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(57)Anotace:

Reseni se tyka syntetické biologicky aktivni molekuly pro
pripevnéni aktivni slozky k virovému proteinu 1 (VP1)
polynoma viru. Syntetické biologicky aktivni molekula je
tvorena aktivni substanci a aminokyselinovou sekvenci (A1),
odvozenou z C-terminalniho konce virového proteinu 2 (VP2)
nebo 3 (VP3) polyoma viru a aktivni substance je pfipojena

k aminokyselinové sekvenci (A1) tak, Ze aktivni substance
miiZe byt asociovana s virovym proteinem 1 (VP1) polyoma
viru prostfednictvim aminokyselinové sekvence (A1) za
tvorby strukturovaného kapsomeru, pfiéemZ aminokyselinova
sekvence (A1), pfipojend k aktivni substanci, neni 2 (VP2)
nebo 3 (VP3).



Fragmenty virového proteinu 2 nebo 3 polyoma viru pouZité pro
transport aktivnich latek

Oblast techniky
Vynalez se tykd syntetické biologicky aktivni molekuly a zplisobu

jeji pE¥ipravy.

Dosavadni stav techniky

Chen XS, Stehle T a Harrison SC (1998): Interaction of polyomavirus
internal protein VP2 with the major capsid protein VPl and
implications for participation of VP2 in viral entry, The EMBO
Journal, Sv. 17, ¢&. 12, str. 3233-3240, popisuji interakce
zodpovédné za ukotveni virovych proteind VP2 a VP3 polyoma viru
k virovému proteinu 1. Podle FfeCené publikace se ukotveni dé&je
v oblasti C termindlniho konce VP2 nebo VP3.

Patent US 4950599 uv&di, Ze polyoma virus je vhodny pro transport
aktivnich latek do bun&k. Dale je uvadéno v DE 196 18 797 Al, 3ze
kapsomer odvozeny od polyoma viru Jje vhodny pro transport
molekuldrniho materidlu do bunék.

Patent EP 0 259 149 A2 uvadi pouZiti rotavirového vnit#niho
kapsidového proteinu VP6 jako imunologické nosidové molekuly a jako
vakciny ke stimulaci imunitni odpovédi vaG&i rotavirovym infekcim.
Pri tomto spojeni jsou imunogenni peptidy navéazény k VP6
prostfednictvim interakci peptid-peptid, které nejsou definovany
v Zadném detailu. VP6 zde netvo¥i strukturdlni kapsomer, ale na
druhou stranu vykazuje odlidny strukturalni polymorfismus. VP6 je
pfitomny jako monomer nebo v oligomerni formé&. Adkoli oligomerni VP6
miZe tvorit castice, neﬁsou tyto ¢éastice kapsidami nebo kapsomery,
ale jsou nestrukturovanymi nosidovymi proteiny.

Redmond MJ et al. (1991): Rotavirus particles function as
immunological carriers for the delivery of peptides from infectious
agents and endogenous proteins. Mol Immunol 28, 269-278, popisuji
pouZiti rotavirového vnit¥niho kapsidového proteinu VP6 Jako
transportni castice. V tomto spojeni je VP6 navazén k imunogennim
peptidim  nebo proteinlm  prostfednictvim  vazebného proteinu
odvozeného od peptidové sekvence rotavirového proteinu VP4. Antigen
pfipojeny k peptidové sekvenci odvozené od VP4 je umistén wvné
transportni Castice, a proto neni chréanéna od degradace.
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GB 22 57 431 A popisuje pouZiti chimérického proteinu, ktery ije
odvozen od obalového proteinu fagu MS-2. Tento protein miZe tvorit
kapsidy. Antigenni peptidy nebo podobné sem pripojené struktury Jjsou
navazany k vnéjsku kapsidy. Spontanni  sestaveni  chimérického
proteinu b&hem exprese v E.coli sebou nese vysoké riziko kontaminace
bakteridlni DNA nebo proteind.

DE 43 35 025 Al uvaddi endosomolyticky aktivni viru podobnou ¢astici,
kterd byla modifikovana membranové aktivnimi peptidy na vn&jsim

povrchu této Castice. Priprava felené &astice je komplikovana.

Popis vynélezu

Cilem vynédlezu je odstranit nevyhody dosavadniho stavu techniky.
Zejména Je zamy3leno poskytnout Jednoduchou moZnost specifické
asociace aktivnich substanci s polyoma virem VP1.

Tento cil je dosaZen prostfednictvim charakteristik definovanych
v patentovych narocich 1, 9 a 19. Prosp&3né formy vyndlezu jsou
vysledkem charakteristik definovanych patentovymi naroky 2 aZ 8, 10
az 18 a 20 az 24.

V popisu jsou pouZivany né&sledujici definice:

Odvozend aminokyselinova sekvence: aminokyselinova sekvence, ktera
je nezménéna ve srovnani s aminokyselinovou sekvenci, z které byla
odvozena, nebo kterd se 1i3i od této sekvence vyménou, inzerci nebo
deleci aminokyselin.

