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Regulaéné a pomocné peptidy HIV, antigény, vakcinové kompozicie, siprava

na imunologickid skusku a spdsob detekcie protilatok vyvolanych HIV

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka novych peptidov vychddzajucich z konzervativ-
nych oblasti regulainych a pomocnych peptidov HIV, antigénov volnych alebo
viazanych na nosici, ktoré obsahuju aspoi jeden z uvedenych peptidov, vakci-
novych kompozicii obsahujucich aspoit jeden z antigénov, siprav na imunolo-
gicki skusku a spdsobu detekcie protilatok vyvolanych HIV alebo HIV-

Specifickymi peptidmi s pouzitim takychto antigénov.

Doteraj$i stav techniky

Ludsky virus imunitnej nedostato&nosti typu 1 (HIV-1), &initel spdsobu-
juci ziskany syndrém imunitnej nedostatoénosti (AIDS), predstavuje stale vyz-
namné ohrozenie zdravia v rozvojovych krajinach. V krajinach Zapadu maju te-
rapeutické stratégie, ktoré s zacielené na replikdciu HIV a jeho dozrievanie,
vyznamny vplyv na progresiu ochorenia. Vysoké naklady na sigasna liedbu,
vysoka toxicita liekov a nedostatok lie¢iv vsak spbsobuji, Ze vyvoj bezpenych
a uCinnych vakcin je nad’alej rozhodujuci pre udrzanie pandémie AIDS pod

kontrolou.

HIV-1 je zlozZity retrovirus, ktory kéduje Sest’ regulaénych a pomocnych
génov, ktoré sa nenachddzaji v jednoduchych retrovirusoch, menovite tat, rev,

nef, vif, vpr a vpu (Tabulka 1).

V eukaryotickych bunkach sa len dokonale skombinované mRNA expor-
tuji do cytoplazmy na transldciu. Neskombinované alebo &iastoéne skombino-
vané RNA sa v jadre zadrZia a nakoniec sa rozkladaju. Tymto spdsobom pre-
bieha najprv expresia proteinov kédovanych génmi tat, rev a nef (oznalova-
nych ako Tat, Rev a Nef) odvodenych z viacnasobne skombinovanych druhov

RNA a predstavujucich poéiatoéni expresiu génu HIV-1. Na expresiu jednodu-



cho skombinovanych RNA a tieZ na prenos genému neskombinovanej RNA upl-
nej dizky do cytdplazmy na zbalenie si HIV-1 vyvinul prostriedky na prekona-
nie obmedzeni v prenose RNA. Regulaéné proteiny Tat a Rev st klagové pri
replikacii HIV, pretoZe muticie v tychto proteinoch zabrafiuji tvorbe HIV-1
(Dayton A.I. a kol. (1986) Cell, 44:941-947 a Fisher A.G. a kol. (1986) Nature,
320:367-371).

Pomocné gény su odvodené z exdnov umiestnenych vyluéne v protismere

vyvoja génu HIV-1, napriklad vif alebo exdnov v protismere od alebo tieZ vo
_ /

vnitri env, ale v rozli¢nych ¢itacich ramcoch, napr. tat, rev. Efektivnost skom-

binovania scasti reguluje Grovne génovej expresie rozli€nych pomocnych pro-

teinov.

Po integracii HIV-1 provirusovej DNA sa syntetizuju prevaZne skratené
formy mRNA bunkovou RNA polymerazou II, ktora interaguje s polohami na 5°
dlhom termindlnom opakovani (LTR) provirusovej DNA. tat je jeden z prvych
génov, ktorého expresia prebieha a ktory nesie jadrovy lokalizaény signal. Je to
uc¢inny aktivator transkripcie, ktory zvyS$uje transkripciu riadend LTR aZ tisic-
krat. Nepretrzita expresia Tat zaistuje kladnu spiatnt vidzbu pre vysoki ﬁrm-/eﬁ
exp'-re;ie génu. Na rozdiel od beznych aktivatorov transkripcie, ktoré interaguju
so sekvenciami DNA, sa Tat viaze priamo na 5” konce vSetkych RNA HIV-1 pri
zvlastnej sekundarnej $trukture v tvare sluéky TAR (prvku transaktiva&nej odo-
zvy). Struktira tejto slucky je vysoko konzervativna a je nevyhnutna pre funk-
ciu Tat. Strukt@ra interakcie Tat/TAR sa analyzovala s pouzitim jadrovej mag-
netickej rezonancie (NMR) (Puglisi a kol. (1992) Science, 257:76-80). Tat via-
Zze TAR v spojeni s bunkovym proteinom cyklinom T, ktory zasa viaze CDK9,
ktory fosforyluje C-termindlnu doménu RNA polymerazy II, ¢im podporuje
predlZovanie transkripcie RNA. Tieto bunkové kofaktory Tat si pritomné iba v
aktivovanych bunkach, ich nepritomnost potld€a transkripciu provirusove)
DNA, ¢im dochadza ku ,kvazilatencii“ v T lymfocytoch. Expresia Tat prebieha
z dvoch exoénov, pricom jadrovy lokalizaény signdl a vdzbova oblast TAR s
umiestnené v prvom exéne. Infikované bunky vylucuju Tat a tento mdze pdso-
bit’ heterolégnymi u¢inkami na susedné bunky. K tymto u€inkom patri bunkova

aktiviacia (Hofman a kol. (1993) Blood, 82:2774-2780), vyvolanie bunkovej a-



poptézy (Macho a kol. (1999) Oncogene, 18:7543-7551), fungovanie ako vylu-
¢iteny rastovy faktor (Trinh, D.P. a kol. (1999) Biochem. Biophys. Res. Com-
mun., 256:299-306) a modulovanie syntézy hostitel'ského bunkového proteinu v
prospech syntézy virusového proteinu (Xiao a kol. (1998) Biochem. Biophys.
Res. Commun., 244:384-389). Terapeutické stratégie cielené na Tat budd preto

mat znaény vplyv na infekciu HIV-1.

V podiato¢nych §tadiach po infikovani maji prevahu malé viacnasobne
skombinované mRNA kédujuce Tat, Rev a Nef. Ked sa dosiahne prahova hla-
dina Rev, neskombinované a jednoducho skombinované RNA sa zhromaziduji v
cytoplazme na translaciu, &o umozni pokratovanie roz3irovania infekcie. Zly-
hanie pri tvoreni tejto prahovej hladiny Rev mdZe prispiet k kvézilatencii HIV.
Rev sa mdZe viazat len na tie RNA, ktoré obsahuji zvla§tnu RNA 3truktaru
RRE (prvok odozvy na Rev), ktord je umiestnend v env kodujucej oblasti ge-
nému. Rev interaguje s RRE ako multimér prostrednictvom zasaditej oblasti
bohatej na arginin, ktord je pritomnéa v amino termindlnej polovici proteinu.
Désledkom tejto interakcie je prenos &iastoéne skombinovanych RNA, ktoré
poskytni produkty génov, ako su Env, Vif, Vpu a Vpr, ako aj neskombinova-
nych RNA, ktoré budud sluzit’ ako nové genémy na zatlenenie do vytvdrajucich
sa &astic. Urobila sa tiez Struktirna analyza interakcie Rev/RRE s pomocou
NMR (Battiste a kol. (1996) Science, 273:1547-1551). Rev obsahuje bohaty
exportny signal, ¢o mu umoziiuje byt prendSatom pre nepretrZity transport pra-
ve syntetizovanych RNA medzi jadrom a cytoplazmou (Kalland a kol. (1994) J.
Virol., 68:1475-1485; Meyer & Malim, (1994) Genes Dev., 8:1538-1547).
Tymto spdsobom Rev zabezpetuje, Ze expresia Struktirnych génov prebieha ne-
skor, az po regulaénych génoch. Terapeutické stratégie nasmerované voci Rev

prerudia vo véasnom §tadiu infekcie Zivotny cyklus virusu.

Aj ked bol pdvodne Nef opisany ako negativny faktor, neskér sa ukazalo,
Je m4 pozitivne ainky na replikaciu virusu a jeho expresia prebieha vo va¢som
rozsahu ako Tat a Rev na zadiatku aj v priebehu infekcie. Nef sa myristyluje na
N konci a je spojeny s vnutornou stranou plazmovej membrany. Nef je sCasti
zodpovedny za reguléciu znizovanim a za rozklad povrchovej CD4 endocytézou

(Piguet a kol. (1998) EMBO J., 17:2472-2481). Odstranenie CD4 z povrchu



bunky zabrafiuje superinfekcii inymi kmefimi HIV-1 alebo opitovnej infekcii
prave uvolnenym virusom. Nef je tiez zodpovedny za regulaciu zniZovanim
MHC triedy I, ¢im ochrafiuje infikované bunky pred destrukciou cytotoxickymi
lymfocytmi T (Le Gall a kol. (1997) Res. Virol., 148:43-47). Nef nie je kluco-
vym proteinom virusu, pretoZe nie je potrebny pre infekciu in vitro lymfocytov
periférnej krvi alebo bunkovych linii T. Deledné mutanty Nef st viak v dlhdich
Casovych obdobiach menej patogénne. Nef ma tiez zloZité vplyvy na prenosové
cesty signdlu v bunke a obsahuje oblasti bohaté na prolin, ktoré mozu interago-
vat' s doménou SH3 kindz zicastiiujicich sa na aktivacii buniek T, &o je vlast-
nost potrebnd na u¢innu replikaciu HIV (Moarefi a kol. (1997) Nature,
385:650-653). Virusy obsahujice Nef s schopné syntetizovaf viac virusovej
DNA neZ virusy s vynechanym génom Nef, ¢o naznaduje, ze Nef priamo alebo
nepriamo aktivuje reverzné transkriptdzy virusu. Za tento jav mdze byt zodpo-
vedna nizka hladina Nef spojena s viriénmi. Nizke hladiny Nef sa uvolnujh aj z
infikovanych buniek, hoci potencidlny w&inok susednych buniek je nejasny.
PretoZe expresia Nef prebieha na zaiatku infekcie a ma vyrazné ucinky na ex-
presiu CD4 a MHC triedy I, ako aj na progresiu choroby, predstavuje Nef ddle-

Zity ciel pre budice terapeutické stratégie.

Tat a Nef sa vyluéujﬁ a mdZu byt prijimané makrofagmi a ich expresia
mdZe prebiehat v spojeni s molekulami MHC triedy II. To zvyS3uje ich stabilitu
ako cielov pre terapie na baze peptidov, ktorych expresia by tiez mohla prebie-
hat v suvislosti s MHC triedy II. Je jasné, Ze zameranie sa na pociatocné géno-
vé produkty, ktoré su klu¢ové pri replikacii HIV-1, ako sii Tat a Rev, by malo
dostat’ prednost’ rovnako ako Nef, ktorého expresia prebieha tie? na zadiatku a

ovply viiuje progresiu choroby.



