKLI-b .
586 605 611 619 i

V tomto peptldu isou 1nkorporovany, v f posici 619

aminokyselinova sekvence epitopu, ktera Je umisténa v posici

606-610 (SGKLI) bilkoviny gp4l HIV-1, a v posici 586 lysin..

Obzvlasté_prefergyaﬁYm peptidem, ktery ma Vvzorec II je

D e i e D—

BCH-417 a jeho sekvence ma nasleaujlci strukturu:—

a—KVTAIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVCHTTVPWVNDSAFRQV—b.
578 597, 603 613

w-iV -tomto peptldu Jsou 1nkorporovany,»r o posici 613
;; amlnokysellnova sekvence epltopu, ‘ktera je umisténa v p051c1"
'598-602 (AFRQV) bilkoviny gp36 HIV-2,

a v p031c1 578 ' je
lysin.

PODROBNY POPIS VYNALEZU

ijér'pegtidﬂ pro syntézu

Peptldy tohoto vynilezu byly syntetizovany na zdkladé
odvozen1 od publlkovanych amlnokysellnovych sekvenc1 HIV—l a
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'~&;°HiV%2“ﬁ*Mélo by byt vsSak zifejmé, '29 sekvence odvozené od
' ,homologn1ch oblasti jinych HIV-1 a HIV-2 isoldtu mohou téz
' _byt uzity, aniz by doslo‘ k odchyleni lz ramce tohg;o
;:vynalezu. S PR N
Eﬁitopy v téchto nativnich sekvencich byly vybrany pro
pouziti jako e a f v peptidech tohoto vynalezu s pouzitim

ruznych fyzikdlné-chemickych principi, které slouzi jako-
pomicka k pfedpovidini, jaké casti polypeptidu  jsou
nejpravdépodobnéji povrchové orientovany a tim padem maji
imunogenni vlastnosti. Ty zahrnuji stanoveni hydrofilicity
podle Hoppa a Woodse (Proc.Natl.Acad.Sci. 78, 3824-3828,

1981), a dalsi =zplsoby stanoveni popisované Kytem a
Doolittlem (J.Mol.Biol. 157, 105-132, 1982). Také empiricka '
predikce proteinové konformace (Chou. a Fasman, °

Ann.Rev.Biochem. 47, 251-276, 1978) je uziteénym voditkem
pro predurceni téch casti polypeptidu, které pravdépodobné
maji imunogenni vlastnosti.

e a f epitopy peptidud tohoto vyndlezu zahrnuji, ale

'kél AIDS Research and “Human” RetrOV1ruses, ‘Vol. 5 ' No S[J'”“
_ 1989),. KD, SGKL, a LEDQ (identifikované, Norrbym a kol.,

U AIDS,  Vol.3, - No.l  (1989); LKDQ, -CSGKLI, a IWG
(identifikované Mathiesenem a kol., Immunology, 67, 1-7,
(1989); a ARILAVERYLKD a SGKLICTTAVPWNAS (identifikované
Dopelem a kol., Jol. of Vir.Meth. 25, 167-178 (1589).

‘. Patent také zahrnuje popis modifikaci peptidu tohoto
vyndlezu, v disledku kterych jsou peptidy . lépe vyuzitelné.
'jako imunodiagnosticki ¢&inidla, aniz by v3ak doSlo ke zméné
jejich antigennich vlastnosti. Takové modifikace zahrnuji:

-. Pfipojeni cysteinového ‘zbytku na amino. nebo . .. °
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-_;::_";.kar'boxy kanec, aby ‘se - usnadnllo spojeni peptidu s mnosnou "’ -

~F §
fb11ROV1nou a heteroblfunkcnlml cross-linking élnldly

‘ (&inidla - zpusobujici . prokfizeni), . jako . . Je , o
‘sulfosuk c inimidyl- Sy (;:—malelmldofenyl)btltyrat vhodné™ -
¢inidlo pro usnadnéni téchto spojeni

- ptipojeni uréitych aminokyselin na amino nebo
""'“'"ﬁ"karboxY_keneew—abyfse_usnadnilo.yzéjemné_spgjggggghpggpiqg_un_

mezi sebou, umoznilo pfipojeni na nosil nebo vétsi peptid,

nebo aby doST _“k“—modlflkacx——fyzikainieh»—neboﬂ_chemickych"

_vlastnosti _peptidu. K takovym zménam dochdzi napf. po
pfidavku tyrosinu, kyseliny glutamové, nebo kyseliny
aspartamové, které mohou byt uzity jako . spojovacl d&lanky

—(Link ery)——prlpOJene__esteroygn vazbou, lysinu, ktery je

_— Y s P ————

pfipojen jako Schiffova base nebo pres amino skupinu; a -
- derivatizaci amino konce acylaci, amidaci

thioglykolové Kkyseliny, amidaci karboxy konce za pouZiti

napr. amoniaku, ‘methylaminu. Vysledkenm téchto' modifikaci

. jsou . zmény vy{sledného. naboje peptidu, ale mohou také

usnadnlt tvorbu kovalentnl vazby peptldu na- pevny n051c, -

nebo Jlny pEPtld A disledku techto mod1f1kac1 pravdepodobne

/

nedochaz1 ke zmenam imunoreaktivity peptidu.

PeptldY tohoto vyndlezu mohou byt take modlflkovany

. zménami spoc1va31c1m1 v insercich, delecich, " &i substitucich
v sekvencich peptida, a to bud konservativnich, nebo-
nekonservativnich, které by mohly vest k uplatnéni uréitych
vyhod pfi jejich pouziti. Preferované jsou nasledujici

"konse;vativni zmény, které zahrnuji: gly, ala; val, ile,

leu; asp,'giu;'asn, gln; ser, thr; lys, arg; phe, tyr; ala,

:ser;_ala,_}hr;‘ala,_vg}; ala, pro; ala, glu; leu, gln; gly,

- phe; “ile, ser;. a 'ile, met.. Methlonln, amiﬁokiseiina;'které_'—
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ma“ sklon ke sponfénni oxidaci, mize byt take obvykle

‘nahrazena norleucinem, aniZ by do$lo ke zméné antigenicity.

. -Vhodné mize byt také prlpOJen1 "ptivések" -k peptidam

'tohoto vynalezu, Ktery obsahuje maly pocet  (1-10)

hydrofébnich amlnokyselin} Takové privésky mohou ulehé&it

' pasivni adsorpci peptidu na pevny nosié. Tato modifikace pak

miuZe byt provedena' bud na karboxy nebo amino konci.

Preferovanou naadovanou sekvenci je phe-ala- -phe- ala—phe
Preferovanymi cykllckyml peptidy tohoto vyndlezu, které

maji vzorec I, jsou takové, u nichz x, y, e, f jsou

definovany ndsledujicim zplUsobem:

x: KILAVERYLKDQQLLGIWG, y: TTAVPWNAS, e a f nejsou piitomny

(BCH-87ck); )

X: KKILAVERYLKDQQLLGIWG, y: TTAVEWNAS, e a f nejsou pfitomny-

(BCH-266); a .

x: KILAVERYLKDQQLLGIWG, y: TTAVPWNA,

f: SGKLI, e neni pritomno (BCH~408), BCH-408 je nejvice

‘preferovén

| Preferovanyml cykllckyml peptldy tohoto vynalezu, ktere Co

| maJ1 vzorec II, JSOU takove, u nichz x' . y,l e, £, jsou

definoviny nasledu31c1m zplisobem: , ‘ x

'x'! KVTAIEKYLQDQARLNSWG, y':* HTTVPWVNDS a e, f nejsou

pfitomny (BCH-202ck);

x': KKVTAIEKYLQDQARLNSWG, y': HTTVPWVNDS a e, £ nejsou

ptitomny (BCH-265); a

x': KVIAIEKYLQDQARLNSWG, y': HTTVEWVNDS a

f£: AFRQV a e neni pfitomnd (BCH-417), peptid BCH-417 je

- nejvice preferovan _ _ '

_ TABULKA 1 uvaddi dplné aminokyselinové sekvence téchto

. p;eferovan§ch’peptidﬁ (zanedbdny moZné a, b)
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TABULKA 1 -- Sekvence peptidu
HIV-1:

BCH-87ck: KILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVEPWNAS

U

U

AR

P e AT

YT

T

—————BCH=266"KKILAVERYLKDQQLLGIWGCSCKLICTTAVEWNAS-

| _

BCH-408: KILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASGKLI

o i s e ] ek ] e i e e e 8 e e e e e = e . S —— e e i it et

BIV-2:

1

BCH-202ck: KVTAIEKYLQODQARLNSWGCAFRQVCHTTVEWVNDS

.- BCH-265: ~ KKVTATEKYLQDQARLNSWGCAFROVCHITVPWVNDS: ' - -

' BCH-417: KVTAIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVCHTTVEWVNDSAFRQV

Priprava linedrnich a cyklickych peptidu

Pri pripravé peptidl fohotq vyndlezu se david prednost
' obecné synthese peptidl v pevné fézi. Pro synthesu mohou

_v8ak byt pouzity i jiné, dobfie znamé metody. Pryskyriénym

R

.. nosiem  je jakdkoli vhodnd,  obecné pfi synthese peptidd.v . S

o —— e ——— . e
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| fpé#hé“fizi pouZivand, pryskyfice. S vyhodou jsou pouZivany
p- benzylalkoholpolystyren a p-methylbenzyldrylaminova

- pryskyrlce .Po napogenl prvni chranene amlnokysellny na

nosié na ba21 pryskyrlce se ochranna amlnoskuplna odstrani

standardnimi metodami, obecné pouZivanymi PEi synthese
peptidi na nerozpustném nosiéi. Po odstranéni této ochranné
aminqskupiny, zbyvajici chrdnénd a-amino, a jestlize je to
nutné, i chranéné aminokyseliny postranniho rfetézce jsou
postupné spojovany ‘takovym zpusobem, aby byl ziskan
poZadovany vysledny produkt. Jind moZnost, prfi spojovani
nasobnych . aminokyselinovych skupin pted napojenim

aminokyselinové sekvence na nosié¢, spoéivda v pouZiti -

metodiky uplatfiované v roztoku.

