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Synteticky peptid pouZitelny v biologickych testech pro detekci
infekci zpGsobenych viry HIV-1 skupiny O

Oblast techniky

Vynaiez se tykd syntetickych peptid@ pouZitelnych
v biologickych testech pro detekci infekci zplsobenych viry
HIV 1 skupiny O, zplUsobl pripravy téchto peptidl, kitd obsahu-
jicich tyto peptidy a biologickych zkoudek za pouZziti té&chto
peptidd, farmaceutickych prostiedkl, které tyto peptidy obsa-
huji a biologickych zkousek, provddénych za pouZiti téchto
peptidl.

Dosavadni stav techniky

Retroviry HIV-1 skupiny O jsou znamy. Evropsky patentovy
spis €islo O 345375 a zvefejnéna evropskd pFrihldska vynédlezu
Cislo EP 0657532 popisuiji izoldty ANT 70 a ANT 70 NA izolované
od kamerunskych nemocnych jedincl. Uvedené spisy_se Zviasté
tykaji antigent slou&enin antigennich obsahujicich 1yzaty nebo
proteiny z téchto izolatd, nukieovych kyselin odpovidajicich
genomickym ARN, zplsobd hybridizace za ziskani té&chto nukleo-
vych kyseliny, zplsobd pripravy shora uvedenych izol4tl a zpG-
sobl pripravy protein pi2, pi6, p25, gp4t1, gpi120 té&chto

retrovirdg.

Zvefejnéna evropskd pirihlaska vyndlezu &islo EP 0591914
popisuje izolat MVP 5180/91. Tento izol4t, charakterizovany
zplsobem Western Blot, jako pFedchozi izolat, uvadi rozdily
ve vztahu k izol4t0m retroviru HIV-1, jiZ zndmym. ZveFejnéna
evropska prihl48ka vynalezu &islo EP 0591914 popisuje pfesnéd
sekvenci ADN izol4atu MVP 5180/91 a vyznaduje piesnd umisténd
genli gag, pol a env. V této prihldSce vyndlezu EP 0591914 se
také popisuji syntetické peptidy smydky V3 a imunodominantni
obtlast (gp41). Tyto oblasti se hodi pro biologické zkoudky,




zv1a8té pro detekci in vitro protilatek HIV-1 skupiny O.

Zvefejnénd evropskd pFihla8ka vyndlezu &islo EP 0673948
popisuje syntetické nebo rekombinované peptidy sestdvajici
z 15 a? 50 aminokyselin (AA) se sekvenci

~VWGIRQLRARLQALETLIQNQQRLNLWGXKGKLIXYTSVKWNTSWSGR~

kde znamend X zbytek cysteinu nebo serinu. Té&chto peptidd se
pouZivd v diagnostice pro detekci infekci zplsobovanych uréi-
tymi izoldty retroviru HIV-1 skupiny O.

RovnéZ je zndma zveFejn&nd evropskd prihléagka vynalezu
Cislo EP O 727483, kterd popisuje izolat MVP 2901/94, ktery je
rovnéz soulasti retroviru z rodiny HIV-1 skupiny 0. Tato
pfrih148ka vyndlezu popisuje uréité antigeny majici peptidové
dobfe vymezené sekvence. Tyto peptidové sekvence odpovidaj{
Casti sekvence gpl120 a &asti sekvence gp41 (imunodominantni
oblasti) izolatu MVP 2901/94.

Zvefejnéna prihlaska vynadlezu WO 96/12809 popisuje dva no-
vé izoldty pirisiusejici do rodiny HIV-1 skupiny 0. Jde o izo-
laty VAU a DUR. Jsou popsany ur&ité peptidové sekvence pocha-
zejici ze dvou popisovanych vird, vhodné k detekci protilatek
rozezndvajicich peptidové sekvence HIV-1 VAU a DUR.

Zverejnénad prihlaska vyndlezu WO 96/32293 popisuje dva an-—
tigeny pochdzejici ze sekvence izoldtu ANT 70. Jde o antigen
nazvany MDLO61 a antigen MDLO56 imunodominantni oblasti gp41t.
Uvadi se, Ze k detekci 100 % vzorkd jedné omezené kolekce sér
nemocnych, infikovanych virem HIV-1 skupiny O, je treba pouZzit
slou€enin obsahujicich tyto dva peptidy, jelikoZ kaZdy izolo~
vany peptid neumoZfiuje séd4m o sobé& ziskat uspokojivé vysiledky.

Ve skutelnosti je témé&F nemoZné, vzhledem ke genetickeé
variabilité, kterou se vyznaduji izolaty viru skupiny 0, zaru-




&it serologické vystopovdni jedincd kontaminovanych zavedenim
antigenl pochédzejicich z jednoho a tého? izolatu. To znamendé,
Ze neni moino ziskat reagencie, které zaru€uji 100% citlivost.
Skupina 0 tak predstavuje predevdim vyznamny problém: jde o
nepfFiméfenost nékterych sérologickych reagencifi k rozeznéani
jedincd kontaminovanych obzv14%¥ divergentnimi skupinami nebo
podskupinami. To pFesné& je pFipad HIV-1 skupiny 0.

Zvetejn&nd prihlaska vyndlezu WO 96/40763 také trva na vel-
ké divergenci skupiny 0. Popisuji se peptidy, které za&leiuji
do pfirodni sekvence HIV-1 typu B n&které drobné modifikace
(ndhradu jedné nebo dvou aminokyselin). Uvadéji se hybridni
peptidy schopné reagovat s protilatkami proti skupinég 0.

Ve zverfejnéné prihldsce vyndlezu WO 96/27013 se popisuje
rada novych vird HIV skupiny O, oznaCovanych BCF 01, BCF 02,
BCF 03, BCF 06, BCF 07, BCF 08, BCF 09, BCF 11, BCF 12, BCF 13
a BCF 14 a Fada peptidl dominantni oblasti odpovidajicich gp41
pojmenovanych ESS/BCF02, FAN/BCFO1, LOB/BCFO6, MAN/BCFO7, NKO/
BCFO8, POC/BCFO3, NAN/BCF11, BCFO9, BCF12, BCF13, BCF14. Ur&i-
ty polet téchto peptidl je &patné zpracovatelny pfi dignostice
vzhledem k jejich slabé rozpustnosti, zejména peptid BCF13.

Zcela neofekavatelnéd se nyni zjistilo, Ze ur&ité synte-
tické peptidy jsou diagnosticky hodnotné&ji reaktivni a umonuij i
dostate&nym zplGsobem identifikovat memocmé nakalené retrovirem
HIV-1 skupiny O. Tyto peptidy sestdvaji z rozmanitych sekvenci
seskupenych kolem velmi zachovalych kratkych sekvenci, obsaZe-
nych v izoldtech retroviru HIV—-1 skupiny O. Peptidy podle vy-
nalezu umoZiiuji dosahovat lep&ich vysledkl, neZ jakych se do~
sahovalo se syntetickymi peptidovymi nosi&i imunodominantnich
epitopd gp41 (env) uréitych izoldtd HIV-1 skupiny O.

V dal&im textu je k pojmenovani aminokyselin pouzito t#i-

pismenovych kéds.
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Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu isou syntetické peptidy obecného
vzorce 1

A-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSer-0 (1)

kde znamend

delta skupinu biotinylovou, biocytinylovou, atom vodiku, sku-
pinu acetylovou (CH3CO)-, alifaticky Fetézec, obsahujici po-
pfipadé jednu nebo dvé skupiny thiolové, aldehydové nebo
aminoskupiny, alifaticky retézec, kterym je s vyhodou Fetézec
alkylovy s 1 a? 6 atomy uhliku, nebo Fetézec alkenylovy se 2
aZz 6 atomy uhliku neboAFetézec aminoa]ky]karbony]ovy se 2 a? 6
atomy uhliku,

Z znamend peptidovou sekvenci obecného vzorce IT az X

-E1-Ser-Z-  (l])

-Ser-=,- (1)
-=1-Ser- (IV)
-Z1-GIn-Z2- (V)
-Gln-Z,- (Vi)
-24-GIn- (Vi)
-E1-Asn-Z- (VI
-AsSn-Z,- (IX)
E-Asn- (X)

kde

-X; Znamen& peptidovou sekvenci 0 a? 9 aminokyselin,
_jEz znamena peptidovou sekvenci 0 a¥ 5 aminokyselin,
-® znamenj peptidovou sekvenci obecného vzorce XI:

=(AA1 )~(AA2 )~ (AA3 )-(AA4 )=(AAs5 )- (XI)

kde znameni
(AA1) lysinovy, argininovy nebo ornithinovy zbytek,




(AA2) glycinovy nebo asparaginovy zbytek

(AA3) lysinovy, argininovy nebo ornithinovy zbytek

(AA4) leucinovy, alaninovy, iso]eucinbvy nebo glutaminovy zby-
tek

(AAs ) isoleucinovy, valinovy, 1eucinov9, threbninovy, norleu-
cinovy nebo norvalinovy zbytek,

za predpokladu, Ze (AA1), (AA2), (AAs), (AA4) a (AAs ) netvofri

nikdy seskupeni peptidovych sekvenci -Lys Gly Lys Leu Ile

a Lys GTy Lys Leu val-,

-2 vazany na skupinu -CO- serinu znamena

- hydroxylovou skupinu (-OH) nebo aminoskupinu (-NHz),

- alkoxylovou skupinu s 1 a3 § atomy uhliku,

- peptidovou skupinu obecného vzorce XII

-Val-Z-¥ (X11)

kde 3 znamend sekvenci obecného vzorce XIII nebQ obecného

vzorce X1V

!