Tabulka 1 Regula¢né a pomocné proteiny HIV-1

Gén |Pro- [Ndazov Expresia |Umiestnenie |Funkcie
tein
Tat |Tat Transakti- |Pociato¢- |Jadro Aktivuje transkripciu vi-
vator trans-|na rusu. Vyluéovany z infi-
kripcie vi- kovanych buniek, kde
rusu moze aktivovat T bunky,
indukovat apoptézu a po-
sobi ako rastovy faktor
Rev {Rev |[Exportny Pociato&- |Jadierko, Riadi spletanie/prenos
faktor jad-|na nukleoplaz- [RNA do cytoplazmy. Pre-
rovej RNA ma, cytop-|naSaci protein.
lazma
Nef |[Nef [RozliEné Podiato¢- [Cytoplazma, |Spusta endocytézu CDA4.
efektorové |na viribny spo-|Reguluje zniZovanim ex-
funkcie jené s mem- |presiu  MHC triedy 1.
branami ViaZe sa na kindzy a mo-
Ze ovplyviiovat signaliza-
ciu a aktivaciu T buniek.
Vpu |Vpu |Virusovy Neskor- |[Cytoplazma, |Spusta vnutrobunkovy
protein u Sia spojena s|rozklad CD4, reguluje
membranami |zniZovanim MHC triedy
1, ne$pecificky urychlo-
vat uvolfovania retrovi-
rusovych ¢&astic.
vif |Vif |Faktor in-|Neskor- [Cytoplazma, |ZvySuje infek&nost viru-
fek&nosti Sia membranové |sovych ¢astic bunkovo
virusu viriény zavislym spoésobom. Zlep-
Suje syntézu virusovej
DNA pocas spétnej trans-
kripcie.
Vpr [Vpr |Virusovy Neskor- [Hlavne  vi-|Prispieva k jadrovému
protein r §ia riony jadra {importu predintegraéného
komplexu. Zastavuje bun-
ky vo faze G2/M bunko-
vého cyklu.

Prirodzene sa vyskytujice sekvencie HIV v kandidatoch na vakcinu nie
st schopné stimulovat stabilna a dlhotrvajicu imunitni odozvu kvdli vnitornej
schopnosti HIV ukryt sa pre imunitny systém zmenou vzhladu pritomnych e-
pitopov. Na prekonanie tohto premenlivého vzhladu epitopov budu niektoré

substiticie aminokyselin a kombindcie aminokyselin podporovat imunitny



systém v objaveni a rozpoznavani tychto antigénov cudzieho virusu spoPahli-

vym spdsobom, a preto aj vo vdéiej miere.

Na zéklade vy33ie uvedenych znamych faktov sme sa rozhodli preskimat
mozZnost’ vytvorenia novych syntetickych peptidov, ktoré mézu napodobiiovat
epitopy z regulaénych a pomocnych proteinov HIV takym spdsobom, Ze mdzu
byt pristupné pre humoralnu ako aj bunkovu ¢ast imunitného systému, a spinali

by poZiadavky na uinnu terapeuticku a/alebo profylaktickd vakcinu.

Pociato¢né price vychadzali z prirodzenych sekvencii aminokyselin Tat
publikovanych Korberom a kol., Human Retroviruses and AIDS (Ludské retro-
virusy a AIDS), 1997, Red. Theoretical Biology and Biophysics Group, Los A-
lamos National Laboratory, Los Alamos, NM. Prvy epitop Tat je umiestneny

medzi aminokyselinou 1 a aminokyselinou 24 proteinu tat:
Tabulka 2. Epitop Tat

Cis. AK Prirodzene sa vyskytujuce aminokyseliny
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Jednopismenové, rovnako ako trojpismenové kédy definujice aminoky-
seliny v sekvencidch uvedenych v tejto Specifikacii si v silade s medzinédrod-
nymi normami a s uvedené v uéebniciach, napriklad Lehninger A.L., ,,Prin-
ciples of Biochemistry*“ (Zéiklady biochémie), Worth Publishers Inc., New Y-
ork, 1982. Aminokyseliny uvedené napravo od lavého stipca predstavuji priro-
dzené varianty sekvencie. NaSe analyzy viedli k sekvencii obsahujucej tento

modifikovany epitop:

CSWVNPRLEPWLHPGSQPNITACTN
| I

v ktorom NI oznaduje kyselinu 2-aminohexdnovi (norleucin, v skratke Nle v
trojpismenovom resp. Nl v jednopismenovom kdéde) a cysteinové zvySky su v
oxidovanom stave, t.j. vytvaraji vnatroretazcovu disulfidicku védzbu. PretoZe
cysteinovy zvySok v C-koncovej &asti (v polohe 22) peptidu je €astou intra-
molekulovej disulfidickej vizby mimo tohto zvoleného epitopu, podobna intra-
peptidova disulfidicka vdzba sa vytvori umiestnenim cysteinu do N-koncovej
gasti zvoleného epitopu. Inou moZnostou je vytvorenie intermolekulovej disul-

fidickej vdzby dimerizaciou sekvencii:

WVNPRLEPWLHPGSQPNITACTN

|
WVNPRLEPWLHPGSQPNITACTN

Dalsou mozZnostou je dimerizacia s inym vybranym epitopom z Tat. Dru-
hy epitop na Tat je umiestneny medzi aminokyselinami 35 a 57 v smere C-
konca a je oddeleny od prvého epitopu 10 aminokyselinami obsahujucimi d’al-
§ich 5 Cys zvyS$kov, okrem Cys zvySkov v kazdom z epitopov. Pomerne velky
pocet Cys zvySkov ponika vela moZnosti medzimolekulovych a vnitromole-
kulovych prepojeni. Je pravdepodobné, Ze tato doména bohatd na Cys bude do-
minovat v imunologickej expozicii tohto proteinu a tym zabezpeéi ,ukrytie®
dvoch relevantnych epitopov. Vyber a modifikdcia tychto dvoch susednych e-

pitopov mdze spristupnit’ kI'iéovu Cast’ proteinu Tat optiméalnej§im sposobom.



Aby sa obmedzila pravdepodobnost vyvoja unikovych mutantov, poéet e-
pitopov sa dalej zvysil a vybrali sa dve d'alsie sekvencie peptidov. Tieto sek-
vencie si umiestnené na Rev (zvy3ky 58-78) a Nef (zvysky 65-85). Prirodzené
sekvencie sa publikovali v knihe Human Retroviruses and AIDS 1999; A Com-
pilation and Analysis of Nucleic Acid and Amino Acid Sequences (Cudské re-
trovirusy a AIDS, 1999; Prehlad a analyzy sekvencii nukleovych kyselin a a-
minokyselin). Red. Theoretical Biology and Biophysics Group, Los Alamos

Laboratory, Los Alamos:

Tabulka 3. Epitop Tat

Cis. AK Prirodzene sa vyskytujice aminokyseliny
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Tabul'ka 4. Epitop Rev

Cis. AK Prirodzene sa vyskytujice aminokyseliny
58
89
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
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Tabulka 5. Epitop Nef

Cis. AK Prirodzene sa vyskytujice aminokyseliny
65 D S
66 D E
67
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76
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Niekolko modifikovanych peptidov sa syntetizovalo na to, aby sa stano-
vila jedine¢nost sekvencii ako aj ich vlastnosti stimuldcie imunitného systému

v kombindcii s ich Specificitou a citlivostou ako antigénov HIV-1.

Podstata vynalezu

Peptidy podla tohto vynalezu pochadzaju zo 3tyroch rozliénych konzer-
vativnych oblasti proteinov Tat, Rev a Nef HIV-1, ktoré si opisané vysiie a
ktoré maji vlastnosti uchovdvajice jedinenost (imunogenicitu, citlivost a
Specificitu) epitopov HIV-1. Nové peptidy podla tohto vyndlezu d’alej nemaju
pozorovatelny cytotoxicky anfagonisticky uc¢inok na T lymfocyty (CTL) a mu-

sia mat’ aspoii jeden potencialny CTL epitop.

Peptidy podla tohto vynalezu, ktoré spinali nasledujuce kritéria, s vy-

braté z nasledujucich skupin:

Xaa; Xaa; Xaa3 Xaas Xaas Xaag Xaa; Leu Glu Pro Trp Xaaj; His Pro Xaa,s
Xaal(, Xaan Xaals Xaa|9 Xaazo Xaa2. Xaan Xaan Xaa24 (SEQ ID NO: 1),

kde aminokyseliny retazca mdZu mat’ nasledujiici vyznam;

Xaa v polohe 1 derivatu peptidu je Met, Ser, Cys alebo nié¢,

Xaa v polohe 2 je Glu, Asp, Val, Ser alebo ni¢,

Xaa v polohe 3 je Ser, Gln, Pro, Leu, Val, Ala, Trp, Tyr alebo Phe,
Xaa v polohe 4 je Val alebo Ile,

Xaa v polohe 5 je Asp, Asn alebo Ile,

Xaa v polohe 6 je Pro, His alebo Ala,

Xaa v polohe 7 je Arg, Asn, Ser, Lys, Glu alebo Asp,

Xaa v polohe 12 je Leu, Ile alebo Nle,

Xaa v polohe 15 je Gly alebo Pro,



11
Xaa v polohe 16 je Ser, Asn alebo Ala,
Xaa v polohe 17 je Gln, Lys alebo Thr,
Xaa v polohe 18 je Pro alebo His,
Xaa v polohe 19 je Lys, Thr, Ser, Ala, Arg, Pro, Glu, Leu, Ile alebo Nle,
Xaa v polohe 20 je Thr, Ala alebo Ile,
Xaa v polohe 21 je Ala, Pro, Asp alebo Val,
Xaa v polohe 22 je Cys alebo Ser,
Xaa v polohe 23 je Tl{r, Asn alebo Ser,
Xaa v polohe 24 je Asn, Lys, Arg, Gln, Ala, Pro alebo Thr,

peptid obsahuje aspoi Sest po sebe idicich aminokyselin sekvencie SEQ ID
NO: 1,

okrem toho dva alebo viac Cys zvy$kov md6Zu vytvarat €ast vnutroretazcove)
alebo medziretazcovej disulfidickej vazby, mostik -S-(CH;),-S- alebo -(CHz),-,
kde p = 1-8, pripadne s vloZzenym jednym alebo viacerymi heteroatomami, ako
je O, N alebo S, '

Xaa; Xaa; Xaa; Phe Xaas Xaas Xaa; Xaag Xaag Xaajp Xaaj Xaa)z -Z- Tyr Xaa;
Gly Xaa;s Lys Lys Arg Xaa 9 Xaa,o Xaa,; Xaay; Xaaz; (SEQ ID NO: 4),

kde aminokyseliny retfazca maju nasledujuci vyznam,;
Xaa v polohe 1 je Pro, Ile, Leu, Thr, Tyr alebo Val,
Xaa v polohe 2 je Val, Ala, Cys, Leu,