Po stanoveni techniky nasleduje vybér prfislusného
¢inidla zprostredkujici spojeni Napf. vhodnymi spojovacimi
¢inidly jsou N,N’-dicyklohexylkarbodiimid (DCC) a to bud
samotny nebo v pEitomnosti 1-hydroxyberizotriazolu. Jihou

pbuiitelnou metodou pri spojovani je pouziti
.:;-premodlflkovanych symetrlckych B anhydridﬁ chranenych.,
'amlnokyselln o Nezbytnou a—amino chranici skuplnou,

pouzitou pro kaZdou aminokyselinu, ktera je: zavedena do
‘prodluzujiciho se polypeptidového retézce je
9-fluoroenylmethyloxykarbonylovd skupina (FMOC). Lze v&ak
pouzivat jakoukoli jinou vhodnou ,chrénici skupinu, évéak
pouze tehdy nedojde-li k jeji degradaci za podminek reakce a
je-lisnadno selektivné odstranitelna v pfitomnosti jinych, v
rostouci molékule pfitomnych ochrannych skupin.

Kriteria, kterymi se Fidi vybé&r ochrannych skupin pro
amlnokysellny postrannlho retezce, jsou nasledujici: | (a)

- Stablllta ochranne skuplny vuc1 ruznym c1n1d1um za podmlnek
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"~ reakce,” selektivnich pro-odstranéni o«-amino ochranné -skupiny . - . . ok

v kazdém kroku synthesy, (b) =zachovani strategickych - a
. vlastnosti ochranné skuplny (tj. za podminek reakce _ - ﬁ
ﬁépddlehnbﬁtilétépeﬁi) . (¢) ‘moznost odstranéni - ochranné - . vlé
skupiny na zavér synthesy polypeptidu a za podminek, které _

jinym zpusobem neovlivni strukturu polypeptidu.

_Plné chranéné peptidy navdzané na n051c1 na basi

—— - —_————

pryskyrlcerou stepeny Z p- benzyloxyalkoholove pryékyrlce 50
m_———————_msoufroztckem_kysellny trifluoroctové v_methylenchloridu po

dobu 1 a% 6 hodin pfi teploté mistnosti v pfitomnosti latek, !
které maji schopnost zachycovat vznikajici vedlejSi produkty.

(¢istidla), napf. anisolu, thioanisolu, ethylmethylsulfidu, ‘
1, 2-ethanedithiolu a podobnych ¢inidel. Ochranné. skupiny, ' f

T S

které— Jsou——ndoinejsr——vucr——kysellnam:=asou rrgdstranénysmo—omo—me—o

pusobenim HEF. ‘

Cyklické peptidy popisované v tomto vyndlezu jsou
pfipraveny pfimou oxidativni konverzi chranénych nebo
nechranénych SH-skupin na disulfidovou'vazbu nasledujicimi

J'dobre znamym1 ‘technikami petldove_ synthesy P:efe;ované,?
fmetoda ' zahrnuje‘ prlmou'” ‘oxidaci 'volnych 'SH—Skupin‘
hexakyanozele21tanem draselnym. Pfedpoklada se, Ze takoveé - ;
*chkllcke peptldy zachovdvaji rigidnéjsi konformac1, ktera

mize podporovat vazbu s HIV protilatkami. l ¢

Peptidové smési a pelymery

vétsi peptidy jsou v réamci tohoto vynalezu tvoreny,
kovalentnim spojovanim jednoho nebo vice peptidl, které jsou
v tomto vynalezu poplsovany Jsou uvazovany i polymery \a to """ T
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:Homopolymery i'kopolymerY):téchfofpeptidﬁ.
B Viroishhu'tohoto'vynélezu jsou i jiné cyklické peptidy

a sm331 cykllckych peptldu, poplsovanych \4 tomto vynalezu a .
' ?da131' ‘od- HIV odvozéné: cykllcke a llnearnl peptldy Bylo -

zjisténo, Zze tyto smési jsou zodpovedne za prekvapivé
vysckou citlivost stanoveni HIV-1 a HIV-2 protilitek
Apfitomﬁ?éh ve vzorcich sera, které jsou postupné zfedovény.a
v serokonverznich fadich (HIV-1). Diale bylo zjisténo, Ze pri
pouziti téchto smési 1lze dosdhnout vysoké specifity
stanoveni, éimé dochéii k minimélnimu poétu chybnych

stanoveni.

Takové smési obsahuji alespon jeden cyklicky peptidT;

obecného vzorce I nebo III (preferovany jsou BCH-87ck,

BCH-266 nebo BCH-408 a piednost se dava vice BCH-408) v

kombinaci s alespoin jednim c¢yklickym peptidem obecného
vzorce II nebo IV (preferovany jsou BCH-202ck, BCH-265 nebo

BCH-417,. pfednost se . dava vice BCH-417). .. .. . . .o iin

'§;gggzgg_ HIV protilitek ~

/

Peptidy '‘a smési peptidu popisované' v tomto vynialezu

.jsou pouzitelné ' jako 'diagnosticka &inidla pro stanoveni
’protilétek spojenych’' s AIDS dobfe znidmymi metodami. Tyto
metody zahrnuji ELISA-test, hemoaglutinaci, single-dot a
multi-dot metody a stanoveni. Hlavni vyhodou pfi pouziti je
specifita téchto peptidd a vysokd citlivost stanoveni
' protilétek proti AIDS residuim, obzvlaité pak jejich
schopnost stanovit, ve srovhani s dosud znamymi antigeny,

.,'yelmi_nizké hladiny AIDS infekce.

H\x.,
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-+ Jednou 2z pouzivanych metod pro stanoveni protildtek

s wl-proti HIV-1 a HIV-2 je tzv. “"Western Blotting" analysa

‘;ﬁ(presavanl protelnu) (Towbin H., Staehelin T. a Gordon J.,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA' 76, 435044354‘(1979));'Pfi‘boﬁiiti'
" této techniky je peptid nebo peptidy tohoto vynalezu

naneseny na nitrocelulosovy papir. Nitrocelulosovy papir je

. nasycen .a poto‘m . _j.e -na néJ_ _apliKOVéno .S.e.r_um,;._kter_é. mé- __bft_ -

stanoveno. Po promyti se na nitroceluloéov? papir aplikuje

o

ol A

»
TR A AT
: Yol

aktivita je pak stanovovdna pomoci vhodného substratu.

Samozfejmé i jiné zpusoby znadeni, naprf. radioaktivni, nebo

fluofescenéni mohou byt pouzity.

obecnou__a_ klasickou_ technikou pro

e ———

Preferovanou,

D ——

Ry ittt Reeeropseyepeilimtpippfeamy

stanovenl protildtek proti HIV-1 Tebo HIV- -2, vyu21va31c1
peptid nebo peptidovou smés tohoto vyndlezu, je ELISA-test.
Pfi tomto stanoveni jsou napf. peptid, peptidbvé smés nebo
kombinace popisované .v. tomto. vynalezu, adsorbovany nebo

kovalentné navazany na. jamky mikrotitraénich desticky. Do

Jamky je apllkovano serum nebo:. slozka, Jez ma byt stanovena.. . . -
Po- promyt1 Je do Jamek prldana protllatka prot1 lldskemu IgG

- nebo IgM znacené peroxidasou. Stanoveni aktivity peroxidasy.
- se provadi s pfislusnym substratem, napr. s o-fenyldiaminem.

Peroxidasa muZe byt nahrazena jinou znackou  napr.
radioaktivni fluorescenéni, chemiluminiscenéni nebo znackou
emitujici infraéervené svétlo, aniz Dby do5lo ke zZméné
pouzitelnosti nazorného stanoveni.

Pri ELISA-testu je mozné pouzit individudlni peptidy
nebo jejich kombinaci. Pouziti kombinace je 'vyhodnéjsi,

:;prbtoie to pri stanovenl protllatek dovoluJe kombinovat

. nejﬁéinnéjéi-:peptldy a. soucasné vylouc1t rty, ktere by
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1zpusobova1y chybne odezvy. V prﬁbéhu téchto studii bylo
.obJeveno, Ze nékteré vzorky séra davajl spravné pozitivni

'i"vysledky 5 pou21t1m smes;‘ peptldu, zatlmco s pouzitim

rozporuplné. Proto v souladu s timto vynalezem se pro
stanoveni HIV-1 a HIV-2 protllatek divd nejvice prednost
kombinaci peptldovych antigenu.