(AAs)~Trp Asn-(AA7 )-(AAs) (XI111)
~(AAs-Trp His-(AA7 )-(AAsz) (X1V)

kde znamen4

(AAs ) aminokyselinu jinou ne? lysin,

(AA7) aminokyselinu,

(AAs ) serinovy nebo threoninovy zbytek

a ?’fixovany na zbytek ~-CO0- volné aminokyséliny AAs znamena
skupinu OH, NHz nebo alkoxyskupinu s 1 a% 6 atomy uhliku,

— peptidovou sekvenci obecného vzorce XV

-Val-y * (XV)

kde q’fixovany na zbytek -CO- valinu mia stejny vyznam jako

u obecného vzorce XII, }
-nebo jednu.z peptidovych sekvenci obecného vzorce XVI a¥
XVIII |
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-Z-TrpGlyCys-©-CysTyrThrSer-¥ (XVI)
VaI-Z-Z-TrpGlyCys-@-CysTerhrSerVal-E—‘P (XV1l)
VaI~Z-TrpGlyCys-@-CysTerhrSerVal-‘I_J (XV1])

kde Z a ® maji shora u obecného vzorce I uvedeny sznam

a I ma vyznam uvedeny u obecného vzorce XII

a ¥ fixovany na zbytek -CO- serinu, na zbytek -CoO- aminokyse-~
Tiny AAs “nebo na zbytek -CO- valinu ma stejny vyznam jako u
obecného vzorce XII.

KdyZ Q predstavuije peptidovou sekvenci jednoho z obecnych
vzorcl XVI az AXVIII, stdvd se peptid obecného vzorce I dime-
rem, jehoZ tvar se mGje ménit ve 26 a¥ 66 aminokyselindch.
KdyZ @ nepfedstavuje peptidovou. sekvenci jednoho z obecnych
vzorcl XVI a¥ XVIII, jsou peptidy obecného vzorce I monomerni-
ho typu a iejich forma se m@se ménit ve 13 a? 33 aminokyseli-
néach,

Peptidy podie vyndlezu mohou byt bud ve formé linedrni,
nebo ve formsg cyklické prostrednictvim intercysteinovych di-
sulfidovych mastka.

PFednost se dava slou€eninidm obecného vzorce I, kde
Znamena (AAs) zbytek valinovy, leucinovy nebo threoninovy, a
pokud znameng 0 Znamena peptidovou sekvencs obecného vzorce
XII, zhamena (AAs) bud glutaminovy nebo argininovy zbytek.

Prednost se d4avd slou&eninam obecného vzorce I, kde
Znamené
~ deita biotinylovou skupinu, atom vodiku nebo alifaticky re-
tézec, ktery mGe obsahovat jednu nebo dv& thiolové, alde-
hydové nebo aminové skupiny, pFi&em? alifaticky Fetézec je
s vyhodou alkylovy s 1 a3 § atomy uhliku, nebo aminoalky1-
karbonylovy se 2 as¥ & atomy uhliku,




- Z peptidovou sekvenci obecného vzorce II nebo V, kde znameni
amino-
tri

aminokyseliny, nebo peptidovou sekvenci obecného vzorce VIII,

peptidovou sekvenci se dvéma aminokyselinami a
kyselinu nebo sekvenci obecného vzorce 1V, kde znameni

kde znamenid

minokyselin a

- 06 peptidovou
~Lys ‘Gly Arg
-Arg Gly Lys
~Arg Gly Arg
-Arg Gly Arg

peptidovou sekvenci deviti, osmi nebo tf1 a-

peptidickou sekvenci p&ti aminokyselin,

sekvenci vzorce
Leu Val-,

Ala val-,

Leu Val-, nebo
Ala Val- a

- 2 hydroxylovopu skupinu, peptidovou sekvenci XV nebo jednu

Z ndsledujicich sekvenci, které odpovidaji

vzorce XII:

peptidové sekvenci

- Val Arg Trp Asn Glu Thr-\p,
- Val GIn Trp Asn Glu Thr-¥
- Val GIn Trp Asn Ser Thr-¥.

S vyhodou Z znamend peptidovou sekvenci

~-Leu
-Leu
-Leu
-Arg
-Ala
~Ala
-Ala
~-Leu
~Arg

Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Leu
Asn
Ala

Ser
Asn
Din
Asn
Glu
Glu
Glu
Gln
Leu

Vyndlez

Ser-
Ser-
Ser-
Ser-
Thr Leu
Thr Leu
Thr Leu
Gln Arg
Glu Thr

se tyka

aZ 50 aminokyselin a

de]taf;a—TrpG]yCys—e—CysTerhrSer—Qa

kde znamen4a

Za

Leu
Leu
Leu
Leu
Leu

Gin
Gln
Gln
Asn
Leu

Asn GIn Gln Leu
Asn Gin Gin Leu
Asn Gin GIn Leu
Ser- nebo

Asn Gin Gln Arg

vZorce

Leu Asn Ser-
Leu Asn Leu-
Leu Asn Ile-

Leu Leu Asn Ser-.

také syntetickych peptidd zahrnujicich 20
odpovidajicich obecnému vzorce Ia:

(Ia)

skupinu vzorce IlIa a¥ Xa:




.e . L4 . oo .
Zia-Ser-E;  (lla)
-Ser-I,, (llla)
-E1a-Ser (lVa)
Z1a-GIn-Z,, (Va)
-Gin-=,, (Via)
Z1a-Gln- (Vila)
EASn-Z;,  (Villa)
_ -Asn-Z,, (IXa)
-Z1a-Asn (Xa)
kde znamend
-Z,, Peptidovou sekvenci jedné a7 péti aminokyselin
-Za, jedqg aminokyselinu
Qa peptidovou sekvenci obecného vzorce XII, obecného vzorce (1),
nebo peptidovou sekvenci obecného vzorce XVIla:
VaI-Z-Za-TrpGIyCys-@-CysTerhrSerVa!-Z-‘P (XVlla)

kde Za md vyznam uvedeny u obecného vzorce Ia
a delta, 8, s a ¥ maji stejny vyznam jako u obecného vzorce 1I.

Pfednost se ddvéd peptidam obecného vzorce 1 nebo Ia zahr-
nujicim jednu z ndsledujicich sekvenci (tyto peptidy mohou byt
monomerniho nebo dimerniho typu, jak shora uvedeno). V dal&im
textu je k pojmenovéani aminokyselin pouZito tFipismenovych kéda.

Sekvence &. 1

-LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET-

nebo
-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr-
22

Sekvence &. 2

-LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET-

hebo

-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20

Glu Thr-

22




9 I IV S T
Sekvence &. 3
-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET-
nebo
"Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr-
22
Sekvence &. 4
-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST-
nebo
-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Ser Thr-
22

Sekvence &. 5
-LLQSWGC KGRLVCYTSVQWNST-

nebo
-Leu Leu GIn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Ser Thr-
22

Sekvence &. 6

—LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET-
nebo
-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr-
22

Sekvence &. 7
-LLSLWGCRGRAVCYTSVQWNET-

nebo

T TR




- 10 -~

-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20

- Glu Thr-

22

.Sekvence &. 8
-LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET-

-T_::ieu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr-- )
22

Sekvence &. g

-LLSSWGCKGRLVCYTS-

nebo o

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser-
1 5 10 15

Sekvence &, 10

T T . e o,

-LLNSWGCKGRLVCYTS-

nebo ,

-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser-
1 5 10 15

Sekvence &. 11

-ALETLLQ NQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET-

nebo
-Ala Leu Glu Thr Leu Ley GIn Asn GIn GIn Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr-
20 25 30
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Sekvence &. 12

 -ALETLLONQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWNET-

nebo

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn GIn GIn Leu Leu Asn lle Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr-
20 25 30

Sekvence &. 13

-ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET-

nebo

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn GIn GIn Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr-

20 25 30

Sekvence &. 14

-LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV-

nebo .