Xaa v polohe 3 je Cys, Ile, Leu, Val alebo Nle,

Xaa v polohe 5 je Ile, Leu, Gln, Met alebo Thr,
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Xaa v polohe 6 je Thr, Asn, Lys alebo Arg,
Xaa v polohe 7 je Lys, Arg alebo Gin,
Xaa v polohe 8 je Gly alebo Ala,
Xaa v polohe 9 je Leu alebo Ile,
Xaa v polohe 10 je Gly, Ser alebo Ala,
Xaa v polohe 11 je Ile alebo Gly,
Xaa v polohe 12 je Ser, Phe alebo Tyr,
Xaa; vloZena pred polohou 14 je Leu, Ile, Nle,
Xaa v polohe 15 je Arg, Lys, Ser alebo citrulin (Cit),
Xaa v polohe 19 je Arg, Lys, Ser, Gly alebo Cit,
Xaa v polohe 20 je Gln, Arg alebo Pro,
Xaa v polohe 21 je Ile alebo Leu,
Xaa v polohe 22 je Gly, Leu, Ile, Cys alebo nig,
Xaa v polohe 23 je Gly alebo ni¢,

kde sekvencia SEQ ID NO: 4 obsahuje aspoii $est’ po sebe idicich aminokyse-
lin, -Z- je moZny spoj a predstavuje PEG, modifikovany PEG a/alebo [Gly],, v

ktorom n = 1,2 alebo 3,

okrem toho dva alebo viac Cys zvy3kov méze vytvarat Cast’ vnitrorefazcovej
alebo medziretazcovej disulfidickej vizby, mostik -S-(CH3),-S- alebo -(CH2)p-,
kde p = 1-8, pripadne s vloZzenym jednym alebo viacerymi heteroatémami, ako
je O, N alebo 8§,

Xaa; [le Leu Xaa4 Xaas Xaag Leu Gly Arg Xaa;o Xaa;, -Z- Xaa,; Leu Xaa; Xaa;
Xaaj4 Xaa)s Xaa s Xaay7 Xaayg Xaaj9 Leu Pro Pro Leu (SEQ ID NO: 7),
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kde Xaa v polohe 1 je Phe, Tyr, Trp alebo Arg,
Xaa v polohe 4 je Gly, Ser, Asn, Asp, Cys, Val, Thr, Ala alebo Arg,
Xaa v polohe § je Thr, Ala, Asp, Asn alebo Ser,
Xaa v polohe 6 je Tyr, Cys, Phe, Arg, His, Ser, Val alebo Leu,
Xaa v polohe 10 je Ser, Pro, Phe, Leu alebo Ile,
Xaa v polohe 11 je Ala, Thr, Glu, Gln, Val, Pro alebo Ser,
Xaa v polohe 12 je Glu, Lys, Gln, Asp, Asn, Tyr, Trp alebo Phe,
Xaa; vloZena za polohou 13 je Ser, Pro, Phe, Leu alebo Ile,
Xaa; vloZena pred polohou 14 je Ala, Thr, Glu, Gln, Val, Pro alebo Ser,
Xaa v polohe 14 je Glu, Lys, Gln, Asp alebo Asn,
Xaa v polohe 15 je Pro, Ser, Ala alebo Asn,
Xaa v polohe 16 je Val, Asn, Gly alebo Pro,
Xaa v polohe 17 je Pro, Gln, His, Ser, Leu, Arg, Thr, Asp alebo lle,
Xaa v polohe 18 je Leu, Phe alebo Val,
Xaa v polohe 19 je Gln, Leu, Pro, His, Asp alebo Glu,

kde sekvencia SEQ ID NO: 7 obsahuje asponi Sest’ po sebe iducich aminokyse-
lin, spojka -Z- je dobrovolnd a predstavuje PEG, modifikovany PEG a/alebo
[Gly]a, v ktorom n = 1,2 alebo 3,

Xaa; Leu Val Gly Xaas Pro Xaa; Xaag Pro Xaa;p Xaa;, Pro -Z- [Arg]m Xaa,
Xaa;; Xaaq4 Pro Xaa,q Xaa;; Xaa,g Xaa9 Xaayo Xaay; (SEQ ID NO: 10),

kde Xaa v polohe 1 je Lys alebo Arg,
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Xaa v polohe 5 je Phe alebo Leu,
Xaa v polohe 7 je Ile alebo Val,
Xaa v polohe 8 je Thr, Arg, Lys, Ala alebo Met,
Xaa v polohe 10 je Gin alebo His,
Xaa v polohe 11 je Val, Leu alebo Ile,
Xaa; vloZend pred polohou 13 je Leu,
Xaa v polohe 13 je Leu, Val alebo Thr,
Xaa v polohe 14 je Arg alebo citrulin (Cit),
Xaa v polohe 16 je Met, Val, Ile alebo Nle, Leu,
Xaa v polohe 17 je Thr alebo Asp,
Xaa v polohe 18 je Tyr, Phe alebo. Arg,
Xaa v polohe 19 je Lys alebo Arg,
Xaa v polohe 20 je Ala, Gly, Ser, Glu alebo Gln,
Xaa v polohe 21 je Ala, Ser alebo Val,

kde sekvencia SEQ ID NO: 10 obsahuje aspoil Sest po sebe iducich aminokyse-
lin, spojka -Z- je dobrovolna a predstavuje PEG, modifikovany PEG a/alebo
[Gly]a, v ktorom n = 1,2 alebo 3 a nezdvisle od n je m v [Arg]s rovné 0, 1, 2

alebo 3,

termindlnymi ukonéeniami sekvencii mézu byt volné karboxylové skupiny ale-
bo aminoskupiny, amidy, acyly, acetyly alebo ich soli a/alebo st uvedené sek-

vencie peptidov imobilizované na pevnom nosiéi.

Nové sekvencie peptidov maji schopnost slizit ako dobry antigén, v
ktorom antigén obsahuje aspoii jeden peptid vybraty zo skupiny sekvencii

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 alebo SEQ ID NO: 10. Antigeni-



15

cita sa mdZe upravovat zmenou pomeru koncentracii rozliénych peptidov alebo
velkosti peptidov napriklad dimerizaciou alebo polymeriziciou a/alebo imobi-
lizdciou na tuhej faze. Antigén obsahuje dve alebo viac sekvencii polypepticiov
podl'a tohto vynalezu, ktoré by mohli byt bud spojené mostikom, naprikiad di-
sulfidickym mostikom medzi Cys zvy$kami refazcov alebo mostikmi ako je C,-
Cs alkylén, pripadne s vloZenym jednym alebo viacerymi heteroatomami, ako
si O, S alebo N, alebo si vyhodne nespojené. Retazce mézu byt imobilizované
na tuhej fize v monomérnej, dimérnej alebo oligomérnej forme. Ku koncom sa
modZu pridat d'al§ie aminokyseliny, aby vzniklo «rameno» na ulah€enie imobi-

lizacie.

PEG je polyetylénglykol (HO(CH,CH,0), H) a mdzZe byt Castou spojky -
Z-, pripadne je PEG modifikovany dikarboxylovou skupinou (HO(CH,CH,0),
CO(CH;), COOH) alebo koncovou karboxylovou skupinou (HO(CH;CH;0),.;
CH,COOH), kde pred spojenim a=1-10a b = 2-6.

Spojka -Z- méze byt tvorend bud PEG, modifikovanym PEG alebo ich
kombinaciou a/alebo kombinaciou jedného alebo viacerych Gly zvyskov. Spoj-

ka -Z- moze byt tieZ tvorena Gly-mostikom [Gly],, v ktorom n = 1,2 alebo 3.

V3ietky aminokyseliny v peptidoch podl'a tohto vynédlezu mézu byt v D-

forme alebo v L-forme, hoci prirodzene sa vyskytujica L-forma je vyhodnej$ia.

C- a N-termindlne ukonéenia sekvencii peptidov sa mdzZu odliSovat od
prirodnych sekvencii modifikdciou termindlnych NH; skupin a/alebo COOH
skupin, mdézu byt napriklad acylované, acetylované, amidované alebo modifi-

kované tak, Ze poskytuju miesto naviazania pre nosi¢ alebo ini molekulu.

Peptidy podl'a tohto vynédlezu pozostavaju zo 6 aZ 50 aminokyselin, vy-
hodne z 10 az 30 aminokyselin. Tieto predstavuju celu prirodnu paletu amino-

kyselin v identifikovanych polohach.

Polypeptidovy antigén podla tohto vynalezu je bud volny alebo vo forme
viazanej na nosi¢i. Nosi¢ alebo tuha faza, na ktora je peptid pripadne naviaza-

ny, sa mdze vybrat zo Sirokej palety zndmych nosic¢ov. Mal by byt vybraty s
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ohPadom na zamys3lané pouZitie imobilizovaného polypeptidu ako diagnostic-

kého antigénu alebo ako imunizaénej zlozky vo vakcine.

Prikladmi nosidov, ktoré sa mdZu pouzit napriklad na diagnostické ucely,
st magnetické guli¢ky alebo zivica z kopolymérov, ako je styrén-
divinylbenzén, hydroxylovany styrén-divinylbenzén, polystyrén, karboxylovany
polystyrén, guld¢ky z uhlikovej ¢erne, neaktivované alebo polystyrénom alebo
polyvinylchloridom aktivované sklo, epoxidom aktivované por6zne magnetické
sklo, Zelatinové alebo polysacharidové c&astice alebo iné proteinové c¢astice,
cervené krvinky,.monoklonélne a polyklondlne protilatky alebo fab fragmenty

tychto protilatok.

Podla d’al3ieho praktického uskuto¢nenia tohto vynalezu mézZu byt anti-
gény sucastou vakciny s moznostou kombinacie s nosi¢mi, adjuvantmi alebo s
inymi imunostimulaénymi prvkami, ako je virus kiahni obsahujlici env gén.
Prikladmi nosi¢ov a/alebo adjuvantov na Glely vakciny st iné proteiny, ako je
Pudsky alebo hoviddzi sérovy albumin, limpetovy hemocyanin a mastné kyseli-
ny. Imunostimulaéné materidly sa daji rozdelit’ do troch skupin: adjuvanty, no-
si¢e pre antigény a vehikula. Prikladmi adjuvantov st hydroxid hlinity, hlinité
soli, saponin, muramyl di- a tripeptidy, monofosforyllipid A, kyselina palmito-
va, B.pertussis a rozli¢né cytokiny zahriiajice Thl cytokin IL-12 a IL-1. Rad
proteinovych toxinov, ktoré s uzitocné pri vyvoji CTL vakcin, sa mdzZe pouzit
na dopravu prena$aCovych proteinov cez bunkové membrany do cytosolu. K no-
si¢om patria bakterialne toxoidy, ako je inaktivovany toxin tetanu a cholery,
geneticky detoxifikované bakteridlne toxiny, ako je teplotne labilny enteroto-
xin z E.coli, mastné kyseliny, Zivé vektory, ako je polio chimeras, a hybridné
proteiny, ktoré tvoria Castice, napriklad ¢astice kvasinkového retrotranspozé-
nového hybridu TY a castice HBcAg. Vehikuld, ktoré su ¢asto sa vyskytujucimi
zlozkami v modernych vakcinach, obsahuji emulzie mineradlnych olejov, Fre-
undov uplny a netiplny adjuvant, emulzie rastlinnych olejov, povrchovo aktivne
latky na bdze neidénovych blokovych kopolymérov, skvalén alebo skvalan, lipo-
peptidy, lipozémy a biologicky odburatelné mikrogul6¢ky. Dvoma novymi ad-
juvantami, ktoré si vyznamné pri vyvoji novych vakcin, st mikroemulzia olej

vo vode (MF59) a polymérne mikrodastice. MézZe sa pouzit’ akdkolvek latka,
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ktora mdze zvy$it imunogenicitu antigénu, a niektoré d’al§ie alternativy nosi-

¢ov alebo adjuvantov s uvedené v americkom alebo v eurépskom liekopise.