Jinou metodou pro stanoveni protildtek proti HIV-1 a
HIV-2 pomoci peptidll nebo smési peptidﬁ, popisovanych v
tomto vyndlezu, je enzymové-imunologické stanoveni nazvané
"Sendvidéovd metoda s dvéma antigeny” (Double-Antigen
-Sandwich-Method". Tato metoda je zaloZzena na praci
Maioliniho, jak je popsdno v publikaci Immunological Methods
20, 25-34 (1978). Podle této metody je sérum nebo jina
slozka, kterd mia byt stanovena, uvedena do kontaktu s pevnou

fizi nosice, ktery je potaZen peptidem nebo smési peptidd

tohoto vyndlezu {zachytnd vrstva), a s peptidem nebo smési.

peptidi tochoto vynadlezu, které jsou znaceny peroxidasou

(sn1mac1 vrstva) Imunologlcka reakce se provadl v jednom

ve dvou krocich, je vhodnéjsi volit promyvaci krok mezi
dvéma inkubacemi, je moZné jej provést'i po -imunologické

reakci, ¢&i reakcich. Potom je aktivita peroxidasy stanovena

pomoci pfisluiného substratu, napf. o-fenyldiaminu. V tomto

stanoveni mohou byt téZ pouzity jiné enzymy a chromogeny,
véetné téch jez byly jiz popsany.

Vhodnymi pevnymi nosiéi jsou organické a anorganické
polymery, jako jsou Skrob, dextrany, pfirodni a modifikované
celulosy, polyethyleny, polystyreny, polyakrylamidy,
aga:osy,-:“,magnetity, . -prasky =~ porésniho . skla,

;1nd1v1dualn1ch peptidi - jako .  ‘antigenii. jsou . odezvy

'nebo dvou kroc1ch JestliZe je 1munologlcka reakce provadena"'
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r ; polyv1ny1d1enf1uor1d “(kynar) a latex, vnitfni stéma nadob; - - -0
e napf.. zkumavek, titraénich destiéek, ¢i kyvet, sklenéného i

“-isyntetlckeho materlalu steJne dobre i povrch pevnych castlc, N
" napf. ‘sklenéné a- syntetlcke tyc1nky, tyc1nky se 29511enym D

TR

koncem, tydinky ukoncené lalokem nebo lamelou. Obzvlasteé ‘ -
vhodnymi pevnymi nosiéi jsou sklenéné nebo syntetické

- .. .. . kulicky. . . ) S . _ _ ‘

Peptidy a smési peptidld popisované v tomto vynalezu o "E

- e de menm

jsou—nejenwpouZI%eLne—prl—stanovenl_protllatek_proxl HIV~-1

R VR SRS

nebo HIV-2, ale také neprlmo pro stanoveni samotnych HIV-1 a
HIV-2, protoze tyto peptidy bud samotné, Jako polymery nebo
'navazane na prisludny nosié jsou pouzitelné pri ziskavani . §
protllatek obzvlasté monoklonalnich protllatek proti HIV-1 :

a HIV-2. Takove protilatky™ mohou—byt—21skany—po—naocko VAR

savel nebo ptakd dostateénym mnozstvim peptidu nebo smési
peptida tohoto vyndlezu a izolaci zmifovanych protilétek ze
sera téchto zvirat. Ke zvifatﬁm, ktera jsou vhodna pro
ziskavani protilitek patfi saveci jako jsou kraliei, koné,
. kozy, gulnegska prasata, Xrysy, mysi, kravy ovce atd | _
: ' Peptldy nebo” sm@si. peptldu popléovane v’ témto vynalezu

2. e i

mohou byt pou21ty pro kvantitavni stanoveni HIV-1 a HIV-2
1nfekce raznymi obecné znamymi netodami. Pfi jednom z E
takovych postupl Jsou smichany a pak ponechany ‘stat vzorek
stanovovaného sera, radioznaleny cyklicky peptid nebo smési
peptidi tohoto vyndlezu a sou¢asné neznafeny peptid nebo
smés peptidl tohoto vynalezu. Komplex protilatka/antigen je
separovan od nenavédzanych ¢inidel znamymi technikami, tj.
pisobenim siranu amonného, polyethylenglykoluy, a druhé 1
protllatky bud v prebytku nebo vazané na nerozpustny nosig¢, ;

dextranem potazene drevene " uhli .a podobné. Koncentrace‘”
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znaceneho peptidu nebo smési peptidd . tohoto vyndlezu je

i stanovena bud ve vizané nebo Vv nevazane fazi a obsah HIV-1 a

_ HIV-2 ve vzorku muze byt potom urcen odectenlm koncentrace

"znacene slozky z kallbracnl kiivky zpusobem znamym Jako'"perg. 

se',

Jinou vhodnou kvantitativni mefodou “je "Sendvidova
metoda se dvéma antigeny" (Double-Antibody~Sandwich-Assay).
Pri stanoveni touto metodou je mna stanovovany vzorek
plsobeno dvéma ruznymi protilatkami proti peptidu nebo smési
peptidl tohoto vfnélezu, ziskanych z ruznych zvirat, napt.
ovce nebo kralika. Jinou moZnosti je piiprava monocklondlnich

protilatek dobfe zndmou Koehlerovou a Milsteinovou technikou.

pro vyrobu monoklondlnich protilatek. Pro rozliSeni
monoklondlnich protildtek proti témuZz antigenu, ale ruznym
epitopim se pouzivd metoda popsana Stahlim a kol.(J.of
Imunological Methods 32, 297-304 (1980). Je téz vhodné
pouzit polyklonalni antiserum a monoklonalni protilatku.

Jedna 2z téchto protilétek je 2znagena a druha je

‘f_‘nanesena na pevny n051c Vhodne pevne n031ce Jsou ty, které

'”le byly ‘diive v tomto vynalezu uvedeny Vhodnym1 znackaml‘?:‘

jsou - enzymy, = nap¥t. peroxidasa, ‘r?dloaktlvnl nebo
 fluorescenéni ~znacky. Preferovanym pevnym nosicem je
syntetickd kulicka, enzymem, urcenym pro znacdeni, je krfenova
.peroxidasa. '

Vzorek séra je potom inkubovan s protildtkou navazanou
na pevny nosi¢ a znacenou protilatkou. Je moZné, vzorek
nejdiive uvést do Styku s protilatkou navdzanou na pevny

nosié¢ a po promyti ho nechat reagovat za vytvofeni vazby se

znadenou protilatkou. Je ov3em také moZné vzorek nechat -

. reagovatl's. protilatkou navazanou na pevny nosi¢ a aZ po

R N o T
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1f3wwﬂ» urc1te- dobe i se znadénou protllétkou - Pfednost ‘je véak

davana postupu, kdy se na vzorek pusobi spolecne protllatkou

>
sz,

L navézanou na pevny n051c 1 znacenou protllatkou L
' “Pb' probehnutl 1munolog1ckych “reakci se provadi -
promyvaci Xkrok. Po promyti je znacka stanovena Znamym E
postupem. V pripadé, 3e pouzitou znackou je peroxidasa, je ‘

. jeji.. . stanoveni . _provedeno . se _ substratem, napr. :

o-fenyldiaminem nebo s tetramethylbenzidinem. Mnozstvi

znaéenémsioiky_ﬁe*pak_ﬁmépné-mnozstvi_antigenuiﬁl_pii;omnﬁch

ve vzorku.

Metody a stanoveni pro urceni a kvantifikaci HIV-1,
HIV-2 nebo protildtek proti HIV-1 nebo HIV-2 jak byly v?ée
popsény;_mohoﬁ byt pouéity ve formé testovacich setq, které

AR L

S S AR S S R oy Uy —

v nadobce obsahujl Cyklicky— “=peptid—tohotd—vynalezu;— =

peptidové smési nebo jejich kombinace, nebo protilatky proti
HIV-1 nebo HIV-2 elicitované cyklickym peptidem nebo smési
cykllckych a linearnich peptidd tohoto vynalezu.

Peptidy, jejich: smési a kombinace, popisované v tomto
vynalezuy jsou  také- pou21telne jako. akt1vn1 slozky vakc1n _ ‘
V'H;fz' schopnychllndukovat ochrannou imunitu proti HIV-1 a HIV-2.v E
: :: hostltellch .citlivych k infekci timto virem. Pfedepsané
'%Tﬁﬁf zpusoby aplikace, davky antlgenu, pocet a frekvence ofkovani
- se bude 1nd1V1dua1ne ménit a. bude odpovidat ‘tém, které jsou o

bézné pouZivany Vv pfipadé_vyvoléni imunitni reakce k jinym
virovym infekcim. NapE. vakciny  jsou ,farmaceuticky
prijatelné 1latky, ktere obsahuji alespofi jeden peptid,
popisovany -v tomto vyndlezu, jeho analogy, smési, nebo
. kombinace, Vv mnozstvi uéinném pro savce, vdéetné é¢lovéka, u
; nichz- pusoben1 touto 1latkou vede ke =zvySené produkci

protilatek \a mnozstv1 Jez Je dostatecne pro ochranu daneho
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WAce&pred HIV-1 nebo HIV~2. infekci po uréitou dobu.
{Vakc1ny jsou pfipravoviny podle znamych metod. Slozeni

vakc1ny poplsovane v tomto vynalezu je vhodne a podlg

.pfijatelné 2z fyziologického hlediska. . Takovymi jsou

fyziologicky roztok farmaceutického stupné cZistoty, tetanovy

toxoid a ustrlcovy hemokyanin. Vakcina popisovand v tomto”

vyndlezu miZe téZ obsahovat adjuvans nebo dalsi latky
prispivajici  k posileni = imunitni odpovédi, jako ' jsou
preparity kamence, liposomy nebo imunomodulitory. Dile mohdu
tho vakciny obsahovat dalsi antigenyf'které vedle ochranné
funkce proti HIV-1 a HIV-2 mohou zajiéfdvat imunitu vaéi
jinym virdm (napf. HTLV-I a HTLV-II, cytomegaloviru) a
patogenum. MnoZstvi téchto dalsich antigent je opét zavislé
na savéim individuu a prUbéhu nemoci. Antigen by vsak mél
byt pritomen v mnoZstvi, Xkteré by bylo 4¢inné pro zvyseni
hladiny protilatek na koncentraci, jez je dostatecéni pro

- ochranu savce pfed patogenem &i' virem po uréitou dobu,

‘.. -Rada- testovanych sér

Y A\

Aby bylo mozZné dokumentovat - pfekvapivé dobrou.

citliyost stanoveni a specifitu peptidi tohoto vynalezu,
byla s peptidy nazorné testovina fada vzorku sér,

Hodnoty absorbanci (0.D. -optical density) byly 21skany
- pri vlnove délce 450nm a hodnoty blanku namerene s pufrem,

fc%hfurcenym pro zredovani vzorku nebyly odec1tany.