-Leu Asn GIn GIn Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr
1 5 10 15

Thr Ser Val- '

20

Sekvence &. 15
-RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV-

nebo

- Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn GIn Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys
1 5 10 15

Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val-

20 25




- 12 - ol RELIRLIS LF%-
Sekvence &. 16
-RLNSWGCKGRLVCYTSV.
nebo
- Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Ley Val Cys Tyr Thr Ser val-
1 5 10 15

Obzvdsté& vyhodnymi isou nédsledujici syntetické peptidy:

Peptid &, 1(2B): SEQ ID N° 1

LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET
nebo
Leu Leu Ser'Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 _ 10 15 20
Glu Thr

22

Peptid €. 2(3B): SEQ ID N° 2
LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET

nebo
Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr
22

Peptig &, 3(4B):SEQIDN° 3
LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET

nebo

Feptid 8. 4(5B):.SEQ ID No 4
LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST

nebo

e e S L SR S
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~ LeuLeu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asﬁ

1 5 10 15 20
Ser Thr

22

Peptid . 5(6B): SEQIDN° 5
LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST.

nebo .
Leu Leu Gin Ser Trp Gly Cys.Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val| Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Ser Thr
22

Peptid &. 6: SEQID N°6

LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET
nebo
Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr
22

Peptid &. 7:SEQIDN°7
LLSLWGCRGRAVCYTSVQWNET

nebo
Leu Leu Ser Leuy Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn

1 5 10 15 20
Glu Thr

22

. Peptid ¢. g(7m): SEQIDN°8
LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET
nebo ‘
Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn

1 "5 10 15 20
Glu Thr

22
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Peptid &.9(12B): SEQIDN°9

LLSSWGCKGRLVCYTS

nebo

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser
1 5 10 15

Peptid &.10(14B): SEQ ID N° 10

LLNSWGCKGRLVCYTS
nebo ' |
Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser

1 5 10 15

Peptid &.11(18B): SEQ ID N° 11
ALETLLQNQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET

hebo

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gln Asn Gin Gin Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15 |

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr

20 25 30

Peptid €. 12 (19B): SEQ ID N°12
ALETLLQNQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWNET

nebo

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn GIn GIn Leu Leu Asn lle Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr

20 25 30

Peptid ¢.13(20B): SEQ ID N° 13

ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET

hebo




1449
-Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gln Asn GIn GIn Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly

1 5 10 15
Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr
20 25 30

Peptid &.14(21B): SEQID N° 14
LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV .

nebo -

Leu Asn GIn GIn Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr
1 5 10 15

Thr Ser Val

20

Peptid &. 45 20m): SEQ ID N° 15

RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV

nebo -

Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys
1 5 10 15

Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val

20 25

Peptid .16 (23B) : SEQ ID N° 16

RLNSWGCKGRLVCYTSV
nebo

Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val
1 5 10 15
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Syntetické peptidy obecného vzorce I podle vyndlezu se zis-
kaji syntesou v pevné fdzi klasickymi zpUsoby popsanymi v 1i-
teratutfe (R.B. Merrifield J.Amer.Chem.Soc. 85, str. 2149 ai
2154, 1963); R.C. Sheppard "Peptides 1971", Nsvadba H. (vyda-
vatel) North Holland Amsterdam str. 111; E. Atherton a R.L.
Sheppard "Solid phase peptide synthesis, a practical approach"”
IRL PRESS (1989), Oxford University Press, str. 25 aZ 34. Jako
automatického syntetizdtoru je moZino pouZit syntetizatoru
"9050 Plus Pep Synthetizer" Millipore nebo rovnocenného zafi-

zeni.

Pevny nosi&, kterého se pri syntese pouZivd, md odpovidat
pou?ité chemické technice. Napfiklad pro syntesu na syntetiza-
toru "9050 Plus Pep Synthetizer"” se doporuluje pryskyfice
pfizplsobend technice "ve vznosu"; témto kriteriim vyhovuji
pryskyfice PEG PS. Nosile jsou tvoteny mezernikem (“"spacer")
na bazi polyethylenglykolu (PEG) mmezi funk&nimi skupinami po-
lystyrenovych kuliéek a mistem styku s prvni aminokyselinou.
Poloha tohoto mista styku se mife mé&nit podie funkce zvoleného
C-zakon&eni. V tomto pripadé se pouZivd rlznych pryskyfic
PEG-PS.

Vychozi pryskyifice a pouZité aminokyseliny jako surovina
jsou obchodn& dostupné (PerSeptive-Biosystem, nebo Néosystem).

K syntese peptidl se pouZivd chrdnicich skupin s ndsledu-

jicimi tetézci:

Aminokyselina Chréanici skupina

arginin pentamethy1-2,2,4,6,7-dihydrobenzofuran-5-
sulfonyl (Pbf)
asparagin,glutamin trityl (Trt)

cysfe1n trityl (Trt) nebo acetamidomethyl (Acm)
serin, threonin ether terc.-butyilu (tBu)
tyrosin

lysin, tryptofan terc.—buty1oxykarbony] (Boc)

N e b e o




DoZasnou ochranou priméarni a aminoskupiny pouZitych ami-
nokyselin je skupina 9—f1uorenylmethy]oxykarbony1ové (Fmoc)
Chrénici skupinu je mo¥no odstranit 20% roztokem piperidinu
v dimethylformamidy.

Ke kopulaci se pouZivd s vyhodou nadbytku diisopropy1kar~
bodiimidu (DIPCDI) a hydroxy-1-benzotriazolu (HOB).

Po syntese se pryskyFice promyje organickymi rozpoustédly
(postupng dimethyliformamidem a dichlormethanem) vysus8i se ve
vakuu, na&e? se Zpracuje roztokem na bézi kyseliny trifluoroc-~
tové (TFA) ochlazené na teplotu 0 °c a obsahujici vhodné za-
chycovade (scavengers). PouZit lze naptiklad reak&éniho &inidila
K obsahujiciho 82 « trifluoroctoveé kyseliny, 5 % fenolu, 5 ¥
vody, 5 % thioanisolu a 3 % ethandithiolu.

Po titraci pryskyfice se syntetické peptidy vysréZeji a
propltachnou se etherem.

Syntetické peptidy se pak &ist{ kapalinovou chromato-

~grafii v inverzni f4zi a jejich &istota se stanovi hmotovou

PR RTINS

spektrometrii. Jako pevné fize je moZno pouZzit napfFiklad faze
Bondapak cC-18. Peptidy se eluuji Tinedrnim gradientem mezi
dvéma pufrovymi roztoky, prvnim v podstats vodnym (nap¥iklad
vodnd 0,1% TFA) a druhym spige organickym (napFiklad sm&sq ob-
sahujici 60 % acetonitrilu, 39,92 % vody a 0,08 % TFA). &isté
frakce se shromd?di, zkoncentruji se ve vakuu a Tyofilizuji se.

K cyklizaci se vylisténé syntetické peptidy rozpustiq
vV roztoku octanu amonného (10 nM), hodnota PH se nastvi na
8,5 prisadou 1M amoniaku. Roztok se intenzivné mich4. Cykliza-

i
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ce je ukon&ena po 18 hodindch. Hodnota pH se pak sniZi na 6
pridédnim kyseliny ociové. Cyklizované peptidy se lyofilizuji,
¢isti se kapalinovou chromatografii v inverzni fdzi jak shora

popsano.

Imunoreaktivita peptidld podle vyndlezu se hodnoti pomoci
séra nemocnych jedincl prevdainé z Kamerunu, infikovanych ret-
roviry HIV-1 skupiny 0. RGzné provedené zkous$ky ukidzaly, Ze
peptidy podie vyndlezu samotné nebo ve spojeni (peptidové pro-
stFedky) umoZriuji 100% detekci sér infikovanych virem HIV-1
skupiny 0.

Syntetické peptidy podle vynadlezu nachdzeji tudiZ uplat-—
néni v imunologickych testech k vypdtrani infekci zplsobenych
retrovirem HIV-1 skupiny 0. Je rovnhnéZ mozno pouzZzit souboru né-
kolika syntetickych peptidl obecného vzorce I. Tyto soubory,
které mohou obsahovat dva nebo nékolik peptidl obecného vzorce
I, isou také predmétem vynalezu. Prednost se ddvéd souborim ob-
sahujicim peptidy &. 1 (2B) a &. 3 (4B).

Steiné Jje moZno pouzit syntetckych peptidd obecného
vzorce I podle vyndlezu ve spojeni s rekombinovanymi peptidy
(rekombinantnimi proteiny) HIV-1 skupiny O, které lze ziskat
klasickymi zplsoby a majicimi sekvence popsané v pFikladu
prihlasky vyndlezu <¢&islo EP O 591 814, Také tyto sloueniny
spadaji do ramce vyndalezu.

Syntetickych peptidd podle vyndlezu je moino pouZit
také ve spojeni s jinymi syntetickymi nebo rekombinovanymi
HIV-1 (rekobinantni proteiny) HIV~2 peptidy popsanymi na-—
priklad v nasledujicich patentovych spisech: EP O 387 914, EP
O 239 425, EP O 220 273 nebo EP 0 267 802.

Prostifedky obsahujici jeden nebo nékolik syntetickych
peptidl obecného vzorce I a nékolik syntetickych nebo rekombi-
novanych HIV-1 nebo HIV~2, nachdzeji wuplatnéni v diagnostice
k vypatrdni nemocnych infikovanych rlznymi retroviry HIV. Také
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tyto prostFedky spadaji do rozsahu vynéilezu.