Vhodny pripravok obsahujtici antigén na imunostimula¢né pouZitie moZe
tiez obsahovat interferony, ako je INF-y, antivirusové chemokiny alebo hema-

topoetické rastové faktory, ako je rastovy faktor granulocytov-makrofagov.

Inym pribliZenim, ktorého cielom je zvy$it' stimulaciu a absorpciu, na-
priklad v &revach, je podanie peptidov podla tohto vynéalezu s malymi peptid-
mi, ako st di-, tri- alebo tetrapeptidy. Tieto peptidy sa méZu podavat’ navySe
alebo v kombindacii s peptidmi podla tohto vynalezu. Vyhodne sa tieto peptidy
podavaju spolu s tripeptidom YGG, ktory pozostdva z aminokyselin v D-forme

alebo v L-forme, vyhodne v D-forme.

Nedéavne pristupy k neparenterdlnemu podavaniu vakciny, napriklad cez
sliznicu, zahffiaji: technolégiu génovej flizie na vytvorenie netoxickych deri-
vatov sliznicovych adjuvantov, geneticky inaktivované antigény s deléciou v e-
sencialnom géne, koexpresiu antigénu a 3pecifického cytokinu, ktory je dble-
ity pri modulécii a riadeni sliznicovej imunitnej odozvy, a samotny geneticky
material, ktory by umoznil prijatie DNA alebo RNA a jeho endogénnu expresiu
v hostitel'skych bunkach.

Jednym pristupom k vyvoju trvanlivych odoziev, ked sa vyzaduje bun-
kami sprostredkovand imunita, je vakcinacia s plazmidom DNA kédujicim je-

den alebo viac §pecifickych antigénov.

Na ochranu proti infekcii HIV musia vakciny vykazovat sliznicovu aj
systémovid imunitnid odozvu a mali by sa poddvat akymkol'vek konveninym
sposobom, napriklad parenteralne alebo neparenterdlne, ako je napriklad sub-
kutdnne, intrakutdnne, intravendzne, intramuskuldarne, perordlne, mukoticky a-

lebo intranazélne.

Vo vyhodnom praktickom uskutoéneni vakcina podl'a tohto vynélezu ob-
sahuje antigény obsahujuce peptidy vybraté z aspon jednej zo skupin SEQ ID
NO: 1, 4, 7 a 10, vyhodnejsie sa peptidy vyskytuji v rovnakych mnozstvach.
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V d’alSom praktickom uskutoéneni vakcina obsahuje antigény:

FVIHRLEPWLHPGSQHNITASTN-NH;(SEQ ID NO: 14)

RLVGFPVKPQVPGLLRPLTYKAA-NH;(SEQ ID NO: 15).

Tieto sekvencie mdzu aktivovat bunkovy imunitny systém a spolupracuje s
CTL-epitopmi. Zmeny v aminokyselinach zabudované v ramci CTL-epitopov
su navrhnuté tak, aby sa dosiahlo zlepSenie viazania. Vykonali sa aj daldie
zmeny v aminokyselinich, aby sa ulahéila syntéza peptidu a/alebo sa zvysila

rozpustnost peptidu.

Dalsim praktickym uskutoénenim vynalezu je sposob detekcie protilatok
vyvolanych HIV-1 alebo HIV-1-3pecifickymi peptidmi alebo proteinmi vo
vzorke telovej tekutiny pomocou uvedenych antigénov. Tento vynalez zahfia aj
supravu na imunologicku skisku pre uvedenu detekciu a protilatky schopné.

selektivne reagovat s uvedenymi antigénmi.

Opis pripravy peptidov

Peptidy podl'a tohto vynédlezu sa mézu pripravit akoukolvek znamou
metédou pripravy linedrnej sekvencie aminokyselin, ako si rekombinantné
DNA techniky. Sekvencia nukleovych kyselin, ktora kéduje jeden alebo viac
peptid podl'a tohto vynélezu alebo multimér uvedenych peptidov sa zavedie do
expresného vektora. Vhodnymi expresnymi vektormi st napriklad plazmidy,
kozmidy, virusy a YAC (kvasinkové umelé chromozémy), ktoré obsahuji pot-
rebné kontrolné oblasti pre replikdciu a expresiu. Expresny vektor mdze byt
stimulovany na expresiu v hostitel'skej bunke. Vhodnymi hostitel'skymi bunka-
mi st napriklad baktérie, bunky kvasiniek a bunky cicavcov. Takéto techniky
su dobre zndme odbornikom v problematike a si opisané napriklad Sambroo-
kom a kol., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Molekularne klonovanie:
Laboratérna priru¢ka), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har-

bor, 1989. Inymi dobre znamymi technikami s degradacia alebo syntéza pri-
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pojenim aminokyselinového zvy$ku k d’alSiemu zvySku v kvapalnej faze alebo
vyhodne na tuhej fdze (Zivica), napriklad takzvanou Merrifieldovou syntézou.
Pozri napriklad Barany a Merrifield v knihe Peptides, Analysis, Synthesis,
Biology (Peptidy, analyza, syntéza, bioldgia), zv. 2, red. E. Gross a Meinhofer
(Acad. Press, N.Y., 1980), Kneib-Coronier a Mullen, Int. J. Peptid Res., 30, s.
705-739 (1987) a Fields a Noble, Int. J. Peptid Protein Res. 35, s.161-214
(1990).

V pripade, Ze sa poZaduje linedrny alebo cyklicky peptid, na sekvencii
aminokyselin sa vykona krok chemickej oxidicie, aby sa pri syntetizovani
vhodnych sekvencii linearnych aminokyselin cyklizovali alebo spojili dva cys-
teinové zvysky v ramci jednej alebo medzi dvoma sekvenciami peptidov, pozri

Akaji a kol., Tetrahedron Letter, 33, 8, s. 1073-1076, 1992.

Vieobecny opis syntézy

V3ietky derivaty peptidov pripravené v prikladoch uvedenych niZiie sa
syntetizovali na syntezatore peptidov Milligen 9050 s pouzitim 3tandardného
programu. PouZitd Zivica bola Tenta Gel P RAM s teoretickym plnenim 0,20
meq/g (RAPP POLYMERE GmBH, Tiibingen). Kone¢ny produkt syntézy sa vy-
sudil cez noc vo vakuu. Peptid sa potom oddelil od Zivice pésobenim 90 % ky-
seliny trifluéroctovej v pritomnosti etanditiolu (5 %) a vody (5 %) ako lapalov
ne&istot (1,5 hodiny pri teplote miestnosti). Potom sa Zivica odfiltrovala a pre-
myla na filtri d'alfou davkou kyseliny trifluéroctovej (100 %) (2 x 20 ml).
Spojené filtrdty sa odparili vo vikuu (vodny kupel pri teplote miestnosti) a
zvy$ok sa zmiefal s etyléterom (200 ml) a vyzraZany produkt sa odfiltroval.
Tuha latka sa ihned rozpustila na filtri v adovej kyseline octovej (100 ml),
pridala sa k 1,51 20 % kyseliny octovej v metanole a na zmes sa pdsobilo 0,1
M roztokom jodu v metanole, aZ sustava ziskala svetlohnedu farbu. Potom sa
pridal iénomenié Dowex 1 x 8 vo forme acetatu (15 g) (Bio-Rad, Richmond,
CA, USA) a zmes sa prefiltrovala. Filtrat sa odparil a zvy3ok sa lyofilizoval z
kyseliny octovej. Produkt sa potom precistil kvapalinovou chromatografiou s

obratenymi fiazami na stipci s Kromasilom® 100 - 5 C8 (EKA Nobel, Surte,
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Svédsko) vo vhodnom systéme obsahujicom acetonitril v 0,1 % vodnom rozto-
ku kyseliny trifludroctovej. Vzorky odobraté zo stipca sa analyzovali analytic-
kou vysokot¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) (Beckman System
Gold, USA) na stipci Kromasilu® 100 - 5 C8 (EKA Nobel, Surte, Svédsko).
Frakcie obsahujuce Cisti latku sa spojili, rozpustadlo sa odparilo a produkt sa
lyofilizoval z kyseliny octovej. Na vyslednom produkte sa urobila zaveredna a-
nalyza HPLC a 3truktira peptidu sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmot-

nostnou spektrometriou (LDI-MS).

Vsetky aminokyseliny pouZité v syntéze boli L-aminokyseliny a ich
funkénd a-aminoskupina bola chrinena fluorenylmetoxykarbonylovou skupi-

nou. Boéné retazce boli chrianené nasledujiicim spésobom:
Cys (Trt), GIn(Trt), Glu(OtBu), Thr(tBu).
Skratky v zatvorkach znamenaji:

Trt = trifenylmetyl,
t-Bu = terc-butyl,
OtBu = terc-butylester.

Derivaty aminokyselin dodala firma Bachem AG, Svajéiarsko.

Priklady uskutoénenia vynalezu

PRIKLAD 1

Priprava CS WV NPRLEPWNIHPGSQHNITACTN - NH; (SEQ
ID NO: 2). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich vycho-
diskovych materidlov podFa vieobecného opisu syntézy. Pepid sa potom cykli-
zoval oxidéaciou pomocu I,. Peptid sa rozpustil v kyseline octovej/metanole
(1:4) a pridalo sa 0,1 M I; v metanole. Cistota sa stanovila analyzou HPLC a

Struktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmotnostnou spektrometriou
(LDI-MS).
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Cistota (HPLC): viac nez 97 % (menej ako 1 % jednotlivej ne&istoty)
Mélova hmotnost (vol'na baza): 2746,2

PRIKLAD 2

Priprava FVIPRLEPWNIHPGSQPNITACTN -NH; (SEQ ID NO:
3). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich vychodiskovych
materidlov podla vieobecného opisu syntézy. Cistota sa stanovila analyzou

HPLC a Struktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmotnostnou spektro-
metriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 97 % (menej ako 1 % jednotlivej netistoty)
Moélova hmotnost’ (vol'nd béza): 2538,0

PRIKLAD 3

Priprava YLLFLTKGLGISGGGYNIGCitKKRCitQIL G- NH;
(SEQ ID NO: 5). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajucich
~ vychodiskovych materidlov podla vieobecného opisu syntézy. Cistota sa stano-
vila analyzou HPLC a §truktura sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmot-

nostnou spektrometriou (LDI-MS).