'Vzorky NEIA-2%2, BBI-1-162 a3 168, 87B140, 87L139,

'lobecnych ‘pravidel Kkombinovano: - s - noSic1,' Které - jsou

o

3

87V103 jsou vSechny na HIV protilatky ‘negativhi.‘ Vzorek .
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:*'LSPQ S9- 1 ‘je positivni--(HIV-1). Sefie oznaéené'CAP 113. aZ.
" CAP- 120 jsou. souborem sedm1 HIV-1 pos1t1vnich -vzorki. plasmy,
postupné zredovanych HIV—negatlvnl plasmou CAP- ~113 je B
 HIV-negativni’ plasmou. zfeden - 50x;:. CAP-114 je zfedén 100x, REPE:
CAP-115 je =zfedén 200x atd. Podobné serie oznacdené CAP-222
az CAP-230 jsou souborem sedmi  HIV-2 potvrzenych
_seropositivnich vzorki plasmy. CAP-222 je zfedén S50x
HIV~-negativni plasméﬁ; CAP-223 je siedén 100x atd. Pred T

__provedenim_stanoveni je kazdy vzorek vcetné CAP-serii, dale . o~
50x zifedén ziedovacim pufrem. V té&chto testech je hraniéni ;
(mezni) hodnota uréujici seropositivitu definovana jako suma ° g

hodnoty absorbance pro vzorek NEIA-2#2 plus 0,100. | i

e ¢ et it e e g m e e+ m i 4 = n e ey e i e ek et

Vysledky

Cyklické peptidy. tohoto vyndlezu byly navadzidny a

_festovény dfive popsanym ELISA-testem. TABULKA 2 porovnava
... citlivost peptldu BCH-87c, (586I.(argln1n)) _vzhledem k ... ¥
. eitlivosti peptldu BCH-87¢k’ (586" (lysin)) a peptldu BCH-265 '

- (586 (lysin)-585 (1y51n)) pfi progresivné se zvySujicim

e et s e e ete man s e Pt s uaten s e

Ry e R

zredovanl protilatky ve vzorc1ch sera. Bylo zjisténo, Ze
substltuce argininu- 1lysinem V amlnokysellnovém misté

4 I ST

oznadeném Cislem 586 zvysuje citlivost pifi detekci HIV-1 ;
protilatek. Dalsi zvySeni citlivosti bylo dosazeno ptidavkem
lysinu v misté 585. TABULKA 3 porovnavad aktivitu BCH-87c,
BCH-87ck, BCH-266 a BCH-408 pii progresivneé se . zvySujicich
. zfedénich. Z TABULKY- 3 .je patrné, Ze peptid BCH-408, kde
dalezity epitop piitomny V posici 606-610 (SGKLI)} je

‘_l
o

" ‘opakované”® piitomen ' na jehqﬁ‘c—konci,j_vykazuje_'"yrlxaj
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c1t11vost ve srovnani s jinymi peptidy.

.....-mu-...-.

S HIV—2 peptidy bylo ZJlsteno, zg'substituce.afgininu
ly51nem v posici 578 zvySuje 01t1ivost stanoveni HIV-2

. ;jprotllatek Dalsi . zvyeni -.citlivosti . je dosaZeno dal3im’

lysinem v posici 577. TABULKA 4 porovnava citlivost peptidu
BCH-202¢ (578(arginin)) vzhledem Xk citlivosti peptidu
BCH-202¢ck ©(578(1lysin)) a peptidu . BCH-266
(598(1lysin)-577(1lysin)) pfi progresivné se zvySujicim
zfedovani protilatky ve vzorku sera. :

Byly pfPipraveny peptidové koktejly pro stanoveni smési
HIV-1 a HIV-2 protilatek. Z TABULKY 5 je patrné‘citlivost
smési peptidovych koktejli BCH-87c 'a BCH-202c (arginin) *
versus BCH-87ck a BCH-202¢k (lysin). Peptidovy koktejl, kde

je 'arginin nahrazen 1lysinem vykazuje vy88i citlivost pri
detekci HIV-protilitek.
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%Al s =+ e owo.. TABULKA.2 = HIV=1. ... .

" Test: 314 absorbance 450nm

T
o
A P L 3 ot okl S f iy

Vzorek ‘ BC-87¢ BCH-87¢k BCH-266

pufr. . 0,017 - 0,016 0,014
' NEIA-2#2 0,045 0,050 777 9,069
'BBI-1-162 0,010 . 0,015 . 0,028
BBI-1-169 0,095 0,090 0,138
BBI-1-172 0,012 0,019 0,030
CAP-113 | >2,8 2,8 >2,8
. CAP-114 | 52,8 2,8 32,8
s e AP =11 5 oo _ 15-9:35 T X B — T
' CAP-116 1,275 1,871 2,376
- CAP-117 0,739 1,158 1,569
. CAP-118 0, 433 0,679 0,934
. CAP-119 0,231 0,392 0,567
© _CAP-120 o " 0,137 0,229 _‘ 10,376
icape22z. o 0,089 T 0,089 T 0,095 L
. CAR-223 0,053 0,060 0,075
T9iE cAP-224 | 0,051 0,054 7 0, 084
i CAP-225 ' 0, 049 0, 050 | 0,135
CAP-226 0, 046 0, 050 . 0,140
CAP-227 0, 041 0,043 0,085
CAP-228 0,038 0,042 0,091
CAP-230 | 0, 043 0, 049 0,123
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pufr
NEIA-2%2
2-87-V-103
- 2-87-L~139
86-D-307
CAP-10
CAP-11

CAP-12
‘CAP-13
CAP-14
CAP-15
CAP-16
" CAP-17

P cap-1s

.. .CAP-19

31

TABULKA 3 - HIV-1

absorbance 450nm

BCH-87¢  BCH-87ck - BCH-266  BCH-408
0,016 - 0,032 0,013 . 0,015
0,027 0,034 0,023 0,035
0,020 0,015 0,020 - 0,014
0,158 0, 409 0,147 0,025
0,026 0,022 0,030 0,029
52,8 52,8 2,8 - >2,8
52,8 >2, 8 52,8 >2,8
2,432 2,735 . >2,8 52,8
1, 488 1,676 2,021 2,319
" 0,866 1,089 1,248 1,433
0, 449 0,643 0, 680 0,835
0,262 0,274 0,366 0,455
0,141 0,191 0,198 0,244
0,099 70,1147 Y 0,116 T 0,156

0,068 0,053 0,056 0,102
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TABULKA 4 - HIV-2

S S .- e e L e e - - R - = P - e Ce e

“‘.?_-",Te'st 226 absorbance 450 nm

" yzorek-  BC=202¢ ' BCH203¢k  BCH-265 ‘

pufr 0,015 0,014 0,015 _
cem s - NEIA_z.*z. . - 0’020 . - fem—— 0’_027_ —————— --_----‘6702-2” e e e = e e o ———— ——
BBI-1-162 0,018 0,033 . 0,059