C-termindlni konec: oblast C terminu.

Synteticka molekula: um&le pripravena molekula.

Pfipojeni: kovalentni nebo nekovalentni vazba. Nekovalentni vazba
miZe byt vytvofena nap¥iklad prostfednictvim chelatové vazby.

Genetické inZenyrstvi: technika, ktera zahrnuje zplsoby introdukce
definovanych nukleovych kyselin do bunék.

Ve shodé s vyndlezem je poskytnuta biologicky aktivni molekula, kde
aminokyselinovd sekvence (Al) odvozend od C-terminalniho konce
virového proteinu 2 (VP2) nebo 3 (VP3) polyoma viru je ptipojena
k aktivni substanci.



NavrZend syntetickd biologicky aktivni molekula umoZfiuje jednoduchym
zplsobem specifickou asociaci aktivnich substanci s polyoma virem
VP1. To vede k tvorbé& strukturovaného kapsomeru. Za pouZiti Fe&eného
kapsomeru Jje moiné pripravit Jjednoduchym zplsobem kapsidy 3jako
univerzalni noside pro aktvni substance.

Aminokyselinovd sekvence. (Al) obsahuje s vyhodou od 10 do 55,
pfednostné od 28 do 38 aminokyselin. Omezeni na relativn& kratkou
aminokyselinovou sekvenci sniZuje cenu a zjednoduSuje pripravu
syntetické biologicky aktivni molekuly.

Aminokyselinovd sekvence v alespofi nékterych &&stech odpovida
GCelneé aminokyselinové pozici 250 aZ 319 sekvence VP2, pfednostné&
aminckyselinové pozici 260 aZz 300 a obzvlaidté ptednostné
aminokyselinové pozici 287 aZ 297. ReCend aminokyselinova sekvence
zajistuje bezpelné ukotveni k VP1.

V syntetické biolcogicky aktivni molekule mé& aminokyselinovd sekvence
(Al) prednostné sekvenci aminokyselin uvedenou niZe:

Trp Met Leu Pro Leu Ile, Leu Gly Leu Tyr Gly

Aktivni substance Jje pfednostné navazana na aminokyselinovou
sekvenci (Al) prostfednictvim spojovaci ¢&asti. Spojovaci &&st miZe
byt tvorena alespoili Jjednou aminokyselinou, peptidem, proteinem,
lipidem a podobné&. Aktivni substance miZe byt vybrana z nasledujici
skupiny obsahujici nukleovou kyselinu, oligonukleotid, protein,
peptid, peptidickou substanci, PNA, modifikace re&enych substanci a
nizkomolekularni farmaceuticky aktivni substance. Obzvl1a3t& vhodné
Jsou takové aktivni substance, které jsou ptipojeny
k aminokyselinové sekvenci prost¥ednictvim Jedné z reaktivnich
skupin uvedenych niZe. Syntetickd biologicky aktivni molekula miZe
byt p¥itomna pfipojend k aminokyselinové sekvenci odvozené od
polyoma viru VPl a/nebo mtZe byt sloZkou léku.

Dale je ve shodé€ s vyndlezem poskytnut zptsob pZFipravy syntetické
biologicky aktivni molekuly, kterd je p¥edmdtem vyn&lezu, kteryZto
zpusob m& nadsledujici kroky:

a) poskytnuti aminokyselinové sekvence (A1) odvozené od C-
termindlniho konce virového proteinu 2 (VP2) nebo 3 (VP3)
polyoma viru s aminokyselinovou sekvenci (Al) majici spojovaci
latku a
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b) navazéni aktivni substance k aminokyselinové sekvenci  (Al)
prost¥ednictvim spojovaci latky.

Spojovaci latka mbZe mit Jjako aminokyselinu glycin, cystein nebo
glycin navézany prostfednictvim lysinu. Spojovaci latka je s vyhodou
déle, pfednostné synteticky pripravend aminokyselinovd sekvence (A2)
navazand k N- nebo C- termindalnimu konci aminokyselinové sekvence
(A1) .

Syntetickd biologicky aktivni molekula miZe byt pfipravena alespoil
CésteCné genetickym inZenyrstvim. V tomto spojeni mohou byt
aminokyselinovd sekvence (A2) a aktivni substance pripraveny
kompletné nebo Castelné genetickym inZenyrstvim. Dalsi
aminokyselinova sekvence (A2) mé& ulelné& glyciny a/nebo aminokyseliny
s funkénimi postrannimi skupinami. Funk&ni skupiny mohou byt vybréany
z néasledujicich skupin: amino, sulfhydryl, karboxyl, hydroxyl,
guanidin, fenyl, indol a imidazolovy radikal.