PRIKLAD 4

Priprava YLNIFLTRGLGISGGGYNIGCitKKRCitQIC G - NH;
(SEQ ID NO: 6). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich
vychodiskovych materidlov podl'a v§eobecného opisu syntézy. Cistota sa stano-
vila analyzou HPLC a S§truktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmot-

nostnou spektrometriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 97 % (menej ako 1 % jednotlivej necistoty)
Mélova hmotnost’ (vol'na béaza): 3097,7
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PRIKLAD 5

Priprava RILSTYLGRISGGGWLSAEPVPLQLPPL-NH,
(SEQ ID NO: 8). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajucich
vychodiskovych materidlov podl'a vieobecného opisu syntézy. Cistota sa stano-
vila analyzou HPLC a Struktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmot-

nostnou spektrometriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 97 % (menej ako 1 % jednotlivej neéistoty)
Moélova hmotnost' (volna baza): 2990,6

PRIKLAD 6

PripravaRILSTYLGRISGGGYLSAEPVPLQLPPL-NHZ
(SEQ ID NO: 9). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich-
vychodiskovych materidlov podl'a vieobecného opisu syntézy. Cistota sa stano-
vila analyzou HPLC a Struktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmot-

nostnou spektrometriou (LDI-MS).

PRIKLAD 7

PripravaKLVGFPVKPQVPGGGRLLCitPNlTYKAA-NI-h
(SEQ ID NO: 11). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich
vychodiskovych materidlov podla vieobecného opisu syntézy. Cistota sa stano-
vila analyzou HPLC a Struktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmot-

nostnou spektrometriou (LDI-MS).

PRIKLAD 8

Pn’pravaRLVGFPVKPQVPGGGRLLRPLTYKAA-NHz(SEQ
[D NO: 12). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajtcich vycho-

diskovych materidlov podla vieobecného opisu syntézy. Cistota sa stanovila a-
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nalyzou HPLC a S$truktira sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmotnostnou
spektrometriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 97 % (menej ako 1 % jednotlivej neéistoty)
Molova hmotnost (vol'nd baza): 2790,4

Molekulovy vzorec: C |30H217039N29

PRIKLAD 9
Dimerizacia pomocou disulfidického mostika.

Sekvencie peptidov z prikladu 2 sa spojili oxidaénym krokom za vzniku dipep-
tidu, v ktorom cysteinové zvysky tvoria disulfidicky mostik. Mostik sa vytvoril

jednym z dvoch sposobov:

A) Oxidéacia pomocou I,. Peptidy (rovnaké mnoZstva, ak si rézne) sa rozpustia
v kyseline octovej/metanole (1:4) a pridd sa 0,1 M I, v metanole za vzniku

zmesi homodiméru,
alebo

B) Oxidacia pomocou [Cys(Spy)**]-SEQ ID NO: 3. 2,3 mM peptidu SEQ ID
NO: 3 rozpusteného v 2 M AcOH (aq) a 2-propanolu (1:1) sa nechaju reagovat
s 2,2-ditiodipyridinom (3 ekv), priom sa ziska [Cys(Spy)**]-SEQ ID NO: 3.
[Cys(Spy)??]-SEQ ID NO: 3 sa rozpusti v 10 mM NH,Oac (aq pH=6,5) a meta-
nole (5:2), priCom sa ziska dimér SEQ ID NO: 13.

Cistota vysledného diméru sa uréuje analyzou HPLC a §truktira sa potvrdzuje

analyzou aminokyselin a hmotnostnou spektrometriou (LDI-MS).

PRIKLAD 10

Priprava FVIHRLEPWLHPGSQHNITASTN-NH, (SEQ ID NO:

14). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich vychodisko-
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vych materidlov podla viecobecného opisu syntézy. Cistota sa stanovila analy-
zou HPLC a Struktura sa potvrdila analyzou aminokyselin a hmotnostnou spek-
trometriou (LDI-MS). |

Cistota (HPLC): viac nez 98 % (menej ako 1 % jednotlivej nedistoty)
Molova hmotnost’ (vol'na baza): 2540,2

PRIKLAD 11

Priprava RLVGFPVKPQVPGLLRPLTYKAA-NH; (SEQ ID
NO: 15). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpovedajicich vychodis-
kovych materidlov podla vseobecného opisu syntézy. Cistota sa stanovila ana-
lyzou HPLC a Struktira sa potvrdila analyzou. aminokyselin a hmotnostnou
spektromefriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 99 % (menej ako 1 % jednotlivej nedistoty)
Moélova hmotnost’ (voln4 baza): 2520,3

PRIKLAD 12 - REFERENCNY PRIKLAD

Priprava prirodzenej sekvencie tatl; MESVDPRLEPWKHPGS QPK
T ACTN - NH; (SEQ ID NO: 16). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo
zodpovedajucich vychodiskovych materiadlov podla vieobecného opisu syntézy.
Cistota sa stanovila analyzou HPLC a Struktira sa potvrdila analyzou aminoky-

selin a hmotnostnou spektrometriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 97 % (menej ako 1 % jednotlivej neéistoty)

Mélovd hmotnost (volna baza): 2708,1

PRIKLAD 13 - REFERENCNY PRIKLAD

Priprava prirodzenej sekvencie tat2; Q VCFITKGLGISYGRKK R R
Q RR R - NH; (SEQ ID NO: 17). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo
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zodpovedajicich vychodiskovych materidlov podla v§eobecného opisu syntézy.
Cistota sa stanovila analyzou HPLC a $truktira sa potvrdila analyzou aminoky-

selin a hmotnostnou spektrometriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 94 %
Moélova hmotnost (volna baza): 2806,4

PRiKLAD 14 - REFERENCNY PRIKLAD

Priprava prirodzenej sekvencie Nef; EEVGFPVRPQVPLRPMTYK
A A - NH; (SEQ ID NO: 18). Peptid sa syntetizoval vo forme amidu zo zodpo-
vedajucich vychodiskovych materidlov podl'a vieobecného opisu syntézy. Cis-
tota sa stanovila analyzou HPLC a Struktura sa potvrdila analyzou aminokyse-

lin a hmotnostnou spektrometriou (LDI-MS).

Cistota (HPLC): viac nez 95 %
Mélova hmotnost (volnéd baza): 2384,8

PRIKLAD 15

Pripravi sa vakcina obsahujuca peptidy SEQ ID NO: 3 a 12. Lyofilizované
peptidy sa rozpustia v sterilnej vode na vysledni koncentrdciu 4 mg/ml. Pri-
pravi sa tieZ preparat faktoru stimulujiceho granulocytovo-makrofigové kol6-
nie (GM-CSF) podla ndavodu na pouzitie vyrobcu s vyslednou koncentraciou
0,3 mg/ml. Tieto dva roztoky sa podavajt intrakutanne. Typicka injek&na davka
je 100 pl.

PRIKLAD 16

Pripravi sa vakcina obsahujica peptidy SEQ ID NOS: 14 a 15. Lyofilizované
peptidy sa rozpustia v sterilnej vode na vysledni koncentraciu 4 mg/ml. Pri-

pravi sa tieZ preparat faktoru stimulujiceho granulocytovo-makrofagové kold-
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nie (GM-CSF) podla navodu na pouzitie vyrobcu s vyslednou koncentraciou
0,3 mg/ml. Tieto dva roztoky sa poddvaji intrakutanne. Typické injekéna davka
je 100 pl.

PRIKLAD 17

Roztok alebo suspenzia antigénu sa zmieSa s rovnakymi mnoZstvami Freundov-
ho adjuvantu od Behringa, Uplného alebo neaplného, a potom sa jemne emul-
guje natiahnutim do injeké&nej striekacky a raznym vytlaéenim z nej, alebo ho-
mogenizitorom. Emulzia by mala ostat’ stabilna aspoii 30 minut. Emulzie anti-

gén-adjuvant je najlepSie podavat’ injek&ne subkutanne ako depot.

PRIKLAD 18
Imunologicka skuSka na detekciu protilatok vyvolanych HIV-1

Cinidla s magnetickymi ¢asticami sa pripravia podla protokolu odpori-
taného vyrobcom. Dynal AS je vyrobcom Dynabeads, ktoré sa pouzili. Magne-
tické Castice pokryté ligandom sa nazyvaji Cinidlo 1. Peptid podla tohto vy-
nalezu je kovalentne naviazany na predaktivovany povrch magnetickych &astic.
Je tieZ moZné absorbovat’ peptid fyzikédlne na povrchu magnetickych gastic.
Koncentrécia &astic v Cinidle 1 je v rozsahu od 1 mg/ml do 15 mg/ml. Velkost
Castic sa meni v rozsahu 0,2 um aZ 15 pm. Koncentracia peptidov je v rozsahu

od 0,01 mg/mg Castic do 1 mg/mg &astic.

Antihuméannou Ig alkalickou fosfatdizou (AP) konjugované protilatkové
¢inidlo sa pripravi podl'a odporaganého protokolu Dako AS. Tento protokol je

Standardnym postupom v tomto odbore. Toto ¢inidlo sa nazyva Cinidlo 2.

Roztok substratu fenolftaleinmonofosfatu sa pripravi podla odporacané-
ho protokolu Fluka AG. Tento protokol je $tandardnym postupom v tomto od-

bore. Roztok substratu sa nazyva Cinidlo 3.
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PouzZity premyvaci a inkubacny tlmivy roztok je Standardny tlmivy roztok
0,05 M tris-zdsady s nasledujicimi pridavnymi zliéeninami: Tween 20 (0,01%

az 0,1%), glycerol (0,1% az 10%) a chlorid sodny (0,2% az 0,1%).

Postup ski3ky zahfiia inkubaény krok, v ktorom sa v kazdej jamke zmie3a
1 kvapka Cinidla 1 s 2 kvapkami premyvacieho tlmivého roztoku. Po zmiesani
sa pridd 30 pl vzorky a roztok sa inkubuje 5 minit. Magnetické Castice sa m6zu
magnetom zachytit’ a kvapalina sa mdzZe odstranit, po ¢om sa magnet oddiali.
Potom sa jamky vypléchnu dvakrat 4 kvapkami premyvacieho roztoku, po ¢om
nasleduje inkubacia Cinidlom 2. Prida sa 1 kvapka Cinidla 2 s 2 kvapkami
premyvacieho tlmivého roztoku a roztok sa inkubuje 5 minat. Magnetické &as-
tice sa mdéZu magnetom zachytit a kvapalina sa mdZe odstranit, po ¢om sa
magnet oddiali. Potom sa premyvaci krok opakuje a nasleduje inkubacia s Ci-
nidlom 3. Do kadej jamky sa pridaju 2 kvapky Cinidla 3 a roztok sa inkubuje
3 minaty. Vysledky sa mo6Zu od¢itat’ oproti bielemu pozadiu. Pozitivne vysled-
ky su Cervené (3+ = syto Cervené), kym negativne vysledky su jasne svetloZl-

té/svetlohnedé roztoky, aké sa ziskaju pri negativnej kontrole.