Plri L d? e tre AR LT

BBI-1-165 0,018 0,028 0,076
BBI-1-172 0,019 . 0,024 0,050
CAP-113 1,795 52, 8 52,8 A -
CAP-114 : 1,070 2,015 2,134 3

A SN

“CAP-115——————0;61% 1195 17330

—_— — e e i — e e e o e e P o e e e e e i s e e s e =

CAP-116 0, 325 0,642 0,718
CAP-117 0,174 0,365 0,410 ]
CAP-118 . 0,089 0,189 0,190
.CAP-119 0,057 0,082 0,117

- CAP-120 0, 041 0, 084 . 0,094

CUCAR-d22l 2,0 28 e

. cap-223 2,8 52,8 52,8

~ CAP-224 - 2,313 52,8 s 52,8

“CAP-225 - ¢ 1,448 2,418 2,480

CAP-226 . 0,758 - 1,436 1,674 -
CAP-227 0, 448 0,745 0, 960
CAP-228 0,233 0,409 0,363
CAP-230 0,139 0,279 0,272

apmstrern et pe
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T TABULKA 5 - HIV-1
i’ Provedeni srovnani dvou peptidovych koktejlu
- Test 310 absorbance 450nm
_ ' BC-87c¢ BCH-87ck.
vzorek’ R ’ BC-202¢ © - BCH-202ck
pufr _ . 0,015 0,013
NEIA-2%2 0,034 0,062
- BRI-1-162 ' ' 0,044 ' 0,034
BBI-1-163 0,032 0,042 -
BBI-1-164 ' 0,02  °~ 0,077 '
BBI-1-165 0,038 0,059
BBI-1-166 - 0,045 . 0, 081
BBI-1-167 | 0,020 : 0,064
BBI-1-168 0,031 0, 041
87-B-140 - 0,005 - 0,015
87-L-139 0,025 0,068
87-V-103 0,022 o 0,035 .
CAP-113 ' >2,8 >2,8 ‘ i -
. CAP-114 ' S T2/634 0 T T Coy2,8 0
.. CAP-115 1,720 32,8 g
... CAP-116 : 0,965 2,459 -
S CAP=117... . .. .o+ ... 0,548 . ..o 1,685 o oo
. CAP-118 - - 7 .ot .000,302 0 . ¢ 1,036
. CAP-119 o 0,158 0,609
CAP-120 . 0,104 _ 0,341
L Aed CAP=222 o 52,8 2,8
o1, CAP-223 2,470 . 2,8
© CAP-224 _ 1,709 . 2,8
CAP-225 1,003 2, 441
CAP-226 0,554 ‘ 1,733
CAP-227 0,289 ‘ 1,001 )
" CAP-228 0,169 0,611
CAP-230 - 0,086 0, 343
" LSPQ-89-1 0,123 1,273
. .+ " BBI-A-01 0,067 0,078
.~ ! BBI-A-02 0,114 » - 0,130
" BBI-A-03 - 0,180 1,069

BBI-A-04 . 2,401 N >2,8
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pokraéovéni TABULKY 5

..Tes;‘3167'_ od ;,, -~ -absorbance 450nm -

BC-87c¢ BCH-87ck
vzorek BC~-202c BCH-202ck -

- -+ --BBI-A-05 - " y2,8 : 52,8
' BBI-A-06 2,8 S2 8
BBI-A-07 R 2,8 598 L
BBI-A-08 52,8 2. 8
BBI-A-09 >2,8 7 2.8
BBI-C-20 ) ' 0,019 0,050
BBI-C-21 0,017 0. 048
BBI"C‘ZZ 0’030 0’121
BBI-C-24 0,210 1,748 _
BBI-C-25 B -

e ——

—BBT=C=2% 0,374 , 2,353

A ———

.
T e T L S e

WA - e amer e s ey
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Obecné pracovni postupy syntezy a vyu21t1 peptidu
tohoto vynalezu jsou nize popsany

~ Pracovni postup * 1: Priprava pryskyfic nesoucich
aminokyselinovy zbytek chranény Na-FMOC

K suspenzi p- benzylalkoholove pryskyfice v CH Cl : DMF
(4:1) byl za teploty 0 °c pfidan dany amznokysellnovy zbytek
chranény N«-FMOC ve smési methylenchloridu (CH2C12) a
dimethylformamidu. Vy¢sledni smés byla ruc¢né michéna po dobu
nékolika sekund, pak byl pfidan N,N’-dicyklohexylkarbodiimid
(DCC) a katalytické mnozstvi 4-(dimethylamino)pyridinu. Tato
smés byla daldich 30 minut michéna pri teploté 0°c a dale
pfes noc pri laboratorni teploté. Prefiltrovana Pryskyrice

byla Uspé&sSné promyta CH Cl DMF a isopropanolem (kazZdym

2!
¢inidlem celkenm trlkrat) a nakonec CH2C12 Pryskyfice byla
suspendovana v CHZCl2 a vychlazena v ledové lazni, ddle byl

do' promichdvané suspense prldan redestllovany pyrldln a take

:"t'benzoylchlorld Suspenze; byla  dale ‘mfchina 30 mlnut prl"'-‘

-teploté 0% a didle 60 minut pfi laboratornl teplote . Po

';'flltrac1 byla pryskyrlce promyta CH2C12, DMF a 1sopropanolem

‘{kaZdym =z nich celkem tfikridt) a nakonec dvakrat
- petroletherem. Nakonec byla pryskyfice vakuové vysuSena do
konstantni hmotnosti. | E _

Metodou podle Meienhofera a kol. (Int.J.Peptide Protein
Res., 13, 35, 1979) byl spektrofotometricky stanoven stupen
substituce na pryskyrfici.
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&'~ Pracovni postup-2: --Pripojovéani nésledujicich.aminokyselin

R

_ Pryskyfice nesouci  prvni aﬁinokyselinov? zbytek
.‘ch;ané'ﬁy Na-FMOC byla umisténa do ,--r.ea,kén'i," nadoby peptidového
syntetizatoru Biosearch 9600 a néasledujicim zpusobem
zpraéovéna: ‘
1) Promytl DMF (po dobu 20 sec., 4x)

2) Predpromytl 30% plperldlnem v DMF (3min)
3) Zbaveni ochranné skup;gy 30% piperidinem v DMF

TG

A aASe

B 5 o s

=

« (7 min.)
4) Promyti DMF (8x po dobu 20 sec.)
5) Kontrola pritomnosti volnych aminoskupin

Kaiserovym testem (musi byt pozitivni)

. '
LT '
> ol PR et o et Qe g

S mome e s ""‘**'5'_'):M;|'_'.1::r.1:'é:t:_'i_‘_'ep ani-peptidové=pryskyfice=po=dobu=l—aZ-———-=-ow—r

AT RNTRER U DR S T

|
i

2 hodin s 8 ekvivalenty dané aminokyseliny,
chranéné No-FMOC, s 1-Hydroxybenzotriazolem a
benzotriazol-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)}fosfo-

niumhexafluorofosfatem, to v3e rozpusténo v

suchém redestilovaném DMF, ~ obsahujicim - 16

ekvivalentd’ 4-methylmorfollnu
7) Promyti DMF (6x po dobu 20 sec.) = . /

Po- dokonéeni 7. kroku byla cast odebréna na stanovenl
= ninhydrinovym ﬁestem. \' prlpade negativniho vysledku pri
tomto stanoveni byl cely postup opakovan od kroku 1) s dalsi
aminokyselinou. V pfipadé, Ze vysledek byl positivni nebo
slabé positivni, .bylo nutné se vratit zpét a opakovat Kroky

6) a 7). | :
Vy3e uvedené schéma je mozné pouZit pro pripojeni kazdé
aminokyseliny peptidu, popsaného v tomto vyndlezu. Ochrana

1.

Ne¢-skupiny pomoci”FMOC.mﬁie'bYt‘také_pouiita‘v'pfipadé Xazdé = -
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zbyvajlci amlnokysellny po celou dobu" syntezy _
-;_[7Radloakt1vne znacene peptldy mohou byt pfip:gveny

| 1nk°rPorac1 amlnokyselln znacenych [H ]. s pouiitim viée
3;3~uvedeneh0 postupu ' > o - : , ‘

.Po pfipojeni poslednl amlnokysellny je pomoci kroku 1-7
odstranén N¢-FMOC z N-koncového zbytku. Peptidova pryskyrice

' je- promyta CH,Cl,  a vysuSeni ve vakuu je ziskan surovy

chridnény peptid.

Pracovni postup 3: Zbaveni ochrany a odsStépeni peptida =z
pryskyfice

Chranéna peptidovi pryskyrice byla suspendovdna v 55%
roztoku kyseliny trifluoroctové (TFA) v CH 2€1l,, obsahujicin
2,5% ethandithiol a 2,5% anisol. Smés byla prosycena N a
byla 1,5 hodiny mlchana pr1 laboratorni teplote Pak byla

- smés prefiltrovana a pryskyrfice promyta CH2 Znovu byl .
opakovén postup S TFA na pryskyr1c1 bylo pusobeno 20/ TFA v
‘ '7fCH2C1 5 mihut " pEi  laboratorni. teploté. - Smés - 'byla
" .. brefiltrovéna a pryskyrlce promyta 20% TFA v CH Cl a dale
flif?byla promyta. CH 012 ‘Oba flltraty byly spogeny a odpareny ve
'V_vakuu pri teploté nizs§i nez 35° C, zbytek byl rozmé&lnén se

suchym dimethyletherem. Pevna faze byla rozpu$téna v. 10%
vodném roztoku kyseliny octové a lyoflllzovana s cilem
ziskat surovy produkt. .

. Ty peptidy, které obsahovaly zbytky arg a cys Jjsou
dale zbavovany ochrany: pisobenim HF pPri teploté 0 C po dobu
1 hodiny v pritomnosti anisolu a dimethylsulfidu. Peptidy
byly dale extrahovany pusobenlm 10/ kysellny octove, promyty
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_zﬁ;lﬁﬁgé;p§1efherem a:lyofilizovény: za vzniku surovych peptidu. SRR
. @ﬁ%fé{_- . - ' o ' ’

. Pracovhi-péstup'4i’" . . . . purifikace peptidi

Surové peptidy byly preparativné purifikovany
vysokotlakou kapalinovou chromatografll (HPLC) na koloné o

‘Vydac (2,5x25mm) za pou21t1 C18 nebo C, jako reverzni faze s
- gradientem mobilni fé&ze. Absorbance eludtu byla méfena prfi

vinové délce 220nm, poté byl eludt analyzovan HPLC. Dulezité
‘frakce bDbyly spojeny, odpafeny a lyofilizovany. TotoZnost
syntetickych peptidd byla ovéfena chromatografii s reverzﬂi
fidzi a aminokyselinovou analyzou.