Spojovaci léatkou miZe byt reaktivni skupina navézanid k C- nebo N-
termindlnimu konci aminokyselinové sekvence (Al) prost¥ednictvim
aminokyseliny, pfednostn& glycinu, cysteinu nebo glycinu navazaného
prostfednictvim lysinu. Toto mlZe mit Jjednu z nésledujicich sloZek:
aminokyselinu S monobromoacetylovym radikélem, aminokyselinu
s monochloroacetylovym radikalem, aminokyselinu S 3-nitro-2-
pyridinsulfenylovym radik&lem (Npys). NavrZené reaktivni skupiny
mohou byt pouZity univerz&lné. Jsou vhodné pro ptripojeni k celé rad@
aktivnich substanci. Bylo prok&zano jako obzvla3té vyhodné, Ze vazba
aktivni substance k aminockyselinové sekvenci (Al) nebo k dalsi
aminokyselinové  sekvenci (A2) prostfednictvim thioéteru nebo
disulfidového mistku. V praxi miZe byt tento druh vazby snadno
ptipraven. PouZiti dal3ich reaktivnich skupin je samoz¥ejm& také
moZiné. Vhodnymi skupinami jsou napfiklad N-sukcinimidyl bromoacetat
nebo N-sukcinimidyl 3-(2-pyridylthio) propinat (SPDP).

Aktivni substance miZe byt navédzana k aminokyselinové sekvenci (Al)
nebo k dalsi aminokyselinové sekvenci (A2) prost¥ednictvim spojovaci
¢asti. Spojovaci Gast miZe byt tvofena alespoil jednou
aminokyselinou, peptidem, proteinem, lipidem a podobné. Dale Jje ve
shodé s vyndlezem poskytnut zplsob p¥ipravy syntetické biologicky
aktivni molekuly, kterd Jje pfedmétem vynalezu, kteryZto zpasob ma
nasledujici kroky:

aa) syntéza aminokyselinové sekvence (Al) odvozené od C-termindlniho
konce virového proteinu 2 (VP2) nebo 3 (VP3) polyoma viru a



bb) pripojeni a syntéza aktivni substance, zejména peptidu,
k aminokyselinové sekvenci (Al),

kde kroky uvedené pod aa) a pod bb) jsou provedeny prost¥ednictvim
syntézy peptidl, nebo pomoci zpisobl genetického inZenyrstvi.

V kroku bb) je aminokyselinové sekvence (Al) prodlouZena aktivni
substanci. ProdlouZeni a ptripojeni aktivni substance je provedeno
opakovanym pFfipojenim aminokyselinovych rezidui. Tento zplsob miZe
byt proveden obzvl&3té snadno.

Dal8i wvyhodné formy vynédlezu tykajici se vySe zmin&nych zplsobd
mohou byt nalezeny v patentovych narocich.

P¥iklady provedeni vyndlezu

A, Syntéza a purifikace peptidl:

Peptidy Jjsou syntetizovany simultanni syntézou mnoha peptidd
(Séhnorrenberg G a Gerhardt H 1989, Tetrahedron 45, 7759)
v peptidovém syntetizadnim =za¥izeni (typ: PSSM-8 od spolednosti
Shimadzu, Japonsko) za pouZiti strategie s 9-fluorenylmetoxykarbonyl
(Fmoc/tert. butylem (But) podle Shepparda ((Atherton E, a Sheppard
RC (1989) "Solid phase peptide synthesis - a practical approach”™ IRL
Press Oxford). Spojovaci reakce jsou provedeny v kaZdém pripadé 6
ekvivalenty pomoci Frmoc chranénych aminokyselinovych/1-
hydroxybenzotriazolovych (HOBt)/12 ekvivalentd n-metylmorfolinu =za
pouziti 12-(1lH-benzotriazol -1- yl) -1,1,3,3- tetrametyluronium
tetrafluorobordtu (TBTU) na polymerni nosidové prysky¥ici (typ:
Tentagel S Trityl 2 mmol/g prysky¥ice. Peptidy obsahuji C-terminalni
COOH skupinu.

V syntéze jsou pouZivany nésledujici chranici skupiny: Cys (Trt),
Arg (Pbf), Ser (But), Thr (But), Asp (Obut), Glu, (Obut), Asn (Trt),
Gln (Trt), Lys (Boc), His (Trt), Trp (Boc), kde Trt: trityl, But: t-
butyl, Obut: t-butylester, Boc: t-butyloxykarbonyl a Pbf: 2,24,6,7-
pentametyldihydrbenzofuran -5- sulfonyl.

VSechny chréanici skupiny Jjsou odstrandny za pouZiti trifluoroctové
kyseliny (TFA)/thioanizolu/thiokresolu (95:2,5:2,5) p¥i pokojové
teploté po dobu 3 hodin s pfidénim 3% triizopropylsilanu a
nasledného pridani 10% trimetylchlorosilanu po dobu 1 hodiny. Po
lyofilizaci jsou peptidy pf#itomny ve formé soli kyseliny
trifluoroctové.
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Peptidy Jsou purifikovany prost¥ednictvim preparativni HPLC na
Bischoffové separacni kolon& Polyencap 300, 10 um, 250 x 16 mm, za
pouZiti gradientu od 0,05% kyseliny trifluoroctové ve vod& (eluent
A) do 0,05% kyseliny trifluorooctové v 80% acetonitrilu/vod& (eluent
B).