PRIKLAD 19
Terapeuticka a profylakticka vakcina

Asponi jeden z peptidov podl'a tohto vynalezu vybraty zo skupiny sekven-
cii SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 alebo SEQ ID NO: 10 mdze
tvorit’ antigény a predstavovat aktivnu zlozku profylaktickej alebo terapeutic-
kej vakciny urCenej na to, aby poskytovala ochranu proti virusu Pudskej imu-
nitnej nedostatofnosti typu I (HIV-1). Vakcina mdze obsahovat zliceniny, kto-
ré maju priaznivé G€inky pri ochrane alebo stimulacii imunitného systému hos-
titel'a (¢loveka alebo iného Zivocéicha-stavovca), napriklad interleukiny, interfe-
rony, rastové faktory granulocytov-makrofagov, hematopoetické rastové fakto-
ry a podobne. Vakciny d’'alej vyhodne obsahuji adjuvant alebo vehikulum, vy-
hodnéj§ie je adjuvantom alebo vehikulom monofosforyllipid A (MPL ®), pri-

padne s alumom, Freundov adjuvant (iplny alebo neluplny) alebo hydroxid hli-
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nity. Optiméalne mnoZstvo adjuvantu/vehikula bude zavisiet od vybratého typu

(typov).

Peptidy podl'a tohto vynalezu by sa mohli modifikovat C-koncovou adi-
ciou jednoduchej mastnej kyseliny, ako je jednoduchy palmitoylovy refazec, za
vzniku lipopeptidovej vakciny. Lipopeptidy sa mézu dalej zaviest do lipozo-
movych membran metédou cyklov zmrazenia a roztopenia, &im sa ziskaji lipo-

zémy, ktoré majd na svojom povrchu peptidové ligandy.

Preparat peptidu alebo vakciny sa pred uskladnenim méze lyofilizovat.
Lyofilizované peptidy sa mdzZu rozpustit' v sterilnej vode na kone&nd koncen-
traciu 0,1 - 100 mg/ml. Vakcina sa méze skladovat vyhodne pri nizkej teplote,
v ampulach obsahujicich jednu alebo viac jednotkovych davok pouzitenych
bez lpravy. Typickéd jednotkova dévka peptidu podla tohto vynélezu je v roz-
medzi koncentracii: 0,05 pg - 1 mg na kg telesnej hmotnosti, vyhodne 0,15 pg -
0,15 mg na kg telesnej hmotnosti. Osoby s praxou v problematike ocenia, Ze
vhodna davka bude zdvisiet na telesnej hmotnosti pacienta, na type ochorenia,
zdvaznosti stavu, sposobu poddvania a niektorych d’aliich faktoroch. Ked sa
pouZiva vakcina ako terapeutickd, méZe sa podat az dvanastkrat, injek&ne. Za
tym m6Zu nasledovat’ aj d’al3ie davky injekcii a v niektorych pripadoch sa mbze
pokralovat’ poCas celého Zivota pacientov. Pri priprave injek&ného roztoku sa
peptidy rozpustia v sterilnej vode na vyslednu koncentraciu 1 mg/ml peptidu.
Typicky objem injekcie je 100 pl az 200 pl (2x100 pl). Peptid sa vyhodne po-
dédva spolu s vhodnym adjuvantom a/alebo s rastovym faktorom granulocytov-
makrofagov, napriklad s pripravkom Leucomax® «Shering Plough» priprave-
nym v koncentratnom rozsahu od 0,1 mg/ml do 1 mg/ml alebo podla navodov
na pouZitie od ich vyrobcov. Obzvla3tf vyhodnou je kombinovana terapia, kde
sa tieto peptidy podavaja spolu s peptidmi, ktoré si opisané v publikovane;
medzinarodnej prihla¥ke patentu ¢. PCT/NO00/00075 a/alebo v spolo&ne pre-
jedndvanej prihldske nérskeho patentu &. 20004413. Tieto peptidy sa mdZu po-
ddvat' sicasne alebo po sebe. Vhodnym spdsobom podania méze byt intraku-
tanne, subkutdnne, intravendzne, peroralne, intramuskularne, intranazalne, mu-
kozédlne alebo inou vhodnou cestou. Na udrzanie ochranného uéinku sa mdze

vyZadovat’ opakované podavanie. Pre odbornikov v problematike bude zrejmé,
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ze vakcinové kompozicie podla tohto vynalezu st prospe$né nielen v prevencii

infekcie, ale aj pri lie¢be infekcie.

Ziadne toxické uéinky peptidov podlPa tohto vynalezu sa nepozorovali,

ked sa podali injek&ne mySiam v davke 100 pg na kg telesnej hmotnosti.

Vy3Sie uvedené priklady si mienené len ako ilustrdcia vynédlezu. Musi to
byt chidpané tak, Ze osoba s praxou v problematike mdZe modifikovat’ tu opisa-
né peptidy, antigény a vakciny tak, Ze sa neodchylia od zmyslu a z rdmca tohto

vynélezu, ako je uvedené v narokoch.
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ZOZNAM SEKVENCII

(1) VSEOBECNE INFORMACIE:

(i) PRIHLASOVATEL:
(A) MENO: Bionor Immuno AS
(B) ULICA: Stremdalsjordet 4, P.O.Box 1893 Guiset
(C) MESTO: 3703 Skien

(E) STAT: Noérsko

(F) POSTOVY KOD (ZIP): N-3705
(G) TELEFON: +47 35 50 57 50
(H) TELEFAX: + 47 3550 57 01

(i) POVODCA:
(A) MENO : Birger Sgrensen
(B) ULICA : Meierlia 3
(C) MESTO : 3727 Skien
(D) STAT: Nérsko

(i) NAZOV VYNALEZU: Regulaéné a pomocné peptidy HIV, antigény, vakcinové
kompozicie, stprava na imunologicku skusku a spdsob detekcie protilatok vyvolanych HIV.

(i) POCET SEKVENCIi: 18

(iv) POCITACOVA CITACIA FORMA:

(A) TYP MEDIA: Floppy disk

(B) POCITAC: IBM Kompatibilny
(C) OPERACNY SYSTEM: Windows 2000
(D) SOFTWARE: Word 7.0

(v) UDAJE O SUCASNEJ PRIHLASKE:
CISLO PRIHLASKY:

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO:1:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 22-24 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(i) HYPOTETICKA: Nie
(v) TYP FRAGMENTU : vnitomy
(iX) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 1
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 1 je Met, Ser, Cys alebo ni¢



ix) ZNAKY:

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 2

(D) DALSIE INFORMACIE; /poznamka =" Xaa v polohe 2 je Glu, Asp, Val, Ser alebo
nié

ix) ZNAKY:

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 3

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 3 je Ser, GIn, Pro, Leu, Val,
Ala, Trp, Tyr alebo Phe

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 4
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 4 je Val alebo lle

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 5
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 5 je Asp, Asn alebo lle

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 6
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 6 je Pro, His alebo Ala

ix) ZNAKY:

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 7

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " Xaa v polche 7 je Arg, Asn, Ser, Lys, Glu
alebo Asp

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 12
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 12 je Leu, lle alebo Nle

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 15
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 15 je Gly alebo Pro

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 16
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 16 je Ser, Asn alebo Ala

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 17

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 17 je Gln, Lys alebo Thr

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
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(B) UMIESTNENIE: 18
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka =" Xaa v polohe 18 je Pro alebo His

ix) ZNAKY: .

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 19

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 19 je Lys, Thr, Ser, Ala, Arg,
Pro, Glu, Leu, lle alebo Nle

ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 20
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " Xaa v polohe 20 je Thr, Ala, alebo lle

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 21
(D) DALSIE INFORMACIE: /pozndmka = " Xaa v polohe 21 je Ala, Pro, Asp alebo Val

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 22
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 22 je Cys alebo Ser

ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 23
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 23 je Thr, Asn alebo Ser

ix) ZNAKY: )

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 24

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 24 je Asn, Lys, Arg, GIn, Ala,
Pro alebo Thr

ix) ZNAKY: )

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 1

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Cys v polohe 1 mdZe tvorit Cast
disulfidického mostika

ix) ZNAKY: .

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 22

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Cys v polohe 22 moze tvorit ¢ast
disulfidického mostika

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 1:

Xaa, Xaap Xaa; Xaa, Xaas Xaas Xaay Leu Glu Pro Trp Xaas, His Pro Xaays Xaais Xaayr
1 5 10 15

Xaass Xaaig Xaay Xaay, Xaag; Xaags Xaas
20



(2) INFORMACIE O SEQ ID NO:2:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 24 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iiiy HYPOTETICKA: Nie
ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 1...22
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka =" Cys v polohe 1 a 22 mdze tvorit Cast
vnutroretazcového disulfidického mostika

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ IDNO: 2:

Cys Ser Trp Val Asn Pro Arg Leu Glu Pro Trp Nle His Pro Gly Ser Gin His Nle Thr
1 5 10 15 20

Ala Cys Thr Asn

(2) INFORMACIE O SEQIDNO: 3:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 22 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(iiy TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 3 :

Phe Val lle Pro Arg Leu Glu Pro Trp Nle His Pro Gly Ser Gin Pro Nle Thr Ala Cys
1 5 10 15 20

Thr Asn

(2) INFORMACIE O SEQID NO: 4:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 24-27 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje



(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iiiy HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: )

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 1

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 1 je Pro, lle, Leu, Thr, Tyr
alebo Val

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 2
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 2 je Val, Ala Cys, Leu,

ix) ZNAKY:

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 3

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 3 je Cys, lle, Leu, Val alebo
Nle

ix) ZNAKY: N
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 5
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 5 je lle, Leu, Gin, Met alebo

Thr

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 6
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 6 je Thr, Asn, Lys alebo Arg

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 7
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 7 je Lys, Arg alebo Gin

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 8
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 8 je Gly alebo Ala

ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 9
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 9 je Leu alebo lle

ix) ZNAKY"
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 10
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka =" Xaa v polohe 10 je Gly, Ser alebo Ala

ix) ZNAKY:
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4

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 11
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka =" Xaa v polohe 11 je lle alebo Gly

ix) ZNAKY: ]
(A) MENO/KEUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 12
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 12 je Ser, Phe alebo Tyr

ix) ZNAKY: N
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: Xag; vioZzeny pred polohou 14
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa; vioZeny pred polohou 14 je Leu, lle,

Nle

ix) ZNAKY: )

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 15

(D) DALSIE INFORMACIE: /pozndmka = " Xaa v polohe 15 je Arg, Lys, Ser alebo
Citrulin

ix) ZNAKY: ]
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 19
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 19 je Arg, Lys, Ser, Gly alebo

Citrutin

ix) ZNAKY: ]
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 20
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 20 je GIn, Arg alebo Pro

iX) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 21
(D) DALSIE INFORMACIE: /pozndamka =" Xaa v polohe 21 je lle alebo leu

ix) ZNAKY: .