- - S e s emres mmem s M rm m A mmrw e mmm—iw e = —mm mi == St s = == o oe e S v ¥ et e e s ——a—i = == mmmemm s e — == - i)

Pracovni postup 5: Cyklizace peptidi

Roztok hexakyanozele21tanu draselného (0, 01M, pH 7,0)
byl pomalu prldan do roztoku do vodneho‘,roztoku s
"7 rozpusténym llnearnlm peptidem {0, SmM) pti pH' 7,0. Po 24
hodinich stani pfi laboratorni teploté bylo pH snizeno na

?%‘ihodnotu 5,0 a roztok byl ponechan 30 minut v prltomnostl
"T;ontomenlcové pryskyfice (310 -Rad Ag 3-X4a, Cl-forma).
- Suspenze byla zfiltrovédna a flltrat lyofilizovan za vzniku
surového cyklického peptidu. Peptid byl preparativné
purifikovdan HPLC s reversni fasi a charakterizovan
aminokyselinovou analyzou. Dikaz toho, Ze dodlo k cyklizaci,
"~ byl proveden porovnanim pohyblivosti cyklického peptidu se
startovnim linearnim peptidem prfi HPLC redukci alikvotu
u

= —-cyklického peptidu zpeét na -linedrni peptid.a‘déle_potvrzenim =T
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?zm1zen1 volnych sulfhydrylovych skupin (Ellmanav test), ke

“ﬁﬁfkkeremu doslo po cyklizaci.

Précqvni postup 6: Vazba peptidu na hovézi sérovy albumin

(BSA) nebo Gstficovy hemokyanin (KLH)

Na BSA nebo KLH byly navazany peptid§ predem
derivatizované bud. sulfosukcinimidyl 4—(p-maleimidofenyl)-
butyratem (Sulfo-SMPB) nebo sulfosukcinimidyl 4-(N-maleiimi-
dbmethyl)cyklohexan—1-karboxylétem {Sulfo-sSMcC).

Vodny roztok sulfo-SMPB nebo sulfo-SMCC (Pierce
chemikdlie) byl pfiddn do roztoku BSA nebo KLH rozpusténych

v 0,024 pufru fosforefnanu sodného (pH 7,0). Smés byla

tfepana pfi laboratorni teploté 45 minut. Takto aktivovany
nosi¢ byl ihned aplikovdn na kolonu se Sephadexem G-25,

ekvilibrovanou 0, 1M pufru fosfore¢nanu sodného (pH 6,0) pfi .

teplote 4°¢.
Frakce prvnlho vrcholu, merene prl 280nm, odpov1da31c1

":f;vzorku aktivovaného nosice byly spo;eny a sebrédny do banky s
.. kulatym dnem, do. které byl pridan roztok peptidu v 0,05M
'%@"pufru fosforecnanu sodného (pH 6,2). Smés -byla prosycena
i idus1kem a pfes noc 1nkubovana pti laboratorni teploté.

Uéinnost vazebného procesu byla urcovana pomoci peptidu

znadeného H3 a aminokyselinovou analyzou konjugétu.

. Pracovni postup T: Detekce protilatek k HIV ELISA-testem

Do viech jamek mikrotitraéni‘Qestiéky bylo aplikovano
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Liggﬁixsroztoku obsahUJ1c1ho pEPtld nebo ” smés peptidi’ v,
koncentrac1 (5ug/ml) a ty byly ponechény pfes noc.
Pote byly jamky vyprézdneny a dvakrat promyty _ 0':
j{bromyvac1m pufrem (Tris, 0, 043M; ..NaCl, -0, SM;" ‘thimerosal, . .. ;
“0,01w/v; Tween 20, 0,05% v/v; pH 7,4). Potom byly jamky .
saturovany 0,35ml promyvaciho pufru po dobu jedné hodlny pti
37% a dale Jednou _promyty timto pufrem. _Vzorky . sera, _.__ ___.
" uréené k analyze jsou rozpustény v pufru (promyvac1 pufr s

kaseinem, 0,05% w/vL__Pred_apllkac1 naredenych—vzerku~ﬁera ="

i
(=3

wr

{0,1ml) na destiéku byly jamky oplachnuty promyvac1m pufren. _

" VSe bylo ponechinoe inkubovat 1 hodinu pfi laboratorni !

teploté. Jamky byly vypradzdnény, dvakrat rychle promyty a %

ponechdny dvé minuty v prom§vacim pufru. Do kazdé jamky bhylo_- i

::;:;;:::prldano:2=9“lml———vazebneho—f—roztoku — \atlnltﬁiﬁ“_héﬁﬁéaﬁéﬁ—_“mm—_“_“_—_*

pfecisténd kozi protilatka proti 1lidskému IgG zZnaceni :

peroxidasou, 0,5mg v 5ml 50% glycerolu) rozpuéténého v |

- roztoku 1% w/v BSA v promyvacim pufru a dile byly destidky

a 1nkubovany jednu hodinu pfi laboratorni teplote Jamky byly

i«épotom vyprazdneny a. dvakrét rychle promyty promyvac1m

_ﬁpufrem, nasledovalo petlnasobne promyvanl steJnym pufrem po
m;dobu 2 minut. Roztok substrdtu (3,3',5,5'- tetramethylbenzl-

{dln, 8mg/ml DMSO] byl rozpusten ve 100 -objemech 0,1M
citrat- ~acetatového pufru, pH 5,6 obsahujiciho 0,1% v/v 30%

peroxidu vodikua poté pfidin do kazdé jamky (0, 1iml). Po 10 :
‘minutdch bylo do kazdé jamky ptidano 0,1ml 2N H SO4 a byla |

‘méfena absorbance pfi 450nm. Viechna stanoveni byla
. provadéna duplicitné.

ar
o
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Pracevni postup B F¥ipreve peptidovich keokielll
vé kostejly L"lj pf pravend' 1c.,n-“ stéjnjch LT d i

k3 dvou peotld& xazdého v koncertra _
{ gectidd -BCH—;;C a

- . oo :
u:‘.,--.,'fC.. _‘:3 '-..5:./:"57" C

Zdy kokyegl byl pouiit kx pfekryt{ dvou sérif
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1. Znacné ¢isty peptid, vy zna & u jic i s e :

T N R Sy —— |
————— ——— — .

o

t—1i—m,Zema— nasledUchl VZorec:

a-e—x;cschIl—y-f—b

605 611

[PCRCLE PSP

AT R T ]

T e LT TS BT e

X je nezdvisle vybriano z jedné z nés;édujici skupiny:

Y T2

KILAVERYLKDQQLLGIWG- (586-604)
KKILAVERYLKDQQLLGIWG- (585-604),

aminokyselinovych sekvenci odpovidajicich tém, které jsou
odvozeny od homolognich oblasti daldich HIV-1 isolatn, -a -

amlnokysellnovych sekvenci liSicich se od vyse uvedenych

B e S e s

‘konservat1vn1m1 substltuceml, napr. takove amlnokysellnove

[ Y

- sekvence ktere JSOU. charakterlzovany prltomnostl alespon C im0
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noho ly31noveho zbytku v p051c1 586 nebo soudasné v

:p081cich 585 a 586;

Y, Jestllze JE prltomno,' je nezavisle vybréano ze

'rﬁlfskuplny skladajici se z:

-7
-TT
~TTA
~TTAV
~TTAVP
~TTAVPW

~TTAVEWN -

-TTAVPWNA
~TTAVPWNAS
~TTAVEWNASW

—TTAVPWNASWS
~TTAVEWNASWSN
-~TTAVPWNASWSNK - -
~TTAVPWNASWSNKS
| -TTAVBWNASWSNKSL
: - ~TTAVPWNASWSNKSLE
© ~TTAVPWNASWSNKSLEQ
~TTAVPWNASWSNKSLEQI,

aminokyselinovych sekvenci odpo#idajicich tém sekvencim,
které jsou odvozeny od homolognich oblasti dalgich HIV~1
isolatd a aminokyselinovych sekvenci odlisujicich se od vyse
uvedenych konservativnimi substitucemi;

€ a £, jestliZe jsou pritomny, jsou nezavisle vybrany

2e. skupiny obsahujici aminokyselinové sekvence jakéhokoli. z
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epltopu oblastl, jez zahrnuJe p031ce amlnokyselln od . p051c
586- do 629 bilkoviny gp4l HIV-1 nebo oblasti amlnokysellnove
sekvence zahrnu31c1 posice od 578 do 613 bllkOVlnY gp36
. HIV- -2, amlnokysellnove sekvence," Kters odpovzdajl tém a ‘jsou

odvozené z homolognich oblasti dalsich HIV-1 a HIV-2
iselatd, aminokyselinové sekvence, které se 1isi od vyse

kombinaci téchto epitopi;

-uvadénych . konservativnimi .substitucemi,— -nebo-— jakjchkold: - --—=- --mem oo

TR ey

a predstavuge aminokyselinovy konec nebo substituent

uc1nny Jako spojovaci ¢inidlo a/nebo miZe slouzit k tomu, Ze.