Vyndlez se tykd také zplsobl imuniza&niho ddvkovani pou-
Zivajicich n&kolika syntetickych peptidd obecného vzorce I sa-
motnych nebo ve spojeni s rekombinovanymi peptidy VLK~+ skupi-
ny O nebo syntetickych peptidd nebo rekombinovanych Vet H/V-7
a/nebo V= HIV-2 . '

Vyndlez se tyka také kitl k zavadéni imunitnich dévek,
. které zahrnuji peptid obecného vzorce I nebo prostiedek obsa-

hujici alespol jeden peptid obecného vzorce I.

Vyndlez objasfiuji, nijak v&ak neomezuji ndsledujici pri-
klady praktického provedeni.

Ptiklady provedeni vynéalezu

Priklad 1
PFiprava slou&eniny podle vyndlezu: peptid &islo 2 (3B)
LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET

nebo Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn

1 5 10 15 20
Glu Thr .

Tento peptid se syntetizuje v pevné fé4zi. PouZity zpUsob,
ktery zavedl v roce 1963 Merifield (J.Am.Chem.Soc. 85, str.
2149 aZ 2154 (1963), je zaloZen na fixovani prvni aminokyseli-
ny na pevném polymernim nosi&i (pryskyfici) jeho kyselou sku-
pinou a v prodlouZeni peptidické sekvence od prvni aminokyse-
liny, pFi&emZ peptid zGstdvéd b&hem syntesy zakotven na prysky-.

rFici.

K syntese peptidu &.2 se pouZije jako syntetizdtoru "9050
‘Plus Pep Synthetizer" a jako pryskyFice Fmoc Thr (OtBu) PEG PS.
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Jednotlivé kroky syntesy vyplyvaji z ndsledujici tabulky 1I.

(ve sloupci I je uveden zbytek aminokyseliny, ve sloupci II

skupina chrénici aminoskupinu NHz, ve sloupci III skupina

chréanici postranni skupinu, ve sloupci IV zplsob 'kopulace a ve

sloupci V poldet ekvivalentl a doba kopulace, "eq" znamend ek-

vivalent)

Tabulka I

I IT ITI IV %

Glu Fmoc OtBu DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Asn Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Trp Fmoc Boc DIPCDI/HOBt 5 eq - 30 min
Gin Fmoc Trt DIPCDIHOBt | 5 eq -'30 min
Val Fmoc DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Ser Fmoc tBu DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Thr Fmoc tBu DIPCDI/HOBt 5 eq - 30 min
Tyr Fmoc tBu DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Cys Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Val Fmoc DIPCDIVHOBt | 5eq - 30 min
Leu Fmoc DIPCDIHOBt | 5 eq - 30 min
Arg Fmoc Pbf DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Gly Fmoc DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Arg Fmoc Pbf DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Cys Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Gly Fmoc DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Trp Fmoc Boc DIPCDIVHOBt | 5eq - 30 min
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min
Ser Fmoc tBu DIPCDI/HOBt S5 eq - 30 min
Leu Fmoc DIPCDIHOBt | 5eq - 30 min
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5 eq - 30 min

Po ukon&eni syntesy se pryskyfice promyje postupnd dimet-

hylformamidem a dichlormethanem a vysudi se ve vakuu.

.8
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PryskyFice se pak zZpracuje reak&nim &inidlem K (82 % tri-
fluoroctové kyseliny, 5 «% fenolu, 5 % vody, 5 % thioanisolu
a 3 ¥ ethandithiolu). Peptid &islo 2 (3B) se izoluje vysré¥e-
nim pomoci diethyloxidu a promyje se stejnym rozpoustédlem.
Ziskd se tak 140 mg peptidu &islo 2 (3B).

Peptid &islo 2 (3B) se &istq kapalinovou chromatografii v in-
verzni» fdzi. Jako pevné fdze se pouZije fdze Bondapak C-18.
Peptid se eluuje gradientem mezi dvéma pufrovymi roztoky, pry-
nim v podstatd vodnym (napfiklad vodnym O,1% TFA) a druhym
spisSe organickym (nap¥iklad sm&si obsahujici 60 % acetonitriluy
39,92 % vody a 0,08 % TFA). &isté frakce se shromé&?di, zkon-
centruji se ve vakuu a lyofilizuji se.

K cyklizaci se takto ziskany vy&idtény synteticky peptid
rozpusti v roztoku octanu amonného (10 mM), hodnota pH se na-
stavi na 8,5 pfisadou 1M amoniaku. Roztok se intenzivn& micha.
Cyklizace je ukon&ena po 18 hodindch. Hodnota pH se pak snizi
na 6 pFidéhim kyseliny octové. Cyklizovany peptid se 1yofilj-
zuje, &isti se kapalinovou chromatografii v inverzni fazi, jak
shora popséno.

PFiprava slou&eniny podie vyndlezu: peptid &islo 15 (22B)

Peptid se syntetizuje jako peptid &islo 2 (3B), av3ak
s pouZitim pryskyFice FmocPAL PEG-PS.

Jednot1ivé kroky syntesy vyplyvaji z nédsledujici tabulky II.
(ve sloupci I je uveden zbytek aminokyseliny, ve sloupci I1I
skupina chrénicqi’ aminoskupinu NHz, ve sloupci III skupina
chrédnici postranni skupinu, ve sloupci IV zp@sob kopulace a ve
sloupci V po&et ekvivalentd a doba kopulace, "eq" znameni ek-
vivalent)

e




Tabulka I1I

_21..

I IT 111 Iv v

Val Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Ser Fmoc tBu DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Thr Fmoc tBu _DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Tyr Fmoc tBu DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Cys Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5 eq-45mn
Val Fmoc DIPCDIVHOBt | 5eg-45mn
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5 eq-45mn
Arg Fmoc Pbf DIPCDI/HOBt | 5 eq-45mn
Gly Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn )
Lys Fmoc Boc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Cys Fmoc Trt DIPCDI/HOBt 5eq-45mn
Gly Fmoc DIPCDIV/HOBt | 5eq-45mn
Trp - Fmoc Boc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Ser Fmoc tBu DIPCDI/HOBt 5eq-45mn
Asn Fmoc Trt DIPCDI/HOBt 5eq-45mn
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Arg Fmoc Pbf DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Gin Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Gin Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Asn Fmoc Trt DIPCDI/HOBt | 5eg-45mn
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Thr Fmoc tBu DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Glu Fmoc OtBu DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Leu Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Ala Fmoc DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
Arg Fmoc Pbf DIPCDI/HOBt | 5eq-45mn
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Po ukonleni syntesy se pryskyFice promyje dimethylform-
amidem, pak dichlormethanem a vysu%i se ve vakuu. Pryskytice
se pak zpracuje reak&nim &inidlem K (82 % trifluoroctové kyse-
Tiny, 5 % fenolu, 5 % vody, 5 % thioanisolu a 3 % ethandithio-
Tu). Peptid &islo 7 (22B) se izoluje vysrédZenim pomoci diet-
hyloxidu a promyje se stejnym rozpoustédiem. Ziskd se 140 mg
peptidu &islo 15 (22B). Peptid &islo 15 (22B) se &istq kapali-
novou chromatografii v inverzni fdzi, pak se cyklizuje, lyofi-
lizuje a_&isti jak popsdno shora u peptidu &islo 2 (3B).

Obdobnym zplsobem a za pouZiti pryskyFic a vhodnych ami-
nokyselin se pFipravuji ostatni slougeniny podle vynéilezu.

Tabulka III uddvd molekulové hmotnosti ur€itych peptida o-
becného vzorce I v necyklizované formé& podie hmotové spektro-

‘metrii.

Tabulka III

Peptid ¢islo Molekulovd hmotnost (daltony)
1 (2B) 2512
2 (3B) 2583
3 (4B) 2528
4 (5B) 2586
5 (6B) 2527
9 (12B) 1772
10 (14B) 1799
11 (18B) 3752
12 (19B) : 3778
13 (20B) 3780
14(218) - 2538
15 (22B) 3222

16 (23B) 1941




Priklad 2

Vyhodhoceni imunoreaktivity peptidd podle vyndlezu imunoenzy-

matickym testem: test &isio 1

PouZzitymi séry ESS, DUR, VAU a HAD jsou séra nemochych
Francouz® infikovanych retroviry HIV-1 skupiny O. Ostatni
vzorky sér nemocnhych infikovanych retrovirem HIV-1 skupiny O
se ziskaly ze sttediska Centre Pasteur de Yaoundé v Kamerunu a
byly serotypovény skupinou O podle sérologického algoritmu po-
psaného v literatute (AIDS 11, str. 445 aZ 453, 1977). Nega-
tivni séra HIV (n=48) byla ziskadna od zdravych dobrovolniki.