Alternativné& byla pouZita separadni kolona Vydac typ 218 TP 101522
(10-15 um, 250x22) s gradientem 43-73% eluentu B za 30 minut pri
pratoku 15 ml/min.

Pomoci peptidové syntézy Jje syntetizovéana nadsledujici
aminokyselinova sekvence, napi¥iklad

Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly Leu Tyr Gly

V této sekvenci je reaktivni skupina navizina k N-termin&lnimu konci
aminokyselinové sekvence pomoci aminokyseliny, prednostn& pomoci
glycinu. Reaktivni skupina mizZe byt tvorena
monochloroacetylglycinem. Alternativn® Jje také moZné pripojit
monobromoacetylovy radikal.

P¥ipojeni monochloracetylglycinu v syntéze pevné féze:

Stejné ekvivalenty monochloroacetylglycinu a l-hydroxybenzotriazolu
(HOBt) jsou rozpudtény v dimetylformamidu (DMF, smiSeny se stejnym
mnozZzstvim N,N’-diizopropylkarbodiimidu (DIC) a p¥idany k peptidové
pryskyfici. Ve srovnani s peptidovou prysky¥ici je
monochloroacetylglycin pritomny v nadbytku. Reakce je provedena za
obCasneho promich&vini a mé&la by trvat alespoi 1 hodinu.

Reaktivni skupina usnadfiuje vytvo¥eni kovalentni vazby biologicky
aktivni molekuly p#ipravené timto zplsobem k aktivni substanci,
napfiklad k peptidu, ktery m& volnou SH skupinu. Reakce SH skupiny
s atomem chloru monochloroacetylové skupiny vede ke vzniku stabilni
thioéterové sloudeniny podle nasledujici rovnice:

Protein-SH + Cl-CH,-CO-Gly peptid ----- HCl--~-- protein-S-CH,~-CO-Gly
peptid

Tvorba konjugatu mezi monochloroacetylem modifikovanym kotvicim
peptidem a peptidem majicim termindlni cystein:

Monochloroacetylem modifikovany kotvici peptid je pouZit v nadbytku
peptidu, ktery ma& byt konjugovan. Reakce je provedena v 0,1 M NaHCO;
pfi (sic) pH mezi 7-8 pfi pokojové teplot&. V pripads Spatné
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rozpustnosti peptidu nebo kotvy ve vodném roztoku Jje tvorba
konjugétu provedena ve 4 M guanidin hydrochloridu, pH 8,0 (Lindner W
a Robey FA (1987) Int. J Pept Prot res 30, 794-800). Alternativné
miZe byt zvy3en pom@&r organického rozpousté&dla, napfiklad DMSO
v reakéni smési. Abychom vyloulili nechténé vedlej$i produkty, mohou
byt ptidany ve vodé& rozpustné fosfiny jako redukéni latka.

Voliteln& je také moZné provést konjugadni reakci za nésledujicich
podminek. Monochloroacetyllovany kotvici peptid a peptid majici
termindlni SH skupinu jsou inkubovany p¥i pokojové teploté v l-metyl
-2- pyrolidinu =za p¥itomnosti zhruba 10 né&sobného nadbytku
tributylfosfinu. Po reakci je néasledn& p¥idana voda a produkt Jje
precipitovdn pridanim éteru a purifikovén gelovou filtraci (Defoort
JP, Nardelli B, Huang W a Tam JP (1992). Int J Prot Res 40, 214-
221) .

Voliteln& miZe byt konjugadni reakce provedena nésledujicim
zplisobem. Peptid obsahujici SH skupinu Jje rozpustén v 0,2 M
fosfatovém pufru, 10 mM EDTA, pH 7,4. K této smési Jje pFidan
monochloroacetylem modifikovany kotvici peptid. Po reakci Jje
proveden purifikace gelovou filtraci nebo pomoci RP-HPLC (Zhang L a
Tam JP (1997), J Am Chem Soc 119, 2363-2370).

Izolované VP1 pentamery Jjsou p¥ipraveny expresi VPl jako
rekombinantniho proteinu s N-termindlni 6x histidinovou aktivitou
tag (=His tag) v E coli. Protein Jje purifikovan pomoci Ni-NTA
afinitni chromatografie. His tag je odstranén reakci s faktorem Xa.
Protein je analyzovan na SDS-PAGE gelové elektroforéze s néaslednym
barvenim Coomasie.