peptid se stane pouZiteln&jsim jako imunodiagnostické

¢inidlo bez zménénych_ antigennich wvlastnosti;—a

e T ———————

I TR ———— ——

e e m g sl en e e ol o e ey = s e = =

b predstavuje karboxylovy konec nebo substituent, ktery
Je Uc¢inny jako jako spojovaci ¢&inidlo a/nebo miZe slouzit k

tomu, zZe se peptid stane pouzitelnéjsim jako
imunodiagnostické ¢inidlo bez zménénych antigennich

vlastnosti,

- -

_2; Znaéné ¢isty peptid vy zn a ¢ u j ici se tim ze
‘md vzorec : '
a-e-x'-CAFRQVC-y'-f-b (11)

597 603

X' Je nezavisle vybrdno ze skupiny, skladajici se
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| KVTATEKYLQDQARLNSWG;(5787598)
- KKVTAIEKYLODOARLNSWG, (577-596),

: 'j*;Qmih0k1$§;inoﬁﬁch"éekVeQCiﬁ které odpovidaji tém sekvencim,
¥  odvozenym od homolognich oblasti jingch HIV-2 isol4td a
aminokyselinovych sekvenci, které se 1idi od vySe uvadénych
‘konservativnimi substituceni, takové sekvence jsou
chafakterizovény pfitomnosti alespoil jednoho . lﬁsinového
zbytku v posici 578 nebo soucasné v posicich 577 a 578;'
.Yl, jestliZe je pritomno, je nezivisle vybrano ze
skupiny sklédajici se Z: |
‘ H | Copd LoD
_HT : .
-HTT .
=HTTV
=HTTVP
-HTTVEW
-HTTVPWV
-HTTVEWVN
" HTTVBWVND . -
~HTTVPWVNDS,

”?:aﬁinqkyselinonch sekvenci, které odpovidaji tém, jeZz jsou
- odvozené od homolognich oblasti jinych HIV-2 isoldtd, a
aminokyselinovych sekvenci, které se 1i8i od vyse uvedenych

konservativnimi substitucemi; a

e a f, jestiiée jsou piitomny, jsou nezivisle vybrany =ze
.-skupiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci jakéhokoli =z
epitopu oblasti v rozmezi posic aminbkyselinové'sekvence 586




45 ”
“.;j: do: 529ng41 HIV-1 nebo-oblasti: v- rozsahu amlnokyselln od 578;
¥ 4o TE13T gp3s HIV-2, aminokyselinovych sekvenci  jim
| odpovidajlcich nebo sekvenci odvozenych od homolognich -
. oblastl Jlnych HIV-1, nebo HIV-2- 1solatu, amlnokysellnovych_f' .

sekvenc1 OdllSUJlClCh se od vySe uvedenych konservat1vn1m1 ~
substitucemi, a jakychkoli kombinaci téchto epltopu

a predstavuJe amlnokysellnovy' konec nebo substituent

4¢inny jako spojovaci ¢inidlo aLnebo“muze_slou21t—k_{omu ze

peptid s¢ stane pouzitelnéjiim jako imunodiagnostické
‘¢&inidlo bez zméné&nych antigennich vliastnosti; a

b pfedstavuje karboxylovy konec nebo substituent, ktery

[y S S

e 2= uc1nny—jako~3ako—spojevacr—c1n1dlo—a/nebo miZe §1louzit K
- tomu, Ze se peptid stane pouzitelnéjsim jako
imunodiagnostické  ¢inidlo  bez zménénych  antigennich
vlastnosti.

.3 Peptld podle naroku 1 v y zZn-a & u 3 ici se: t i m,-,j," 3
Ze X mad sekvenci KILAVERYLKDQQLLGIWG ay TTAVPWNAS e a, f
nerou prltomny .

4. Peptid podle naroku 1 v Yznacdujici se t i m,
Ze X md sekvenci KKILAVERYLKDQQLLGIWG a y m4 sekvenci
TTAVPWNAS, e a f nejsou pritomny.

iy,

le ndroku'l v'y znda & u j i ¢ i se tin,

m
L)
rt
[N
o
Ll
C
QA
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;- sekvenc1 KILAVERYLKDQQLLGIWG Y ma sekvenci

”,gTTAVPWNAS fma sekvenc1 SGKLI a e neni piitomno.

ﬂsiﬁgpfid podle naroku 2vyznadujici se tinm,
“2e. x' ma sekvenci KVTAIEKYLODQARLNSWG a y' mi sekvenci

HTTVEPWVNDS, e a f nejsou pritomny.

7. Peptid podle ndroku 2 vy zna cd¢ujici setin,
ze x' ma sekvenci KKVTAIEKYLODOARLNSWG a y' ma sekvenci
HTTVPWVNDS, e a f nejsou piitomny.

8. Peptid podle ndroku 2 vyznad¢ujici se tin,
ze x' mi sekvenci KVTAIEKYLODQARLNSWG a y1 ma sekvenci
HTTVPWVNDS, f ma sekvenci AFRQV a e neni pfitomno.

1 5.8 tVi‘m, zZe
. ma vzorec. L p
a-e-x"~CSGKLIC-y-f-b (111)

kde xz, pokud je piitomno, je nezdvisle vybrino ze skupiny
skladajici se z:
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R TERA S . . .
A r WG- :

- IWG- F

o4 GING- - .

| LGiWG— .Q‘ ?
LLGIWG- }
QLLGIWG- ]
_ . QOLLGIWG- g
Y - DOOLLGIWG=. . :
KDQQLLGIWG- d
LKDQOLLGIWG- g
YLKDQOLLGIWG- ?
RYLKDQOLLGIWG- f
e B L L e ——— _—mm_"—_---u—_——m———n——n*&
VERYLKDQOLLGIWG- .
AVERYLKDQOLLGIWG- k
LAVERYLKDOQLLGIWG- §
ILAVERYLKDQQLLGIWG=- ;

RILAVERYLKDQQLLGIWG-

ara el

aminokyselinovych ‘sekvenci 1lidicich se od vySe uvedenych
- konservativnimi substitucemi;

Yy, jestliZze je pritomno je nezavisle vybrano ze skupiny.

skladajici se z:

: aminokyseiinpv?ch_sekvenci,'které odpovidaji tém, jez byly
%> odvozeny od . homolognich’ oblastip jingch HIV-1 isolatd, a




~TTA
o "'TTAV ,
-TTAVP
-TTAVEW
~TTAVPWN
-TTAVPWNA
~TTAVEWNAS
~TTAVPWNASW
~TTAVPWNASWS
~TTAVPWNASWSN
-TTAVPWNASWSNK
~TTAVPWNASWSNKS
~-TTAVPWNASWSNKSL
~TTAVPWNASWSNKSLE
~TTAVPWNASWSNKSLEQ
~TTAVPWNASWSNKSLEQT,

* aminokyselinovich - sekvenci odpovidajicich t&n  sekvencim,

které jsou odvozeny od homolognlch oblastl da151ch. HIV-1

"L;:lsolatu a aminokyselinovyjch sekvenci odllquic1ch se od vyse
uvedenych konservativnimi substituceni;

e a f, jestliZe jsou pfitomny, jsou nezivisle vybrany ze
skupiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci jakéhokoli =z
epitopli oblasti v rozmezi posic aminokyselinové sekvence 586

.do 629 gp4l HIV-1 nebo oblaSti v rozsahu aminokyselin od 578
 do . 613 gp36  HIV-2, aminokyselinovych  sekvenci  jim
odpovidajicich nebo sekvenci odvozenych od -homolognich

<
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oblasti Jlnych HIV-1. nebo HIV =2. 1solatu, amlnokysellnovych '
ubsEituceml, a JakYChkOll kombinaci téchto epitopu.

a pfedstavuje amiﬁokyselinovf konec nebo substituent 5
G¢inny jako spojovaci ¢inidlo a/nebo miZe slouzit k tomu, Ze
. peptid se stane pouzZitelnéjsdim jako 1munod1agnost1cke

¢inidlo bez zmenenych antlgennlch vlastnostl a

b pfedstavuje karboxylovy konec nebo substituent, ktery
-je-a¢inny jako jako spojovaci €inidlo a/nebo miZe slouzit k
tomu, zZe se  peptid stane pouZitelnéjsim jako
imunodiagnostické  ¢inidlo bez zménénych antigennich

i e N LASENOSE L e e e e N e e e

10. Znacné ¢isty peptld vVyYyznacujici se tim,
' %e ma vzorec: : . '

a-e-x -CAFRQVC~y'~f-b A(IV)
597 603 o

kde x3[, jestliZze je prfitomno, je nezivisle vybrano ze
skupiny sklddajici se z: '
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G..
WG~
A SWG~
o ;1.  LTI NSHG="
e - ~ LNsWe-
RLNSWG-
ARLNSWG-
QARLNSWG-
DQARLNSWG-
QDQARLNSWG~
LODQARLNSWG-
YLODQARLNSWG-
KYLQDQARLNSWG~
EKYLQDQARLNSWG~
IEKYLODQARLNSWG-
ATIEKYLODQARLNSWG-
TAIEKYLODQARLNSWG-
VTAIEKYLQODQARLNSWG~
1_RVTAIEKYLQDQARLNSWG—

amlnokysellnonch sekvenci, které odpov1da31 tém,

s -aminokyselinovych sekvenci, které se 1isi
*..popisovanych konservativnimi substitucemi; a

které jsou

ﬂodvozeny od. homolognlch oblasti JlnYCh HIV-2 isolaty, a

od vysSe

-yl,'jestlize je pfitomno, je nezivisle vybrano ze skupiny

~ skladajici se z:
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}{ T ' R
| ~HTT
e —HTTV ; S - e o . ; N
S . N
~HTTVPW . ' - !
~HTTVPWV
“HTTVEWVN =~~~ o w7 s Tmmmmeme oo e _
_ —~HTTVPWVND - |