PouZité peptidy se rozpusti ve vodé& v koncentraci 1 mg/ml
{(mateény roztok). K senzibilizaci pevnhé fdze (povliaku) se do
kazdého dllku mikrotitra&ni destid&ky MicrotiterT™ (NUNC) vnese
110 ul roztoku vidy 2 ug/ml kaZzdého peptidu (ziskaného zredd-
nim materského roztoku roztokem uhiiéitanového pufru (0,1M).
Po inkubaci ptes noc pii teploté okoli se mikrodestidky promy-
ji naptred pufrem Tris NaCl pH 7,4 obsahujicim O0,1 ¥ TweenuR
20 a 0,001 % merthioldtu sodného, nasyti se roztokem PBS ob-
sahujicim 0,5 % Regilaitu™ (suSené odstiredéné m]ékb). Po od-
pafeni nasyceného roztoku, se destiéky udriZuji oh¥fivanim na
teploté 50 °C po dobu 10 minut. Vzorky sér se zifedi na 1/5
roztokem odstired&ného mléka (citratovy pufr s pifisadou 0,01 %
fenolové Cervéné, 0,25 % chloroformu a 0,25 % KathonuR) vne-
seného do dilkl destidek a podrobi se inkubaci 30 minut pFi
tepioté 40 °C.

Po promyti roztokem pufru Tris NaCl pH 7,4, obsahujicim
0,1 ¥ TweenuR20 a 0,001 % merthioldtu sodného, se pFidd 100 ul
roztoku konjugovanych kozich protildatek 1gG a l1idskych 1gM za
oznadeni peroxiddzou kienu, obsahujicich jako konzervaéni 14t-
ku 0,01 ¥ merthioldtu sodného, v roztoku c¢itrdtového pufru
s pfrisadou 30 % glycerolu a 25 % normdiniho teleciho zédrodeé-
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ného séra do kaZdého dGlku destilkek, nade? se desti&ky inku-
buji 30 minut p¥i 40 °C. Po promyti roztokem pufru Tris NaC]
PH 7,4, obsahujicim 0,1 % TweenuR 20 a 0,001 % merthiol4dtu
sodného, se ziska vybarveni pFisadou do kaZ?dého dGlku 100 ul
O-fenylendiaminu v roztoku peroxidu vodiku. Mikrodesti&ky se
pak inkubuj{i 30 minut ve tm& pri teploté& okoli. Barevnid reakce
se ukon&i pFisadou 100 pl 4N Kyseliny sirové. Absorbance (A)
se stanhovi pFi 490 a 620 nm.

Relativni absorbance (A490-A620) ode&tend v kaZdém dOlku je
Um&rnd imunoreaktivit& kaZdého peptidu a indikuje schopnost
kaZdého peptidu reagovat se zkouSenym biologickym vzorkem.
Prahovd hodnota (cut-off) se stanovi jako absorbance rovna
0,15. Odpovidd pr&mé&ru hodnot negativnich (n=48) plus 12 od-
chylnych typ8. Reaktivita peptidaQ podle vyndlezu (peptidu &{s-
To 3 (4B), peptidu &islo 2 (3B) a peptidu &islo 1 (2B) v8ech
v cyklizované form&) se porovhavéd s reaktivitou dvou syntetic-
kych peptid@ majicich jako sekvenci ”§§§3 sekvence p¥Firodni
obdlky (env) izoldtu VAU (retrovirus Wl skupiny 0) a nesou-
¢i imunodominantni epitop gp4i.

Tyto dva peptidy maji nadsledujici sekvenci:

Leu Leu Asn Leu Trp Gly Cys Lys Asn Arg Ala lle Cys Tyr Thr Ser Val Lys Trp Asn

1 5 10 15 20
Lys Thr
22
VAU 35 AA
Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Phe lie Glu Glu Asn Glu Leu Leu Asn Leu Trp Gly Cys
1 5 10 15 20
Lys Asn Arg Ala lle Cys Tyr Thr Ser Val Lys Trp Asn Lys Thr
25 30 ‘ 35

Peptidy pro tuto studii se uZivaji vidy v cyklické forméd.




Vysledky jsou uvedeny v tabulce IV.
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(N° znamend &islo vzorku.)

Tabulka IV
/
SERUM ABSORBANCE
PEPTID . PePTID PEPTID . VAU 22 AA | VAU 35 AA
N°® 3 (4B) N°® 2 (3B) N°1(2B)
ESS* > > 2,494 > >
DUR* > > > 0,118 0,872
HAD > 0,518 0,041 0,789 0,871
VAU* 1,342 > > > >
3935 > 0,893 0,307 0,138 0,227
6891 > 0,614 0,062 0,359 0,496
6512* 0,746 0,785 > 0,120 0,174
1105* 1,421 1,031 > 0,099 0,129
4021* 0,430 0,119 > 0,050 1,957
5§969* > 0,282 > 2,491 >
2700 > 0,274 > > >
5453 0,555 0,081 > 1,267 1,482
§931 > > > 0,202 2,225
3136 > 0,992 0,302 > >
3653 1,352 > 0,044 1,441 1,322
2352 > > 0,205 > >
3016 > > 0,243 > >
3302 > > 0,386 > >
2294 > > 0,447 > >
3771 > > 0,544 > >
1681 > > > 1,112 0,894
5373 > > > 1,359 0,856
7443 > > > 0,920 0,574
3637 > > > 0,779 1,647
6295* 1,718 1,063 > 0,972 >
6689* 0,710 > > > >
1754 > > > 1,263 1,948
4489* > > > 1,318 1,718
4364 > > 1,382 > >
- 3884* > > 1,839 > >
3529 > > 1,803 > >
3482 2,402 > 1,473 > >
1702 > > 1,162 > >
6487 > 1,017 2,687 2,889 2,891
5164 > > > > >
5766* > > > > >
3945 > > > > >
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SERUM

ABSORBANCE

PEPTID."
N° 3 (4B)

PEPTID:
N° 2 (3B)

PEPTID |
N° 1 (2B)

VAU-22 AA

VAU 35 AA

4434

>

2,273

4288*

>
>

2,802

2,337

N.T.**

6782

2,091

2,462

2,190

2,214

2313

>

2312

1062

402

134

7120

7212

6976*

3600*

3236

3235

2551

5270*

5210

5149*

>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>

4477

()
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Z tabulky IV je zfejmé, Ze peptid &islo 3 (4B) predsta-
vuje nejlepsi uZitkové viastnosti se zFetelem na uZitkové
viastnosti ostatnich peptidd. Tento peptid umoZfiuje nejlepsi
rozli8eni sér nemocnych 1idi infikovanych retrovirem HIV-1
skupiny O oproti dvéma peptidim majicim &4st sekvence izolatu
VAU odpovidajiciho imunodominantnimu epitopu gp41. Krom& toho
isou peptidy €islo 2 (3B) a &islo 1 (2B) podle vyndlezu vice
imunoreaktivni neZ peptid VAU 22 AA, ktery méd stejny podet a-
minokyselin.

PFriklad 3

Vyhodnoceni imunoenzymatickych testl imunoreaktivity peptidd
podle vyndlezu: test &islio 2

Vzorky sér nemochych 1idi infikovanych retrovirem HIV-1
skupiny O byly ziskdny ze st¥ediska Centre Pasteur de Yaoundé
v Kamerunu a byly serotypovédny skupinou O podle sérologického
algoritmu popsaného v AIDS 11, str. 445 a’? 453 (1977)). Jeden
genotypovany vzorek (Maryland) pochdzel ze Spojenych stat.
Vzorky byly ptedbéiné zredény v negativnim l1idském séru na re-—
déni uvedend v tabulce V k ziskdni postadujiciho objemu k tes~
t0m imunoreaktivity.

PouZité syntetické peptidy se rozpusti ve vod& na koncen-
traci 1 mg/ml (matefsky roztok). K etap& sensibilizace pevné
fdze ("coating"”) se postupuje stejnd jako podle pFikladu 2.

Vzorky sér se ziedi na 1/5 roztokem odsttedéného mléka
(citrdatovy pufr s prisadou 0,01 % fenolové <&ervéné, 0,25 %
chloroformu a 0,25 % KathonuR) vneseného do dGlkd destidek a
podrobi se inkubaci po dobu 30 minut pFi teplot& 40 °C.

Po promyti roztokem pufru Tris NaCl pH 7,4, obsahujicim
0,1 % TweenuR 20 a 0,001 % merthioldtu sodného, se pridéd 100
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M1 roztoku konjugovanych kozich protilatek 1gG a lidskych 1gM
za oznafeni peroxiddzou kfenu, obsahujici jako konzervaé&ni
14tku 0,01 % merthiol4tu sodného, v roztoku citratového pufru
s pFisadou 30 % glycerolu a 25% normdiniho teleciho zarode&né-
ho séra do ka?dého d&lku ’destiéek, nate? se destid&ky inkubuji
30 minut pFi teploté 40 °C.

Po promyti roztokem pufru Tris NaC] pH 7,4, obsahujicim
0,1 % TweenuR 20 a 0,001 % merthiolatu sodného, se ziskd vy-
barveni jako podle prikladu 2.