Tento vychozi materidl (VP1 protein v 20 mM Hepes, pH 7,3, 1 mM
EDTA, 200 mN NaCl, 5% glycerol) je zakoncentrovan v centrikonu 100
(Amicon (sic)) a separovan pomoci FPLC gelové filtrace (Superdex
200) s elu&nim pufrem (50 mM Tris, 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA, PH 8,0)
do vysokomolekulové kapsidové frakce a pentamerovych podjednotek
(molekulova vaha: okolo 225 kD). Obé& frakce Jsou zakoncentrovany
v centrikonu 100. K roztoku obsahujicimu pentamer Je p¥idan
jodoacetamid (Sigma) v 10 nasobném moldrnim nadbytku, aby se
zablokovaly potenci&ln& reaktivni SH skupiny. Reakce je provadéna
pti pokojové teploté po dobu 2 hodin. Modifikovand pentamerova
frakce je odd&lena od nadbytku jodoacetamidu pomoci gelové filtrace.
VPl-specifické monoklon&lni protilatky Jjsou adsorbovany pomoci VP1-
specifickych protilétek a afinitni matrice (matrice s proteinem A od
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spole&nosti Bio-Rad). K precipitaci purifikované pentamerové frakce
je pouZita matrice potaZend protilatkou. V dalSim inkubalnim kroku
je k pentamerové matrici p¥idana kotvici sekvence. Vzorky jsou
analyzovany na SDS polyakrylamidové gelové elektroforéze (12,5%).

Tvorba konjugadtu mezi Npys-modifikovanym kotvicim peptidem a
peptidem majicim termin&lni cystein:

Navic k reakci mezi monochloro- nebo monobromoacetylovanym peptidem
peptidem majicim terminadlni cystein za vzniku thioéteru, miZze byt
konjugat mezi kotvicim peptidem a peptidovou sekvenci také volitelné
tvoten prost¥ednictvim 3-nitro -2- pyridinsulfenylové (=Npys)
skupiny na termin&lnim cysteinu kotvy a SH skupinou peptidu, ke
kterému ma byt pfipojen. K tomuto konci Jje N-terminaln& ke kotvici
sekvenci pripojen Npys-modifikovany cystein misto
monochloroacetylovaného glycinu. Releny Npys-modifikovany cystein Je
“aktivovany disulfid’, ktery je schopny reakce s thioly, Jjako Jjsou
naptiklad cysteiny, za vzniku asymetrického disulfidu. To vede
k odstran&ni 3-nitro —-2- thiopyridonu, jehoZ UV maximum p¥i 329 nm
umoZfiuje studium kinetiky reakce mezi dvémi slouleninami pomoci
spektrofotometrie.

Pro reakci jsou zvoleny nasledujici podminky (Alebericio F, Andreau
D, Giralt E, Navalpotro C, Pedroso E, Ponsati B a Ruiz-Gayo M (1989)
Int J Peptide Res. 34, 124-128). K peptidu majicimu terminadlni SH
skupinu, ke kterému ma byt p¥ipojen, Jje p¥idan Npys-modifikovany
peptid, a je rozpustén v 0,1 M octanu sodném, 0,1 M chloridu sodném,
pE 4,5, pH je poté upraveno na 5,0 s néslednou inkubaci
s promichavanim po dobu alespoii 12 hodin. Hodnota pH Je poté
upravena na 7,0 p¥idénim 1N NaOH s n&slednou dal$i inkubaci po dobu
3 hodin. Po reakci je smés dialyzovéna proti 10 nM NaHCOs;.

Optimalni rozmezi pH reakce Jje mezi 4,5 a 7,0. Tyto podminky
zajistuji minimalizaci necht&nych vedlej$ich reakci, jako Jsou
nap¥iklad tvorba symetrickych disulfidd mezi peptidovymi molekulami,
které maji byt spojeny, nebo odstran&ni Npys skupiny. Npys
modifikovany peptid by m&l byt pfitomen v reakci v nadbytku nad
peptidem, ktery ma& byt konjugovan (Albericio F, Andreau D, Giralt E,
Navalpotro C, Pedroso E, Ponsati B a Ruiz-Gayo M (1989) Int J Pept
res. 34, 124-128).

Priklady vynalezu jsou ilustrovany v nasledujicim seznamu sekvenci:
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P¥ehled sekvence 1 uvadi aminokyselinovou sekvenci odvozenou od
polyoma viru VP2, pozice 287-297. Slouii v syntetické biologicky
aktivni molekule jako kotva pro ukotveni aktivni substance k VPI.

P¥ehled sekvence 2 uvadi prvni prikladnou formu vyndlezu synteticky
biologicky aktivni molekuly. Peptidovd sekvence odvozena od HIV 1
odpovidé pozicim 1-21, p¥ipojenad aminokyselinova sekvence fungujici
jako kotva zabira pozice 22-23. Je odvozena z polyoma viru VPZ.

P¥ehled sekvence 3 wuvadi dal3i ptiklad aminokyselinové sekvence
vhodné k pouZiti jako kotva.

Prehled sekvence 4 uvadi sekvenci polyoma viru VP2. Ten ukazuje
sekvence mezi pozicemi 250 a 300, které jsou vhodné k pouziti jako
kotvy.

Prehledy sekvenci 5 a 6 uvadéji daldi syntetické biologicky aktivni
molekuly. Mohou byt spojeny s polyoma virem VPl a poté pro lécbu HIV
infekce mohou byt zacllenény do infikovanych bunék.
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PATENTOVE NAROKY

1. Syntetick& biologicky aktivni molekula, kde aminokyselinova
sekvence (Al) odvozena z C-termin&lniho konce virového proteinu 2
(VP2) nebo (3) polyoma viru je p¥ipojena k aktivni substanci.