~-HTTVPWVNDS,
aminokyselinovych sekvenci odpovidajicim tém, Kkteré jsou

i3

odvozené od homolognich  oblasti  HIV-2 isoldti a

aminokyselinovych sekvenci odlisujicich se od vy$e uvedenych

... konservativnimi_aminoKyselinovymi_substitucemi —

e S

e a f, jestlize jsou pfitomny, jsou nezavisle vybridny ze
‘skupiny obsahujici aminokyselinovou sekvenci jakéhokoli z
epitopl oblasti v rozmezi posic aminokyselinové sekvence 586
do 629 gp4l HIV- 1 nebo oblasti v rozsahu amlnokyselln od 578
‘ﬁ;}:ﬁd 1613: gp36 “HIV- 2; f-amlnokysellnovych .'sekvenc1 : Jlm
‘"'}ﬂodpov1da31c1ch nebo sekvenc1 ‘odvozenych od homolognich
};:fgoblastl jinych HIV-1 nebo HIV-2- isolatuy, - am1nokyse11novych
.J'«sekvenc1 odllsu31c1ch se od vyse uvedenych konservat1vn1m1
substitucemi, a jakychkoli kombinaci téchto epitopu.

a predstavuje aminckyselinovy Kkenec nebo substituent
a¢inny jako spojovaci ¢inidlo a/nebo muZe slouzit k tomu, Ze

peptid se stane pouzitelnéjsim jako imunodiagnostické

L.

- €inidlo bez zménénych antigennich vlastnosti; a
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rb predstavuJe karboxylovy konec nebo substltuent kter?"

‘-ze se peptld “dtane pouzltelne331m jako
1munod1agnost1cke " ¢inidle " ‘bez” Zzménénych. -antigennich -

jvlastnostl

1. Smés vyznacujici se tim Ze obsahuje dva
nebo vice peptidd vybranych ze skupiny sklidajici se =z
- peptidd uvedenych.v kterémkoli z naroku 1, 2, 9, 10.

P

12. Smés podle ndroku 11 vy z n a ¢ u j i ¢ i s e

t i m, Ze obsahuje alespoi peptid:

. as KILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASGKLI -b (BCH-408)
586 ’ 605 611 619

;fiﬁiﬁﬁk&éélinsvéxjéékﬁéﬁéé7’odpbﬁiﬁéjiCit:féﬁf?5kfeféf“j36ﬁ'A
u';‘odvozeny od homolognich oblasti jinych HIV-1 isoltu. a

zéamlnokysellnove- sekvence ' odliSujici se’ od vyse - uvedenych

T SR

‘»konservatlvnlml amlnokysellnovyml substitucemi, takova

'y
I
¢
r -
i
i

‘aminokyselinovi sekvence je napr. charakterizovana

pfitomnosti lysinu v-posici 586.

PR < Smés podle niroku 11l vyznadujici se tinm,
"%e obsahuje alespoh nasledujici peptid:




" aminokyselinové . sekvence odpovidajici - tém,  které . .jsou i "

_pritomnosti_lysinu.v_posici_578.
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-KVTAIEKYLQDQARLNSWCAFRQVCHTTVPWVNDSAFRQV -b (BCH-417)
578" - 597 603 613

odﬁozeny od homolognich oblasti jinych HIV-2 isolatd a

aminokyselinové sekvence odlisujici se od vySe uvedenych

konservativnimi aminokyselinovymi substitucemi,  takova

aminokyselinova sekvence je napr. charakterizovéna

14. Smés podle naroku 11 vyznacujici se tinm,.
Ze obsahuje alespon nasledujici peptld

r——

boybemn e —m er

T e T ———————

s dmmemim s = m me e, mem e m b e S i e

a-KILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVEPWNAS-b  (BCH-87ck),
586 605 611 620

amlnokysellnove 'sekvence odpov1da31c1 tem,J které Jsou :

odvozene od homolognlch ‘oblasti” JlnYCh HIV~1- 1solatu ar

o amlnokysellnovych sekvenci odlisujicich se od vyse uvedenych
'fﬁ*konservatlvnlml substltuceml amlnokyselln, jako jsou napr
“_amIHOKYSElIDOVE sekvence charakterizované pritomnosti lysinu

Vv posici 586.

15. Smés podle narcku 1l vy znadujici se tinm,

-=Eé‘obsahuje alespon nasledujici peptid:

»

*
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P a—KVTAIEKYLQDQARLNSWGCAFRQVCHTTVPWVNDS—b (BCH-202¢k)
© 578 597 603 613

aminokyselinové sekvence ° odpovidajici tém, které jsou

odvozeny od homolognich oblasti jin?cﬁ HIV-2 isolatd a

aminokyselinové sekvence ‘odlidujici se od vyse uvedenych

konservativnimi aminokyselinovymi substituceni, takova.

aminokyselinova sekvence je napr. - charakterizovina
pitomnosti lysinu v posici 578.

16. Prostrfedky pro. detekci pfitomnosti protilatek, vybranych
ze skupiny obsahujiciHIV-1 protilatky; HIV-2 protildtky, a
jejich smési ve stanovovaném vzorku, vy zn a é u j i c 1

S e pouzitim peptidu pripraveném podle Jakehokoll Z naroku 1

aZz 10 nebo smési prlpravene podle Jakehokoll Z narokt 11. azZ

15.

17. Metoda vy znad¢ujici setim e pomoci ni

‘lze stanovit prltomnost protilitek selektovanych ze 'skupiny

obsahu31c1 HIV-1 protilatky, HIV~2 protilatky a jejich smési
ve stanovovaném vzorku, zahrnujici krok, kdy alikvot
stanovovaného vzorku se uvede ~do kontaktu 's peptiden
piipraveném podle kteréhokoli z nidrokd 1 aZ 10 nebo se
smési, kterd byla prfipravena podle kteréhokoli z naroku 11

-

az 15, '
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ir Jla Metoda podle naroku 17, vy znatc wjic i -s-e

ie je wvybrana ze skupiﬁy 'metod—l‘ELISA—test,

;_;hgmgaglqtlnace, single-dot nebo multi-dot metody.

19. Protilatka v y z n a ¢ u j { ci s et im ze je

----- e -schepné-imunologické_kfiiové_geakge_§"pgpt}dem ptipravenym
podle kteréhokoli z naroki 1-10, nebo jeho smési. B

20. Protllatka podle naroku 19, vyzna ¢ujici se
H t i m, 2ze je protilatkou monoklondlni, nebo jde o smés

zminénych- monoklonalnlch protilatek.

D e e

—_——— e L 0 PO

e ya———

21. Prostredky vyzmna¢c¢cu jici s € >schopnosti
detekce pritomnosti antigent vybranych ze skuplny obsahujici
—3{ HIV-1 . antigeny, HIV-2 antigeny- a jejich smési ve

obsahem protllatek podle Raroka 19 nebo 20.°

" 92, Metoda vyzmna¢c¢ujic i s e schopnosti detekce
pEitomnosti antigenu, vybranych ze skupiny obsahujiei HIV-1
antigeny, HIV-2 antigeny a jejich smési vé _stanovovaném

 yzorku.. Tato. metoda obsahuje i krok kdy je alikvot
_ al stanovovaného vzorku uveden do kxontaktu s protilatkou,
fﬁﬁtprlpravenou podle naroki 19 nebo 20. '

stanovovanem vzorku,E prostredky jsou _charakterlzovany.h

4
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23 maceutlcky akceptovatelna komp021ce vyznadéuiji

‘Ze -obsahuJe peptld ptipraveny podle

kterehok011 z naroku 1 10 nebo smes prlpravenou podle

mnozstv1, které je G¢inné pro savce, véetné ¢lovéka.

Pasobeni této kompozice vede‘ke'zvﬁéené tvorbé protilitek
tak, aby mohlo dojit k dostatecéné ochrané savce proti HIV~1
nebo HIV-2 po urcéitou dobu. ‘ '

24.'Férmaceuticky akceptovatelnd kompozice podle naroku 23
vyznadcujici se tim 2Ze obsahuje fyziologicky
pfijatelny nosié.

25. Farmaceuticka kompozice podle Niroku 23, vy zna & u -

-

PEES < i s e .t i m ze obsahu;e adjuvans .nebo 1latku

p031lu ici 1mun1tn1 odpoved.

R

3‘1 C“I s e t_1,m,

Ze obsahuJe druhy antlgen k pathogenu

:lenemu-nez jsou HIV-1, nebo HIV-2 viry. Tento druhy antigen
je piitomen v mnoZstvi, jeZ je dostateéné pro zvyeni

hladiny protilitek, ﬁéinn?ch pro ochranu savce pred infekci:
pathogenem po urditou dobu.

w

27. Zpisobvyznadujici se t1 m, Ze pomoci néj
lze: ochranit. savce, véetné 1idi pfed infekci HIV-1 nebo -

11 15,¢ zmlneny peptld nebo - smés - jsou pfitomny - v

ik




ﬁym' pathogenem'.

,*kdy_ f'gg.vec .Je podrobenkpusobeni farmaceut:.cke kompoz:Lce podle
@ﬂ’-.cvm_r

-Jakehokoll '_z néroku 23_ az 26
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