Relativni absorbance (A490-A620) ode&tend v kazdém dalku
je Umé&rnd imunoreaktivité ka?dého peptidu a indikuje schopnost
kaZdého peptidu reagovat se zkoudenym biologickym vzorkem

Reaktivita peptidl podle vynalezu (peptidu &islo 10 (14B),
peptidu 51310 12 (19B), peptidu &islo 14 (21B) a peptidu ¢islo
16 (23B) v8ech v cyklizované form&) se porovnavd s reaktivitou
tFi homologl syntetickych peptida majicicplgggo sekvenci &4st
sekvence pPirodni obdlky (env) retroviru MH—+ skupiny 0. T&-
mito peptidy jsou dva peptidy odvozené 2z izoldtu VAU - peptid
VAU 22 AA a peptid VAU 35 AA a peptid MVP 5180 (ozna&eny "MVP
5180" v tabulce V). Peptidy VAU 22 AA a VAU 35 AA, (jejichi
struktura je vyzna&ena v ptikladu 2) a peptid MVP 5180 odpovi-
daji imunodominantnimu epitopu gp41.

V8echny tyto peptidy jsou pouZity v cyklizované form&.
Sekvence peptidu MVP 5180 je ndsledujicy:

MVP 5180
Arg Leu GIn Ala Leu Glu Thr Leu lle GIn Asn GIn GIn Arg Leu Asn Leu Trp Gly Cys
1 5 10 15 20
Lys Gly Lys Leu lle Cys Tyr Thr Ser Val| Lys Trp Asn Thr Ser
25 30 35

Vysledky této studie jsou uvedeny v tabulce V. (N° znamena

&islo vzorku.)
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SERUM

PEPTID +

N° 10

N° 11

N°® 12

N°® 14

N°® 15

N° 16

Mvp
5180

VAU
35 AA

VAU
22 AA

ABSORBANCE (DO)

4280
1/50

0,022

0,686

0,201

0,286

0,689

0,033

0,382

0,013

0,021

NGO
~_1/50

0,067

0,335

0,193

0,157

0,315

0,110

0,184

0,055

0,040

NJEM
1/100

0,032

0,811

0,391

0,277

0,939

0,025

0,146

0,159

0,024

MBASSI
1/100

1,217

1,150

0,747

2,134

2,010

2,683

0,248

0,120

0,257

WANG
. 1/50

0,698

0,234

0,124

2,397

2,680

1,280

0,075

0,025

0,041

258 OUD!
. 1100

0,587

0,373

0,226

0,764

1,184

1,692

0,116

0,058

0,100

DO15
1100

1,613

0,859

1,286

3,357

3,693

3,038

0,673

0,036

0,075

DJOU
1/100

1,268

0,482

0,419

1,998

2,088

2,166

0,203

0,022

0,042

3600

| 1/100

0,482

0,360

0,249

0,716

0,801

0,933

0,206

0,025

0,058

3613
. 1/400

1,108

0,837

0,773

1,508

1,627

1,679

0,478

0,250

0,396

6111
1100

0,596

0,348

0,202

0,850

1,207

1,009

0,226

0,087

0,180

625
. 1/50

0,838

0,338

0,264

2,045

2,122

1,791

0,202

0,069

0,165

Maryland
. 1/400

0,524

0,370

0,285

0,734

0,844

1,229

0,241

0,054

0,168

3653
' 1/10

0,347

0,337

0,247

0,072

0,380

0,406

0,401

0,021

0,310

¥ Pevng fdze? peptid 2 Hg/mi

v
\'
v
v

pripadé a-
pFipadé& b:
pfipadé c¢-
pripadé .d:

DO <0, 100

0,100 <poO <0,500
0,500 <D0 <1,000

DO >1,000

ptidu se vzorky d&1i do Cty?F trid
odpovidajicich rézn
odeCtené pri vinovych délkéch

ym hodnot4m relativni{ absorbance
A492 a A620:
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coZ umoZfiuje hodnotit imunoaktivitu peptida. Nejvice imunore-
aktivnimi jsou peptidy, jejich? nejv&t&f polet vzorkll je ve
tfiddch odpovidajicich nejvy&%i absorbanci. Vysledky obsahuje
tabulka VI (N° znamend &islo vzorku.)

Tabulka VI
‘ PEPTIDES *
N°10 | N°11 ) N°121 N°14| N°15( N°16 | MVP | VAU | VAU
CLASSE| - : 5180 | 35 AA| 22 AA
Nombre d’échantilions
a 3 0 0 1 0 2 1 11 7
b 2 9 11 3 2 2 12 3 7
c 5 4 2 4 4 1 1 0 0
d 4 1 1 6 8 9 0 0

Pevna fdze*: peptid 2 ug/ml

Vysledky ukazuji, e v8echny testované peptidy podle vy-
ndlezu vykazuji lep3{i imunoreaktivni G&innost ne¥ peptidy od-
povidajici dosavadnimu stavu techniky, které pochézeji z pri-
rodnich izolant® (MVP 5180, VAU). Jako nejvice imunoreaktivni
se jevi peptidy podle vyndlezu &islo 15 (22B), &islo 14 (21B)
a ¢islo 16 (23B).

Priklad 4

Vyhodnoceni imunoreaktivity prostfiedkl obsahujicich peptidy
podle vyndlezu imunoenzymatickymi testy

PFi této studii se postupuje podle stejné jako podle pFi-
kladu 2 a je pouZito stejnych sér. Pou¥ité mikrodesti&ky jsou
sensibilizovany jednak cyklizovanym peptidem <&islo 1 (2B),
cykiizovanym peptidem &islo 3 (4B), jednak prostiedkem obsahu—
iicim oba peptidy (1:1 p/p). Do kafdého dalku se vnese 100 ul
roztoku obsahujiciho 2 ug/ml peptidu &islo 1 (2B) nebo 100 ul
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roztoku obsahujiciho 2 ug/mi peptidu &islo 3 (4B) nebo 100 pl

roztoku obsahujiciho 1 pg/mil peptidu

peptidu &islo 3 (48).

Cislo 1 (2B) a 1 pg/ml

Vysledky jsou v tabulce VII. (N® znamen& &islo vzorku.)

Tabulka vi)

Fs .
SERUM . ABSORBANCE
PEPTID'_N° 1 (2B) PEPTID N° 3 (4B) PEPTIC N° 1 (2B) (1 ug/ml )
(2 pg/mtl ) (2 pg/ml ) +
PEPTIC N° 3 (4B) (1 ug /mi)

3529 1,803 >* >
1105 > 1,421 >
3891 2,780 > . >
3235 > > >
2700 > > >
5931 > > >
3935 0,307 > >
7443 > > >
1062 . > > >
1754 > > >
3136 0,302 > >
6891 0,062 > >
5149 > > >
5270 > > >
2551 > > >
3600 2,743 > >
6976 > > >
4489 > > >
6165 2,714 > >
6198 > > >
6627 > > >
6998 > > >
6697 > > >
7258 2,477 > >
3627 2,910 > >
4477 > > >
3771 - 0,544 > >
1702 1,016 > >
2294 0,447 > >
2352 - 0,205 > >
3016 0,243 > >
3302 0,386 > >
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3482 1,473 > >
3653 0,044 1,322 1,105
4364 1,382 > >
3637 > S 3
4288 2,802 > >
5969 > - 3
258 > > 3
6111 > S Z
625 > > >
6853 > 2,769 >
3136 0,302 - > >
6689 > 0.710 S
6295 > 1,718 >
4021 ' > 0'430 2,381
3884 1,839 > >
6512 > 0,746 >
6487 2,687 > >
ESS 2,494 > >
HAD .0,041 > >
DUR > > >

* > = signédl pFvySujici kapacitu &teni spektrometru

Vysledky uvedené v tabulce VII ukazuji, Ze je-1i v diag-
nostice pouZito prostfedkd s peptidy podle vyndlezu, docili se
detekce v3ech sér nemocnych infikovanych retrovirem VIH-1 sku-

piny 0.
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Seznam sekvenci

(1) V8eobecnd informace

(i) PGvod:

(A) Jméno: Pasteur Sanofi Diagnostics
(B) Ulice: 3 boulevard Raymond Poincaré
(C) Mé&sto: Marnes la Coquette

(D) Stét: Francie

(E) Posta: 92430

(F) Telefon: 0153774000

(G) Fax: 0153774133

(ii) Nédzev vyndlezu: Syntetické peptidy pouZitelné v biologic-
kych testech pro detekci infekcq zplUsobenych viry GYV- skupi-
ny O.

(iii) Polet sekvenci: 16

(iv) 8itelnd forma pro objednatele:

(A) Nosi&: floppy disk

(B) Objednatel: IBM PC compatible

(C) Systém exploatace: PC-DOS/MS-DOS

(D) LOGICIEL: PatentIn Release & 1,0, verze # 1,25 (OEB)

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 1:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.1

ieu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Serz
5 10 15

Val Gln Trp Asn Glu Thr
20

P e Ty i o % i aviasy e e e e e oo
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(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 2:
(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(i1) Typ molekuly: peptid
(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.2

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser
1 ' 5 10 15

Val Gln Trp Asn Glu Thr
20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 3:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ mb]eku]y: peptid
(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.3
Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser

1 5 10 15

Val Gln Trp Asn Glu Thr
20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 4:
(1) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ molekuly: peptid

(x1) Popis sekvence: SEQ ID &.4
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{xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4:

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr ?:r Ser
1 5 10 .