2. Syntetické ©biologicky aktivni molekula, Jak je narokovano
v patentovém naroku 1, kde aminokyselinovd sekvence (Al) obsahuje
10 aZ 55, pfednostné& 28 aZ 38 aminokyselin.

3. Syntetickd biologicky aktivni molekula, Jak Je narokovano
v Jjakémkoli z predchazejicich patentovych naroku, kde
aminokyselinova sekvence (Al) odpovidad alespoii v nékterych
Z4stech VP2 sekvenci aminokyselin 250 aZ 319, ptfednostné 260 aZ
300 a obzvla3té prednostné 287 az 297.

4. Syntetickd ©biologicky aktivni molekula, Jjak Jje narokovano
v jakémkoli z predchézeijicich patentovych naroki, kde
aminokyselinovad sekvence (Al) ma& sekvenci aminokyselin uvedenou

nize:
Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly Leu Tyr Gly

5. Syntetickd Dbiologicky aktivni molekula, Jak Je narokovano
v jakémkoli =z predchazejicich patentovych narokd, kde aktivni
substance je navézéna k aminokyselinové sekvenci prostfednictvim
spojovaci C&asti.

6. Syntetickd biologicky aktivni molekula, Jjak Jje néarokovano
v jakémkoli =z p¥edchézejicich patentovych narokl, kde aktivni
substance je vybrana z nasledujici skupiny obsahujici nukleovou
kyselinu, oligonukleotid, protein, peptid, peptidickou substanci,
PNA, modifikace te¢enych substanci a nizkomolekuldrni
farmaceuticky aktivni substance.

7. Syntetick& biologicky aktivni molekula, jak Je néarokovano
v jakémkoli z predchézejicich patentovych narokl, pfipojena
k aminokyselinové sekvenci odvozené od polyoma viru VPL.

8. Lék obsahujici syntetickou biologicky aktivni molekulu, jak Je
narokovano v jakémkoli z predchézejicich patentovych néroku.

9. zpusob pripravy syntetické biologicky aktivni molekuly, Jjak Jje
narokovadno v jakémkoli =z predchazejicich patentovych nérokd,
ktervZto zplsob mé& nasledujici kroky:

a) poskytnuti aminokyselinové sekvence (Al) odvozené od C-
terminalniho konce virového proteinu 2(VP2) nebo 3 (VP3) polyoma
viru s aminokyselinovou sekvenci (Al) majici spojovaci latku a

b) navéazani aktivni substance k aminokyselinové sekvenci (Al) pro
prosttednictvim spojovaci latky.
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Zpusob, jak je narokovan v patentovém  néaroku 9, kde
aminokyselinou pro navazani Jje glycin, cystein nebo glycin
navézany prostfednictvim lysinu.

Zptisob, jak je narokovan v patentovém néroku 9 nebo 10, kde
prostfedkem pro navazani je dalsi, pfednostn& synteticky
pfipravend aminokyselinova sekvence (A2) navézana k N- nebo C-
termindlnimu konci aminokyselinové sekvence (Al).

Zpisob, jak je narokovan v jakémkoli z patentovych narokd 9 aZ
11, kde syntetickd biologicky aktivni molekula Jje p¥ipravena
alesponi Casteéné& genetickym inZenyrstvim.

Zpisob, jak je narokovan v jakémkoli z patentovych narokd 9 aZ
12, kde dal3i aminokyselinova sekvence (A2) mé& glyciny a/nebo
aminokyseliny s funk&nimi postrannimi skupinami.

zplisob, jak Jje narokovan v patentovém naroku 13, kde funk&ni
postranni skupiny Jjsou vybrany z nasledujici skupiny obsahujici
amino, sulfhydryl, karboxyl, hydroxyl, guanidin, fenyl, indol a
imidazolové radikaly.

Zpisob, jak Jje narokovan v jakémkoli z patentovych narokd 9 az
14, kde prostfedkem pro navazani je reaktivni skupina navazana
k C- nebo N- terminalnimu konci aminokyselinové sekvence (Al)
prostfednictvim aminokyseliny, p¥ednostné& glycinu, cysteinu nebo
glycinu navazaného pres lysin. _
Zpisob, jak je narokovan v patentovém nadroku 15, kde reaktivni
skupina ma jednu z nasledujicich sloZek: aminokyselinu
s bromoacetylovym radik&dlem, aminokyselinu monochloroacetylovym
radikdlem, aminokyselinu monochloroacetylovym radikéalem,
aminokyselinu s 3-nitro -2- pyridinsulfenylovym radikélem (Npys).

. Zplisob, Jjak je narokovan v jakémkoli z patentovych narokd 9 az

16, kde aktivni substance je navazana k aminokyselinové sekvenci
(A1) nebo k dal3i aminokyselinové sekvenci (A2) prost¥ednictvim
thioéteru nebo disulfidického mistku.