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 22

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 22 je Gly, Leu, lle, Cys alebo
ni¢
ix) ZNAKY: -

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 23

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 23 je Gly alebo ni¢
ix) ZNAKY: .

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 12..13
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " pripadne viozeny spoj —Z-

ix) ZNAKY:
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(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 2, 32 22

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Cys v polohach 2, 3 a 22 mé3e tvorit &ast
disulfidického mostika

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 4:

Xaaq Xaa, Xaa; Phe Xaas Xaag Xaa; Xaag Xaag Xaas Xaaq Xaa,; -Z- Tyr Xaa, Gly
1 5 10 15

Xaass Lys Lys Arg Xaayg Xaayy Xaay( Xaaz Xaays
20

(2) INFORMACIE O SEQIDNO:5:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 27 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(i) HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: ,
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 12..13
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " viozeny Gly-mostik 3 zvyskov

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 5:

Tyr Leu Leu Phe Leu Thr Lys Gly Leu GCly lle Ser Gly Gly Gly Tyr Nle Gly Cit Lys Lys
1 5 10 15 20
Arg Cit GIn lle Leu Gly
25

(2) INFORMACIE O SEQIDNO: 6

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 28 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY:: peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie
ix) ZNAKY: ,
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 12..13
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " viozeny Gly-mostik 3 zvyskov



ixX) ZNAKY:

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 27

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznéamka =" Cys v polohe 27 mdze tvorit Cast
disulfidického mostika

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 6:

Tyr Leu Nle Phe Leu Thr Arg Gly Leu Gly lle Ser Gly Gly Gly Tyr Nle Gly Cit Lys Lys
1 5 10 15 20

Arg Cit Gin lle Cys Gly
25

(2) INFORMACIE O SEQIDNO:7:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 25-28 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: -
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 1
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 1 je Phe, Tyr, Trp alebo Arg

ix) ZNAKY: N

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 4

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 4 je Gly, Ser, Asn, Asp, Cys,
Val, Thr, Ala, alebo Arg

i) ZNAKY: N

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 5

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 5 je Thr, Ala, Asp, Asn alebo
Ser

ix) ZNAKY: .

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 6

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 6 je Tyr, Cys, Phe, Arg, His,
Ser, Val alebo Leu

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 10

(D) DALSIE INFORMACIE: /pozndmka = " Xaa v polohe 10 je Ser, Pro, Phe, Leu
alebo lle



ix) ZNAKY: .

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 11

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 11 je Ala, Thr, Glu, GIn, Val,
Pro alebo Ser

ix) ZNAKY:

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 12

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 12 je Glu, Lys, Gln, Asp, Asn,
Tyr, Trp alebo Phe

ix) ZNAKY: N
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: Xaa, vloZeny za polohou 13
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa; viozeny za polohou 13 je Ser, Pro,

Phe, Leu alebo lle

ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: Xaa; viozeny pred polohou 14
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " Xaa viozeny pred polohou 14 je Ala, Thr,

Glu, GIn, Val, Pro, alebo Ser

ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 14
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 14 je Glu, Lys, GIn, Asp alebo
Asn _

iX) ZNAKY: o
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 15
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 15 je Pro, Ser, Ala alebo Asn

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 16
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 16 je Val, Asn, Gly alebo Pro

ix) ZNAKY: )

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 17

(D) DALSIE INFORMACIE: fpoznamka = " Xaa v polohe 17 je Pro, Gin, His, Ser, Leu,
Arg, Thr, Asp alebo lie

iX) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 18
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 18 je Leu Phe alebo Val

ix) ZNAKY:
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(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 19

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 18 je GIn, Leu, Pro, His, Asp
alebo Glu

ix) ZNAKY: -
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 11..12
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " pripadne viozeny spoj —2-

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 4
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Cys v polohe 4 a 6 méze tvorit Gast
disulfidického mostika

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 7 :

Xaa, |le Leu Xaa, Xaas Xaag Leu Gly Arg Xaa o Xaay —2- Xaas; Leus; Xaa; Xaa, Xaaye

1 5 10 15
Xaaqs Xaaqs Xaaq7 Xaas Xaasg Leu Pro Pro Leu
20 25

(2) INFORMACIE O SEQIDNO: 8:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 28 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(i) HYPOTETICKA: Nie
ix) ZNAKY: o
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 11..12
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " viozeny [Gly}, mostik, kde n = 3
(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 8

Arg lle Leu Ser Thr Tyr Leu Gly Arg lle Ser Gly Gly Gly Trp Leu Ser Ala Glu Pro Val
1 5 10 15 20

Pro Leu GIn Leu Pro Pro Leu
25

INFORMACIEO SEQIDNO: 9:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 28 aminokyselin



(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iiiy HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: B
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 11..12
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " vlozeny [Gly], mostik, kde n = 3

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQID NO: 9:

Arg lle-Leu Ser Thr Tyr Leu Gly Arg lle Ser Gly Gly Gly Tyr Leu Ser Ala Glu Pro Val
1 5 10 15 20
Pro Leu GIn Leu Pro Pro Leu
25

(2) INFORMACIE O SEQID NO: 10

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 22-29 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iiiy HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: _
(A) MENO/KLLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 1
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 1 je Lys alebo Arg

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 5
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 5 je Phe alebo Leu

ix) ZNAKY: '
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 7
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 7 je lle alebo Val

ix) ZNAKY: ,
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 8



(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 8 je Thr, Arg, Lys, Ala alebo
Met

ix) ZNAKY: ,
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 10
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " Xaa v polohe 10 je GIn alebo His

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 11
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 11 je Val, Leu alebo lle

ix) ZNAKY: ]
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: Xaa; vioZzeny pred polohou 13 .
(D) DALSIE INFORMACIE: /pozndmka = " Leu je vioZeny pred polohou 13

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 13
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 13 je Leu, Val alebo Thr

ix) ZNAKY: o
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 14
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 14 je Arg alebo Cit

X) ZNAKY: ]

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 16

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznédmka = " Xaa v polohe 16 je Met, Val, lle, Leu alebo
Nie

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 17
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 17 je Thr alebo Asp

ix) ZNAKY: 5
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 18
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 18 je Tyr, Phe alebo Arg

ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 19

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " Xaa v polohe 19 je Lys alebo Arg



ix) ZNAKY: .
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 20
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " Xaa v polohe 20 je Ala, Gly, Ser, Glu alebo

Gln

ix) ZNAKY:
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(B) UMIESTNENIE: 21
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznémka = " Xaa v polohe 21 je Ala, Ser alebo Val

ix) ZNAKY: ]

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: 12...(LeuXaa;3)

(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka = " pripadne spoj —Z- a/alebo [Arg], mostik je
vloZzeny medzi Xaa,; a (Leu; Xaa,3), kde m je 0,1, 2 alebo 3.

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 10:

Xaa, Leu Val Gly Xaas Pro Xaa; Xaag Pro Xaajg Xaa; Pro ~Z- [Arg]n, Leu; Xaay3

1 5 10
Xaaq4 Pro Xaa.e Xaa17 Xaa1s Xaa19 xaazo Xaay
15 20

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 11 :

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 26 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(ii)) TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(C) UMIESTNENIE: 12...(LeuXaays....)
(D) DALSIE INFORMACIE: /poznamka =" spoj —Z- je [Gly], kde n je 3 a [Arg]m kde m
je1.

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 11 :

Lys Leu Val Gly Phe Pro Val Lys Pro Gin Val Pro Gly Gly Gly Arg Leu Leu Cit Pro Nle
1 5 10 15 20
Thr Tyr Lys Ala Ala
25



(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 12

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 26 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: jednoduchy
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
iy HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: )
(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto
(E) UMIESTNENIE: 12...(LeuXaaqs)
(F) DALSIE INFORMACIE: /poznamka =" spoj—Z- je [Gly], kde n je 3 a [Arg], kde
mije 1.

(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 12

Arg Leu Val Gly Phe Pro Val Lys Pro GIn Val Pro Gly Gly Gly Arg Leu Leu Arg Pro Leu
1 5 10 15 20
Thr Tyr Lys Ala Ala
25

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 13:

() CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 44 aminokyselin
(B) TYP. aminokyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: diméricky peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie

ix) ZNAKY: )

(A) MENO/KLUC: Modifikované miesto

(B) UMIESTNENIE: disulfidické vézba medzi polohou 20 v SEQ ID NO : 3 a polohou
20vSEQIDNO:3

(2) INFORMACIE O SEQID NO: 14:

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 22 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: dvajity
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid



(iiiy HYPOTETICKA: Nie
(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 14 :

Phe Val lle His Arg Leu Glu Pro Trp Leu His Pro Gly Ser GIn His Nle Thr Ala Ser Thr Asn
1 5 10 15 20

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 15 :

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 23 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie
(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 15:
):\rg Leu Val Gly Pshe Pro Val Lys Pro GIn Val Pro Gly Leu Leu Arg Pro Leu Thr Tyr Lys Ala

10 15 20
Ala

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 16 :

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 24 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: obidvoje

(i) TYP MOLEKULY: peptid
(i) HYPOTETICKA: Nie, tat1 prirodzena sekvencia
(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 16 :

Met Glu Ser Val Asp Pro Arg Leu Glu Pro Trp Lys His Pro Gly Ser Gin Pro Lys Thr Ala Cys
1 5 10 15 20

Thr Asn

(2) INFORMACIE O SEQ ID NO: 17 :

(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 23 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: dvojity
(D) TOPOLOGIA: obidvoje



Y
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(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(i) HYPOTETICKA: Nie, tat2 prirodzena sekvencia
(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 17 :
GIn Val Cys Phe lle Thr Lys Gly Leu Gly lle Ser Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg GIn Arg Arg Arg
1 5 10 15 20
(2) INFORMACIE O SEQID NO: 18:
(i) CHARAKTERISTIKY SEKVENCIE:
(A) DLZKA: 21 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) RETAZEC: dvajity
(D) TOPOLOGIA: obidvoje
(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(iii) HYPOTETICKA: Nie, prirodzena Nef sekvencia
(xi) OPIS SEKVENCIE: SEQ ID NO: 18:

Glu Glu Val Gly Phe Pro Val Arg Pro GIn Val Pro Leu Arg Pro Met Thr Tyr Lys Ala Ala
1 5 10 21
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PATENTOVE NAROKY

Peptid odvodeny od regulaéného a pomocného proteinu HIV-1 vyznaéu-
juci sa tym, Ze zahfiia aspofi jednu sekvenciu aminokyselin, ktora v po-
rovnani s prirodzenou sekvenciou obsahuje modifikacie a je vybrata z

nasledujucich skupin sekvencii aminokyselin:

Xaa; Xaa; Xaaz Xaas Xaas Xaas Xaa; Leu Glu Pro Trp Xaa,;; His Pro
Xaa;s Xaa)s Xaay7 Xaa;g Xaag Xaayg Xaay; Xaazy Xaaz; Xaaas (SEQ ID
NO: 1),

kde aminokyseliny retazca maji nasledujici vyznam;
Xaa v polohe 1 derivétu peptidu je Met, Ser, Cys alebo nig,
Xaa v polohe 2 je Glu, Asp, Val, Ser alebo nig,