Val Gln Trp Asn Ser Thr
20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 5:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ:, aminokyselina

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.5

Leu Leu Gln Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Egr Ser
1 5 10

Val Gln Trp Asn Ser Thr

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 6:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.6

Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val éys Tvr Thr Ser
1 5 10 15

Val Gln Trp Asn Glu Thr
: 20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID ¢. 7:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 22 aminokyselin

ey




- 36 -

(B) Typ: aminokyselina
(i1) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID ¢.7

Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg'Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser
1 _ 5 10 15

Val Gln Tzp Asn Glu Thr
20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 8:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.8
Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser
1 5 10 15

Val Gln Trp Asn Glu Thr
20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 9:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.9

e . U - Tyr Thrvser
Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly ?gg Leu val Cys ¥ 15
1 5
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(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 10:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 16 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(i1) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.10

‘ 1 Cys Tyr Thr Ser
Leu Leu Asn ?er Trp Gly Cys Lys Gly };gg Leu Va Yy o

1 S

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 11-:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 32 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(i1) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.11

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gln Asn Gln Gln Leu Leu Asn Ser Trp Gly
1 5 10 15

Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr
20 25 30

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 12:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 32 aminokyselin

(B) Typ: aminokyseliny

(i1) Typ molekuly: peptid

e ing 1o e+
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.12

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gln Asn Gln Gln Leu Leu Asn Ile T;p Gly
1 5 10 1

Cys Arg Gly Arg Leu val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr
20 .25 . 30

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 13:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) DéIké: 32 aminokyselin

(B) Typ: aminokyseliny

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.13

Ala.Leu Glu Thr Leu Leu Gln Asn Gln Gln Leu Leu Asp Leu zgp Gly
10
1 5

Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp ?zn Glu Thr
20 25

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 14:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 22 aminokyselin

(B) Typ: aminokyseliny

(ii) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.14

ieu Asn Gln Gln Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu '
5 10

15

Val Cys Tyr Thr Ser Val
20

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 15:




- 39 - *

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 28 aminokyselin
(B) Typ: aminokyseliny

(i11) Typ molekuly: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.15

Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gln Gln Arg Leu Leu Asn i:r Trp
1 " 5 10

r Thr Ser Val
Glv Arg Leu Val Cys Tyr
.Gly Cys Lys 20y g 25

(2) Informace o sekvenci SEQ ID &. 16:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 17 aminokyselin

(B) Typ: aminokyseliny

(ii) Typ mé]eku]y: peptid

(xi) Popis sekvence: SEQ ID &.16

Arg Leu Asn Ser Trp.Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser
1 5 10 15

Val

Primyslovd vyu?itelnost

Syntetické peptidy pro vyrobu kita pro biologické testy k de-
tekci infekci zpGsobenych viry VIH 1 skupiny O.

PETR KALE y
ATTORNEY ATN ﬂ(v\\/’
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PATENTOVE NAROKY

1. Synteticky peptid monomerni se 13 aZ 33 anminokyselinami
nebo dimerni se 26 a? 66 aminokyselinami, linedrni hebo cyk-
Ticky s intercysteinovymi sirovymi méstky obecného vzorce I

| A-Z-TrpGlyCys-©-CysTyrThrSer-Q -

kde znameng

delta skupinu biotinylovou, biocytinylovou, atom vodiku, sku-
pinu acetylovou (CHsCO) -, alifaticky retézec, obsahujici po-
pfipadé jednu nebo dv& skupiny thiolovsé, aldehydové nebo
aminoskupiny, alifaticky fetézec, kterym je s vyhodou Fetézec
alkylovy s 1 a’? 6 atomy uhliku, nebo Fetézec alkenylovy se 2
aZ 6 atomy uhliku nebo Ffetdzec aminoa]ky]karbony1ovy se 2 a? 6
atomy uhlfiku,

Z znamend peptidovou sekvenci obecného vzorce I1 az X

-=4 -Ser-Ez- (1)

-Ser-=,- )
-Z4-Ser- (IV)
-E1-GIn-Zp- (V)

-GIn-E,- (Vi)
-%-GIn- (Vi)

-E-Asn-Ep-  (VIII)
-Asn-E-  (IX)
E-Asn- (X)

kde

-Z, Zhamend peptidovou sekvenci O aZz 9 aminokyselin,
-Z2 znameng peptidovou sekvenci O a¥ 5 aminokyselin,
8 znamend peptidovou sekvenci obecného vzorce XI:

~(AA1)-(AA2 )-(AA3 )~ (AA¢ )= (AAs )= (XI)

kde znameni

L]
L]
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(AA1) lysinovy, argininovy nebo ornithinovy zbytek,

(AA2) glycinovy nebo asparaginovy zbytek

(AA3 ) lysinovy, argininovy nebo ornithinovy zbytek

(AA4) Teucinovy, alaninovy, isoleucinovy nebo glutaminovy zby-
tek '

(AAs ) isoleucinovy, valinovy, leucinovy, threoninovy, norleu-
cinovy nebo norvalinovy zbytek,

za ptfedpokladu, Ze (AA1), (AA2), (AA3), (AAs) a (AAs) netvofri

nikdy seskupeni peptidovych sekvenci ~-Lys Gly Lys Leu Ile

a Lys Gly Lys Leu Val-,

Q véazany na skupinu -CO- serinu znameni

- hydroxylovou skupinu (-OH) nebo aminoskupinu (=NHz),

- alkoxylovou skupinu s 1 a? 6 atomy uhliku,

~ peptidovou skupinu obecného vzorce XII

-Val-Z-¥ (XII)
kde X znamend sekvenci obecného vzorce XIII nebo obecnéhé

vzorce XIV
-(AAs )~-Trp Asn-(AA7 )-(AAs) (X111)
~(AAs-Trp His-(AA7 )-(AAs) (XIV)

kde znamend

(AAe ) aminokyselinu jinou ne% lysin,

(AA7) aminokyselinu,

(AAs) serinovy nebo threoninovy zbytek

a Q’fixovany na zbytek -CO- volné aminokyseliny AAs Znameni
skupinu OH, NHz nebo alkoxyskupinu s 1 a7z 6 atomy uhliku,

- peptidovou sekvenci obechého vzorce XV

-Val-y (XV)

kde ¥ fixovany na zbytek -CO- valinu méd stejny vyznam jako.
u obecného vzorce XII,
—-nebo jednu z peptidovych sekvenci obecného vzorce XVI aZ XVIII
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-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSer-¥ (XVI)
Val-Z-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSerVal-Z-¥ (XVI)
! Val-Z-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSerVal-¥ (XVIII)

kde Z a 8 maji shora u obecného vzorce 1 uvedeny vyznam

a 2 md vyznam uvedeny u obecného vzorce XII

a qlf1xovany na zbytek -CoO- serinu, na zbytek -CO- aminokyse-
liny AAs "nebo na zbytek -CO- valinu mi steiny vyznam jako u
obecného vzorce XII.

2. Synteticky peptid podle néroku 1, obecného vzorce I, kde
znamend (AAs) valinovy, leucinovy, threoninovy zbytek a kdyZz @
Znamena peptidovou sekvenci obecného vzorce XII nebo X1V, zna-
mend (AAs ) bud glutaminovy nebo argininovy zbytek.

3. Synteticky peptid podle naroku 1, obecného vzorce I, kde

Znameh4

- delta biotinylovou skupinu, atom vodiku nebo alifaticky re-
té&zec, ktery mlZe obsahovat jednu nebo dvé thiolové, alde-
hydové nebo aminové skupiny, pri&em? alifaticky retézec je
s vyhodou alkylovy s 1 a3 6 atomy uhliku, nebo aminoalkyl-
karbonylovy se 2 a? & atomy uhliku,

— Z peptidovou sekvenci obecného vzorce II nebo V, kde znameni

peptidovou sekvenci se dvéma aminokyselinami a amino-

kyselinu nebo sekvenci obecného vzorce 1V, kde znamena tri
aminokyseliny, nebo peptidovou sekvenci obecného vzorce VIII
kde znamend peptidovou sekvenci deviti, osmi nebo tri a-
minokyselin a peptidickou sekvenci p&ti am1nokyse11n,

- 6 peptidovou sekvenci vzorce
-Lys Gly Arg Leu val-,
-Arg Gly Lys Ala vVal-,
—-Arg Gly Arg Leu Val-, nebo
—-Arg Gly Arg Ala vVal- a

=~ Q hydroxylovopu skupinu, peptidovou sekvenci XV nebo jednu




- 43 -

Z nasledujicich sekvenci, které odpovidajq

vzorce XII

—Val.-Val Arg Trp Asn Glu Thr-¥, |
—Val -Val GIn Trp Asn Glu Thr—‘{{ nebo
~Val; - Val GIn Trp Asn Ser Thr-¥,

4. Synteticky peptid podle ndroku 1 a2

kde znamen4
Z peptidovou
-Leu Leu Ser
-Leu Leu Asn
~Leu Leu D1n
~Arg Leu Asn
~-Ala Leu Glu
-Ala Leu Glu
-Ala Leu Glu
-Leu Asn GIn
-Arg Ala Leu

sekvenci

Ser-
Ser-
Ser-
Ser-
Thr Leu
Thr Leu
Thr Leu
Gln Arg
Glu Thr

VZorce

peptidové sekvenci

3, obecného vzorce 1

Leu GIn Asn Gln Gln Leu Leu Asn Ser-
Leu GIn Asn Gln Gln Leu
Leu GIn Asn GIn Gln Leu

Leu Asn Ser-~ nebo

Leu Leu Asn G1n GIn Arg

Leu Asn Leu-
Leu Asn Ile-

Leu Leu Asn Ser-.