. Zpisob, Jjak je narokovan v Jjakémkoli z patentovych narokd 9 aiZ

17, kde aktivni substance je navaz&na k aminokyselinové sekvenci
(A1) nebo k dalsi aminokyselinové sekvenci (A2) prostfednictvim
spojovaci &asti.

. Zpisob pripravy syntetické biologicky aktivni molekuly, Jak Je

nadrokovano v patentovém naroku 1, kteryZto zpiscb mé& nasledujici
kroky:
syntéza aminokyselinové sekvence (Al) odvozené od C-terminalniho

konce virového proteinu 2 (VP2) nebo 3 (VP3) polyoma viru a

bb)

p¥ipojeni a syntéza aktivni substance, zejména peptidu,

k aminokyselinové sekvenci (Al),
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kde kroky uvedené pod aa) a pod bb) Jjsou provedeny prostfednictvim

syntézy peptidd, nebo pomoci zplisobl genetického inZenyrstvi,

20. Zplsob, jak je narokovan v jakémkoli z patentovych narokl 9 aiZ
19, kde aminokyselinovad sekvence (Al) obsahuje 10 az 55,
prednostn& 28 aZ 38 aminokyselin

21. Zptsob, Jak Jje narokovan v jakémkoli z patentovych narokld 9 az
20, kde aminokyselinova sekvence (Al) odpovida alespon
v ndkterych ¢&astech VP2 sekvenci aminokyselin 250 az 319,
pfednostnd 260 aZ 300 a obzvlasté& prednostné 287 az 297.

22. Zpisob, jak je narokovan v jakémkoli z patentovych narokd 9 aZz
21, kde aminokyselinov& sekvence (Al) mé& sekvenci aminokyselin
uvedenou niZe:

Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly Leu Tyr Gly

23. zpisob, jak je nérokovan v jakémkoli z patentovych narokd 9 aZ 18
a 20 a? 22, kde aktivni substance Jje vybréna =z nasledujici
skupiny obsahujici nukleovou kyselinu, oligonukleotid, protein,
peptid, peptidickou substanci a modifikace Fe&enych substanci.

24. Zptsob, jak Jje narokovén v jakémkoli z patentovych narokl 9 aZ
23, kde syntetickd Dbiologicky aktivni molekula je spojena
s aminokyselinovou sekvenci odvozenou z polyoma viru VPI.
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P¥ehled sekvence 1 ?V o?)@@/ 5@ &4
<110> November AG
<120> Synteticka aminok?éelinové molekula
<130> VP2 minimalni sekvence
<140>
<141>
<160> 1

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 11

<212> PRT

<213> Polyoma virus sp.

<300>

<302> Sekvence odvozend z VP2 aminokyselin v pozici 282-297
<303> EMBO J.

<304> 1998

<305> 17/12

<306> 3233-3240

<308> J02288/EMBL

<309> 1995-08-22

<400> 1
Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly Leu Tyr Gly

Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly Leu Tyr Gly
1 5 o 10



Prehled sekvence 2 A — 3GOQ A

<110> November AG )

<120> Syntetickd aminokyselinova molekula

<130> P¥. VP2 kotviciho peptidu a peptidu jako aktivni substance
<140>

<141>

<1l60> 1

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 33

<212> PRT

<213> Umélé sekvence

<220>
<223> Popis um&lé sekvence: pozice 1-21 RT =z HIV-1; 22-33 VP2
sekvence z polyoma viru

<400> 1
Leu Ala Glu Asn Arg Glu Ile Leu Lys Glu Pro Val His Gly Val Tyr

1 | 5 S .10 . 15

Tyr Asp Pro Ser Lys Pro Asp Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly Leu
20 25 30
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Prehled sekvence 3
<110> November AG .
<120> Synteticka aminokyselinovéa molekula
<130> VP2 kotva pozice aminokyselin 263-296
<140>
<141>
<160> 1
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 34

<212> PRT

<213> Polyoma virus sp.

<300>

<302> VP2 kotva odvozenad z VP2 aminokyselin’ v pozici 263-296
<303> EMBO J.

<304> 1998

<305> 17/12

<306> 3233-3240

<308> J02288/EMBL

<309> 1995-08-22

<400> 1

Gln Asp Glu Ser Gly Glu Val Ile Lys Phe Tyr Gln Ala Gln Val Val
1 ‘ 5 ' 10 15
Ser His Gln Arg Val Thr Pro Asp Trp Met Leu Pro Leu Ile Leu Gly
20 25 , 30
Leu Tyr |
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Prehled sekvence 4 /37\/ AngPCD“Q \/:ESCZ&X.A

<110> November AG .

<120> Synteticka aminokyselinova molekula
<130> VP2 Protseq poloma sp

<140>

<141>

<160> 1

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 319

<212> PRT

<213> Polyoma virus sp.