Xaa v polohe 3 je Trp, Tyr alebo Phe,

Xaa v polohe 4 je Val alebo Ile,

Xaa v polohe 5 je Ile,

Xaa v polohe 6 je Pro, His alebo Ala,

Xaa v polohe 7 je Arg, Asn, Ser, Lys, Glu alebo Asp,
Xaa v polohe 12 je Leu, Ile alebo Nle,

Xaa v polohe 15 je Gly alebo Pro,

Xaa v polohe 16 je Ser, Asn alebo Ala,

Xaa v polohe 17 je Gln, Lys alebo Thr,

Xaa v polohe 18 je Pro alebo His,

Xaa v polohe 19 je Leu, Ile alebo Nle,
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Xaa v polohe 20 je Thr, Ala alebo Ile,

Xaa v polohe 21 je Ala, Pro, Asp alebo Val,

Xaa v polohe 22 je Cys alebo Ser,

Xaa v polohe 23 je Thr, Asn alebo Ser,

Xaa v polohe 24 je Asn, Lys, Arg, Gln, Ala, Pro alebo Thr,

peptid obsahuje asponi Sest po sebe idicich aminokyselin sekvencie

SEQ ID NO: 1,

Xaa; Xaa; Xaa3 Phe Xaas Xaag Xaa; Xaag Xaag Xaajp Xaa;) Xaajz -Z- Tyr
Xaa; Gly Xaa s Lys Lys Arg Xaa;g Xaa;g Xaay; Xaap; Xaazs (SEQ ID NO:
4),

kde aminokyseliny retazca maju nasledujici vyznam;
Xaa v polohe 1 je Pro, Ile, Leu, Thr, Tyr alebo Val,
Xaa v polohe 2 je Val, Ala, Cys, Leu,

Xaa v polohe 3 je Cys, Ile, Leu, Val alebo Nle,
Xaa v polohe 5 je Ile, Leu, Gln, Met alebo Thr,
Xaa v polohe 6 je Thr, Asn, Lys alebo Arg,

Xaa v polohe 7 je Lys, Arg alebo Gln,

Xaa v polohe 8 je Gly alebo Ala,

Xaa v polohe 9 je Leu alebo Ile,

Xaa v polohe 10 je Gly, Ser alebo Ala,

j-Xaa v polohe 11 je Ile alebo Gly,

'Xaa v polohe 12 je Ser, Phe alebo Tyr,



Y3
£74

Xaa; vlozena pred polohou 14 je Leu, Ile, Nle,

Xaa v polohe 15 je Arg, Lys, Ser alebo citrulin (Cit),
Xaa v polohe 19 je Arg, Lys, Ser, Gly alebo Cit,

Xaa v polohe 20 je Gln, Arg alebo Pro,

Xaa v polohe 21 je Ile alebo Leu,

Xaa v polohe 22 je Gly, Leu, Ile, Cys alebo nig,

Xaa v polohe 23 je Gly alebo nig,

kde sekvencia SEQ ID NO: 4 obsahuje aspofi §est po sebe idlcich ami-
nokyselin, -Z- je moZny spoj a predstavuje PEG, modifikovany PEG
a/alebo [Gly],, v ktorom n = 1, 2 alebo 3,

Xaa, Ile Leu Xaas Xaas Xaag Leu Gly Arg Xaa;p Xaa); -Z- Xaa,; Leu;;
Xaa; Xaa; Xaay4 Xaa)s Xaa ¢ Xaay; Xaa,g Xaajg Leu Pro _Pro Leu (SEQ ID
NO: 7),

kde Xaa v polohe 1 je Phe, Tyr, Trp alebo Arg,

Xaa v polohe 4 je Gly, Ser, Asn, Asp, Cys, Val, Thr, Ala alebo Arg,
Xaa v polohe 5 je Thr, Ala, Asp, Asn alebo Ser,

Xaa v polohe 6 je Tyr, Cys, Phe, Arg, His, Ser, Val alebo Leu,

Xaa v polohe 10 je Ser, Pro, Phe, Leu alebo Ile,

Xaa v polohe 11 je Ala, Thr, Glu, Gln, Val, Pro alebo Ser,

Xaa v polohe 12_je G]u, Lys, Gln, Asp, Asn, Tyr, Trp alebo Phe,
Xaa; vloZena za polohou 13 je Ser, Pro, Phe, Leu aleb.o Ile,

Xaa; vloZend pred polohou 14 je Ala, Thr, Glu, Gln, Val, Pro alebo Ser,
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. Xaav polohe 14 je Glu, Lys, Gln, Asp alebo Asn,

Xaa v polohe 15 je Pro, Ser, Ala alebo Asn,

Xaa v polohe 16 je Val, Asn, Gly alebo Pro,

Xaa v polohe 17 je Pro, Gln, His, Ser, Leu, Arg, Thr, Asp alebo lle,
Xaa v polohe 18 je Leu, Phe alebo Val,

Xaa v polohe 19 je Gln, Leu, Pro, His, Asp alebo Glu,

kde sekvencia SEQ ID NO: 7 obsahuje aspoii Sest’ po sebe idicich ami-
nokyselin, spojka -Z- je dobrovolna a predstavuje PEG, modifikovany
PEG a/alebo [Gly],, v ktorom n = 1, 2 alebo 3,

Xaa; Leu Val Gly Xaas Pro Xaa; Xaag Pro Xaajo Xaa;; Pro -Z- [Arg]m
Xaa; Xaaj; Xaa4 Pro Xaa;¢ Xaa|; Xaa;3 Xaajg Xaayy Xaa;; (SEQ ID NO:
10),

kde Xaa v polohe 1 je Lys alebo Arg,

Xaa v pdlohe 5 je Phe alebo Leu,

Xaa v polohe 7 je Ile alebo Val,

Xaa v polohe 8 je Thr, Arg, Lys, Ala alebo Met,
Xaa v polohe 10 je Gln alebo His,

Xaa v polohe 11 je Val, Leu alebo Ile,

Xaa; vloZend pred polohou 13 je Leu,

IXaa v polohe 13 je Leu, Val alebo Thr,

;Xaa v polohe 14 je Arg alebo citrulin (Cit),

:Xaa v polohe 16 je Met, Val, Ile alebo Nle, Leu,
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Xaa v polohe 17 je Thr alebo Asp,
Xaa v polohe 18 je Tyr, Phe alebo Arg,
Xaa v polohe 19 je Lys alebo Arg,
Xaa v polohe 20 je Ala, Gly, Ser, Glu alebo Gln,

Xaa v polohe 21 je Ala, Ser alebo Val,

kde sekvencia SEQ ID NO: 10 obsahuje aspofi Sest’ po sebe idicich ami-
nokyselin, spojka -Z- je dobrovolnd a predstavuje PEG, modifikovany
PEG a/alebo [Gly]n, v ktorom n = 1, 2 alebo 3 a nezédvisle od njem v
[Arg]m rovné 0, 1, 2 alebo 3,

terminalnymi ukonéeniami sekvencii mdézu byt volné karboxylové skupi-

ny alebo aminoskupiny, amidy, acyly, acetyly alebo ich soli,

dva alebo viac Cys zvy$kov mdzZe tvorit ¢ast’ vnatroretazcovej alebo me-
dziretazcovej disulfidickej vizby, mostik -S-(CH;),-S- alebo -(CHa),-, v
ktorom p = 1 aZ 8, pripadne s vloZzenym jednym alebo viacerymi hetero-
atomami, ako je O, N alebo S, a/alebo si uvedené sekvencie peptidov

imobilizované na tuhom nosiéi.

Peptid podla naroku 1, vyznadujici sa tym, Ze sekvencia aminokyselin
SEQ ID NO: 1 je vybraté zo skupin SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 a SEQ
ID NO: 14.

Peptid podl'a ndroku 1, vyznacujici sa tym, Ze sekvencia aminokyselin

SEQ ID NO: 4 je vybrata zo skupin SEQ ID NO: 5 a SEQ ID NO: 6.
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Peptid podla naroku 1, vyznaéujici sa tym, Ze sekvencia aminokyselin
SEQ ID NO: 7 je vybrata zo skupin SEQ ID NO: 8 a SEQ ID NO: 9.

Peptid podla naroku 1, vyznaéujici sa tym, Ze sekvencia aminokyselin
SEQ ID NO: 10 je vybrata zo skupin SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 a
SEQ ID NO: 15.

Antigén vyznalujlci sa tym, Ze zahfiia aspofi jeden peptid podl'a niroku

1.

Antigén podla ndroku 6, vyznalujici sa tym, Ze zahfiia aspoii jeden
peptid vybraty aspoii z jednej zo skupin SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 10.

Vakcinova kompozicia, vyznaéujiica sa tym, Ze zahriia antigén podFa na-
roku 6 s farmaceuticky prijateI'nym riedidlom a pripadne s adjuvantom,
nosi¢om a/alebo vehikulom a pripadne s pridavnou imunostimulainou

latkou (latkami).

Vakcinova kompozicia podla naroku 8, vyznatujiica sa tym, Je zahfia
aspon jeden peptid vybraty aspoil z jednej zo skupin SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 10.

Vakcinova kompozicia podl'a niroku 9, vyznalujiica sa tym, Ze zahfiia

peptidy SEQ ID NO: 14 a SEQ ID NO: 15.
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Vakcinova kompozicia podla narokov 8 az 10, vyznacujica sa tym, Ze
peptidy su rozpustené v sterilnej vode a pripadnd imunostimulacnd zla-

Senina je rastovy faktor granulocytovej makrofagovej koldnie.

Vakcinovd kompozicia podla narokov 8 az 11, vyznadujica sa tym, Ze
zahffia adjuvant vybraty zo skupiny monofosforyllipid A (MPL ®),

Freundov uplny alebo neliplny adjuvant alebo hydroxid hlinity.

Vakcinova kompozicia, vyznadujica sa tym, Ze antigén podla naroku 6
> b

je vytvoreny ako lipopeptidovy a/alebo lipozémovy pripravok.

Sposob detekcie protilatok \}yvolan}?ch HIV alebo HIV-§pecifickymi
peptidmi alebo proteinmi vo vzorke telesnej tekutiny, vyznmadujici sa
tym, Ze sa na uvedenej vzorke vykona imunologicka ski3ka, v ktorej

je(su) antigén(y) vybraty(é) z peptidov podla narokov 1, 2, 3,4 a 5.

Stprava na imunologickd skasku na detekciu protilatok vyvolanych HIV
alebo HIV-§pecifickymi peptidmi alebo proteinmi vo vzorke telesnej
tekutiny, vyznalujiica sa tym, Ze diagnostickym antigénom je peptid

podla ktoréhokolvek z predchadzajacich narokov 1 aZ 5.

Protilatka vyznalujica sa tym, Ze je schopnd selektivne reagovat’ s anti-

génom z narokov 6 a 7.
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