5. Synteticky peptid podle ndro,ku 1 s 20 a? 50 aminokyseli-

nami obecnému vzorce Ia

de1ta—Za~TrpG1yCys—B—CysTerhrSer—Qa

kde znamenid

Za skupinu vzorce IIa a¥ Xa:

E,a-Ser -323
-Ser-Z,,
-Z1a-Ser
E,,-G!n-EZa
-G!H-Eza
E1a-Gln—
Em-ASﬂ-EZa
-Asn-Eza
-Z12-ASnN

(ila)
(illa)
(IVa)
(Va)
(Via)
(Viia)
(Villa)
(1Xa)
(Xa)

(Ia)
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kde znamené

=1a peptidovou sekvenci jedné a? p&ti aminokyselin

-Z;, Jjednu aminokyselinu

Qa peptidovou sekvenci obecného vzorce XII, definovanou u o-
becného vzorce I nebo peptidovou sekvenci obecného vzorce
XVIiIia

Val-2-Z,-TrpGlyCys-0-CysTyrThrSerVal-Z-¥ (XVlila)

kde Za md& vyznam uvedeny u obecného vzorce Ia
a delta, 8, ¥ a ¥ maji stejny vyznam jako u obecného vzorce I.

6. Synteticky peptid podle ndroku 1 a¥ 5 majici jednu z na-
sledujicich sekvenci

Sekvence &, 1

-LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET-
_nebo
-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 - 10 . 15 20
Glu Thr- '
22

. Sekvence ¢. 2

-LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET-

nebo
--Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr-
22

_Sekvence &. 3

-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET-

nebo

-Leu Leu Ser Ser_ﬁTrp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20

Glu Thr-

22
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Sekvence &, 4
-LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST-

nebo
-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Ser Thr-
22

Sekvence &. 5

-LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST-

nebo
“Leu Leu GIn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 "5 10 15 20
Ser Thr-
22

Sekvence &. 6

-LLN SWGCRGKAVCYTSVQWNET-
nebo , ..
-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr- ‘
22

Sekvence &. 7 ‘
-LLS LWGCRGRAVCYTSVQWN ET-

nebo
-Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 .20
‘Glu Thr-
22

Sekvence &. 8

-LLSSWGCRG RLVCYTSVQWNET-

nebo

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20

Glu Thr-

22
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Sekvence &. 9

-LLSSWGCKGRLVCYTS-

nebo

-Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser-
1 5 10 18

Sekvence &. 10

-LLNSWGCKGRLVCYTS-

hebo

-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser-
1 . 5 10 15

Sekvence &. {1
-ALETLLONQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET-

nebo

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn GIn GIn Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 - 10 . 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr-

20 - 25 30

Sekvence &. 12
—ALETLLQNQQLLNIWGCRGRLVCYTSVRWN ET-

nebo

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn Gin GIn Leu Leu Asn lle Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr-

20 25 30

_Sekvence &. 13
-ALETLLONQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET-

nebo

-Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn Gln GIn Leu Leu Asp Leu Trp Gly Cys Arg Gly
1 . 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr-

20 25 30

Sekvence &. 14

-LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV-

nebo
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-Leu Asn Gin Gin Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr

1 5 10 15
Thr Ser Val-

20

Sekvence &. 15

-RALETLLNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV-

nebo

~. Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn GIn GIn Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys

1 ‘ 5 10 15
Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val-
20 25

Sekvence &. 16

-RLNSWGCKGRLVCYTSV-
nebo . -
- Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val-
1 5 . 10 15
7. Synteticky peptid podle naroku 1 aZ 6 majici jedny Z na-

sledujicich sekvenci

Peptid &. 1 (2B)

LLSLWGCRGKAVCYTSVQWNET
nebo
Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr
22

Peptid &. 2 (3B)
LLSLWGCRGRLVCYTSVQWNET

nebo
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Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn

1 5 10 15 20
Giu Thr
22

Peptid &. 3 (4B)
LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNET

nebo ,
Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gln Trp Asn
1 .5 10 15 20
Glu Thr

22

Peptid ¢. 4 (5B)
LLSSWGCKGRLVCYTSVQWNST

nebo
‘Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Ser Thr
22

Peptid &. 5 (6B)
LLQSWGCKGRLVCYTSVQWNST

nebo
Leu Leu GIn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 5 10 15 20
Ser Thr
S22
Peptid &. 6
LLNSWGCRGKAVCYTSVQWNET
nebo
Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly Lys Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val GIn Trp Asn
1 57 10 15 20
Glu Thr |

22
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Peptid &. 7

LLSLWGCRGRAVCYTSVQWNET
nebo
Leu Leu Ser Leu Trp Gly Cys Arg Gly Arg Ala Val Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr
22

Peptid &. 8 (7B)
LLSSWGCRGRLVCYTSVQWNET

nebo

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Arg Gly Arg Leu Va| Cys Tyr Thr Ser Val Gin Trp Asn
1 5 10 15 20
Glu Thr |
22

Peptid &. 9 (128B)

LLSSWGCKGRLVCYTS

nebo - B

Leu Leu Ser Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser
1 5 - 10 15

Peptid &. 10 (14B)
LLNSWGCKGRLVCYT

hebo

-Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser

1 5 10 15

Peptid &.11 (18B)
ALETLLQNQQLLNSWGCRGRLVCYTSVRWNET

hebo

Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn Gln GIn Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Arg Gly

1 5 10 15
Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr
20 25 30

N e i
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Peptid &. 12 (19B)
ALETLLQNQQLLN IWGCRGRLVCYTSVRWNET

nebo

Ala Leu Glu Thr Leu Leu GIn Asn GIn GIn Leu Leu Asn lle Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 15

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val Arg Trp Asn Glu Thr

20 25 30

Peptid &. 13 (20B)
ALETLLQNQQLLDLWGCRGRLVCYTSVRWNET

nebo

-Ala Leu Glu Thr Leu Ley Gln Asn Gin GIn Ley LeuAsp Leu Trp Gly Cys Arg Gly
1 5 10 18

Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Va| Arg Trp Asn Glu Thr

20 25 30

Peptid &. 14 (21B)
LNQQRLLNSWGCKGRLVCYTSV

nebo
Leu Asn GIn GIn Arg Leu Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr
1 5 : 10 15
Thr Ser Val
- 20

Péptid ¢. 15“(228)
RALETLLNQQ RLLNSWGCKGRLVCYTSV

nebo .
. Arg Ala Leu Glu Thr Leu Leu Asn Gin GIn Arg Leu Leuy Asn Ser Trp Gly Cys Lys
1 5 10 15
Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val
20 25

Peptid &. 16 (23B)

RLNSWGCKGRLVCYTSV

nebo ’

Arg Leu Asn Ser Trp Gly Cys Lys Gly Arg Leu Val Cys Tyr Thr Ser Val
1 5 10 15
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8. Prostfedek v y z na éuijic i s e t im, Ze

obsahuje alespon jeden synteticky peptid podle nédroku 1 a% 7.

9. Prostfedek podle ndroku 8, vy znad&uijiici i s e
t i m, Ze obsahuje peptid ¢islo 3 (4B) a peptid &islo 1 (2B).

10. Prostfedek vy zna & u j ici s e t im, Ze
obsahuje alespoft jeden synteticky peptid obecného vzorce I po-
dle naroku 1 a alespofi jeden rekombinovany peptid HIV~1 skupi-
ny O.

11. Prostfredek v y z na & u j ic i s e t im, Ze
obsahuje alespofl jeden synteticky peptid obecného vzorce I po-
dle naroku t a alespoil jeden synteticky nebo rekombinovany
peptid HIV-1 a/nebo HIV-2,

12. ZpUsob imunizace, vy znaéuijici s e t i m,
Ze zavadi alespoh jeden synteticky peptid obecného vzorce I
podle nédroku 1 az 7.

13. Zpbsob imunizace, vy znaéuijici i s e t i m,
{e se zavadi prostiedek podle naroku 8 aZ 11.

14, Diagnosticky kit, vy zna &uijicii s e t im,
Ze obsahuje alespofi jeden synteticky peptid obecného vzorce 1
podle ndroku 1 aZ 7 nebo prostfedek podle ndroku 8 a? 11.

PETR KALENSKY
ATTORNEY AT LAW
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