<300>

<302> VP2 (kapsidovy protein), lokus genu PLY2CG, kompletni genom
polyoma virt kmeny a2 a a3 s p¥istupovym gislem J02288 v European
Molecular Biology Laboratory (EMBL, Qutstation Eur. Bioinform.
Inst.)

<303> EMBO J.

<304> 1998

<305> 17/12

<306> 3233-3240

<308> J02288/EMBL

<309> 1995-08-22

<400> 1

Met Gly Ala Ala Leu Thr Ile Leu Val Asp Leu Ile Glu Gly Leu Ala
1 5 10 ' 15
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Ser.
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. His

145

Gln

Glu

Leu

val

Ala

Vval

50

val

Gly

Leu

Arg

Tyr

130

Asp

Met

Leu

Leu

Ser

Leu

35

Met

Ala

Gly

Thr
20

Ala

Ser

r Gly

Ile

Ile

100

Asn

‘Met:

115

Phg

Trp-

Val

Thr

Glu

195

Pro

Gly

Val

Val
180

Asn

Leu

Ala

Ser
Phe

Trp

Thr

Leu.

Glu

Val
70

Leu

85

Gln

Ala

‘Gly

His

Gln
165

Arg

Thr

Afg
Leu’

Val

Gly

150

Glu

Gln

Arg

Gly

ASp .

Thr
55

Ser

Met

Tyr

Ile

Asn

135

Leu

Thr

Thr

Trp

Leu Ser ala

Gly

25

Glu

40

Ala

Thr

Gln

Leu

‘Pro
120

Gln.

Leu

Gln

His

Val
200

Leu-

Val

Thr

His

Ile

Ala
Pro
Val

90

Asn_

105

Trb
Phe
His
His
Thr

185

Val

Arg

Ala

‘Ser

Arg
170

Phe

Ser

Glu

Thr

Thr

Val

75

Gln

Glu

‘Asp.

His
val
155
Leu

Leu

Asn

Ala

Met

60

Phe

Gly

Glu

Pro

Leu

45

Gly

val

Ala

val

.Ala'

125

Ala

140

Gly

Glu

Asp

Ala

Leu

-Arg

Gly

Gly

Pro

205

Thr

Ile

Ser

Ser

Pro

110
Leu

Asn

Tyr

Ala

Leu

190

Gln

Leu

Ser

Arg

Thr

95

Thr
Leu
Val
Val
Val
17?

Ala

Ser

ccee
seeA

Glu

Glu

Thr

80

Ile

Val

Asp

Val

Trp

160

Arg

Arg

Ala



Ile

Ser
225

Arg

Thr

Lgu'

Asp
210
Leu
Ala
?ro

Gln

Pro

Ala Ile Asn Arg

Gly Ala

215

Ser Asp Tyr Tyr
230

Leu Phe Asn Arg
245

Ala Ala His Ile

260

‘Ala Gln val Val

275

heﬁ Ile,Leu Gly

290

Thr
305

val

Ile .Glu Glu Asp

Arg Gln
Ile Glu
Gln As§

Ser His

Ser

Leu

Gly

Glu

265

Gln

280 .

'LéﬁxTyr

295

Gly Pro

310

Gly

Gln

20

Ser
Gly
Ser
250
Ser
Arg

Asp
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Ala Ser Ser Gly Tyr Ser
220

Leu Asn Pro Pro Gln Arg
235 o T 240

Met Gly Asn Gly Gly Pro
255

Gly Glu val Ile Lys Phe
' 270

Val Thr Pro Asp Trp’Mét
285

Ile Thr Prb Thr'Trp-Aia
300 '

Lys Lys Arg Arg Leu-
315



. . a0 . .
% b 0 o & e o oo
21 s ves e 0o ¢ o o .
. » $ L d s & 8 [ ] [ ]
L] L] [ ] L L] . L]
cas s V2 en® et 8 X X3

Pfehled sekvence 5 <?V IOZQ;K34 *"2545§Z4

<110> November AG 3

<120> Syntetick& aminokyselinové molekula
Aktivni substance 1 RT/C&st sekvence z HIV
<140>

<141>

<l60> 1

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 21

<212> PRT

<213> Um&la sekvence

<220>
<223> Popis umélé sekvence: pozice aminokyselin 1-20 RT =z HIV-1
(ptistupové &islo AJ006287) a dalsi C-termindlni Cys

<400> 1

" Leu Ala Glu Asn Arg Glu Ile Leu Lys Glu Pro val His Gly Vgl Tyr
R s : 10 15

Tyr Asp Pro Ser Cys
20
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P¥ehled sekvence 6 7V 02/90 A~ 552/

<110> November AG .

<120> Synteticka aminokyéelinové molekula

<130> Aktivni substance 2 GAG/ &ast sekvence z HIV
<140>

<141>

<160> 1

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Virus lidské imunodeficience typ 1

<220>
<223> Gast sekvence GAG z HIV-1 (pfistupové &islo AJ006287)
<400> 1

_Gly Ser Glu Glu Leu'Arg Ser Leu Tyr Asn Thr Val Ala Thr Leu Tyr

I S 5 10 15

- Cys.
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