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Zesilujici peptidové sekvence odvozené od riiznych
proteinovych sekvenci retrovirdlniho obalu (gp41), které
zlepSuji farmakokinetické vlastnosti zakladniho polypeptidu,
na ktery jsou navazany. Hybridni polypeptidy obsahujici
zesilujici peptidové sekvence navazané na zakladni
polypeptid, maji zlep§ené farmakokinetické vlastnosti, jako je
zvyseny polocas. Zpisoby zlepSeni farmakokinetickych
vlastnosti zakladniho polypeptidu navézanim zesilujicich
peptidovych sekvenci na zakladni polypeptid. Farmaceuticky
pouZitelné polypeptidy, které mohou byt pouZity napfiklad
jako 1é€ebnd nebo preventivni latka pii lé€eni AIDS apod.
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Hybridni polypeptidy

Oblast techniky

Piedkladany vynalez se tykd zesilujicich (enhancerovych)
peptidovych sekvenci plvodné odvozenych od rdznych proteinovych
sekvenci retroviralnino obalu (gp41), které zesiluji farmakokinetické
vlastnosti jakéhokoli zakladniho (core) polypeptidu, ke kterému jsou
pfipojeny. Vynalez je z Casti zaloZen na objevu, Ze polypeptidy
obsahujici zesilujici peptidové sekvence navazané na zakladni
polypeptid, maji zlep$ené farmakokinetické vlastnosti, jako je zvySeny
polodas. Vynalez se dale tyka novych antifuzogennich a/nebo
antiviralnich peptidd, vcetné peptidd obsahujicich tyto zesilujici
peptidové sekvence a zplsobl pouZziti téchto peptidu. Vynalez se dale
tyka zplUsobl zlepSeni (zesileni) farmakokinetickych viastnosti
jakéhokoli  zakladniho polypeptidu  prostfednictvim navazani
zesilujicich peptidovych sekvenci na zakladni polypeptid.’ Zakladni
polypeptidy pouZitelné pfi provadéni vynalezu mohou zahrnovat
jakykoli farmakologicky pouzitelny polypeptid, ktery miize byt napfiklad
pouZit jako lé&ebna nebo preventivni latka. V neomezujicim provedeni
je vynalez ukazan na piikladu, ve kterém je hybridni polypeptid
obsahujici napfiklad zakladni polypeptid HIV pfipojeny k zesilujicim
peptidovym sekvencim prokazan jako silny, necytotoxicky inhibitor
infekce HIV-1, HIV-2 a SIV. Navic byly zesilujici peptidové sekvence
podle vynalezu navazany na zakladni polypeptid respira¢niho
syncytiainiho viru (RSV) a zakladni polypeptid receptoru luteinizaéniho
hormonu (LH-RH). V kazdém pfipadé bylo zjisténo, ze hybridni
polypeptid ma zlepSené farmakokinetické viastnosti a hybridni

polypeptid RSV vykazoval vyznamnou anti-RSV aktivitu.



Dosavadni stav techniky

Polypeptidové produkty maji Sirokou oblast pouziti jako Ié¢ebné
a/nebo preventivni latky pro prevenci a léCeni onemocnéni. Mnoho
polypeptidl je schopno fidit biochemické nebo fyziologickeé procesy a
tim bud predchazet onemocnéni nebo poskytnout zmirnéni pfiznak
spojenych s onemocnénim. Napfiklad polypeptidy jako virové nebo

bakteriaini polypeptidy byly usp&sné pouZity jako vakciny pro prevenci

patologickych onemocnéni. Navic byly peptidy Usp&sné pouzivany jako

légebné latky pro lé&bu pfiznakl onemocnéni. Tyto peptidy patii do
riznych kategorii, jako napfiklad hormony, enzymy, imunomodulatory,

sérové proteiny a cytokiny.

Aby se u polypeptidt projevily jejich patficné biologické a
terapeutické Gcinky na cilovad mista, polypeptidy musi byt v téchto
mistech piisobeni pfitomny ve vhodnych koncentracich. Navic musi
byt obecn& zachovana jejich strukturalni integrita. Proto je formulace
polypeptidl jako [éCiv pro terapeuticke pouziti fizena chemickou
povahou a vlastnostmi polypeptidd, jako je jejich velikost a
komplexnost, jejich konformaéni poZadavky, a jejich  Casto
komplikované profily stability a rozpustnosti. Farmakokineticke
viastnosti jakéhokoli konkrétniho peptidu s léCebnymi acinky jsou
zavislé na biologické dostupnosti, distribuci a vylu€ovani uvedeného

peptidu z organismu.

Protoze mnoho biologicky aktivnich latek jako jsou peptidy
a proteiny se v téle rychle rozklada, je kritické vyvijet 4¢inné systemy
pro udrzovani stabilni koncentrace peptidu v krevnim obéhu pro
zvy$eni Ggéinku téchto peptidi a pro minimalizaci vyskytu a vaZnosti

nepfiznivych vedlejéich G€inkd.

Podstata vynalezu

Pfedkladany vyndlez se za prvé tyka zesilujicich
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(enhancerovych) peptidovych sekvenci pGvodné odvozenych od
raznych proteinovych sekvenci retroviralniho obalu (gp41), tj. HIV-1,
HIV-2 a SIV, které zesiluji farmakokinetické viastnosti jakéhokoli
zakladniho (core) polypeptidu, s kterym jsou spojeny. Vynalez je
zalozen na pfrekvapivém vysledku, Ze totiz pokud jsou popisované
zesilujici peptidové sekvence spojeny s jakymkoli zakladnim
polypeptidem,  ziskané  hybridni polypeptidy  maji zlepsené
farmakokinetické vlastnosti, véetn& napfiklad zvySeni poloCasu
a snizené rychlosti vylu¢ovani z organismu ve srovnani se samotnym
zakladnim polypeptidem. Predkladany vynalez se dale tyka téchto
hybridnich polypeptidli a zakladnich polypeptidli, a novych peptidd,
které maji antifuzogenni aktivitu, antivirovou aktivitu a/nebo schopnost
modulovat intracelularni procesy, které se tykaji peptidovych struktur
se stogenou $roubovici (coiled-coil). Mezi tyto peptidy patfi peptidy,

které obsahuji zesilujici peptidové sekvence.

Zakladni polypeptidy mohou zahrnovat jakékoli peptidy, které
mohou byt zavadény do Zivého systému, napfiklad jakékoli peptidy
schopné fungovat jaké léCebnd, preventivni nebo zobrazujici Cinidla
pouZitelnd pro léCeni nebo prevenci onemocnéni, nebo pro
diagnostické nebo prognostické metody, véetné metod zobrazovani in
vivo. Mezi takové peptidy patfi napiiklad ristové faktory, hormony,
cytokiny, angiogenni rlastové faktory, polypeptidy extracelularni
matrice, receptorové ligandy, latky s agonistickymi, antagonistickymi
nebo inverzné agonistickymi G&inky, latky s cilenymi udinky na peptidy,
jako jsou zobrazovaci ¢inidla nebo cytotoxické latky s cilenymi ucinky,
nebo polypeptidy, které maji antifuzogenni a/nebo antiviralni Gginky
a peptidy nebo polypeptidy, které funguji jako antigeny nebo

imunogeny, véetn& napfiklad virovych a bakterialnich polypeptidl.

Vynalez se dale tyka zplsobl( zesileni farmakokinetickych
vliastnosti jakéhokoli zakladniho polypeptidu pomoci  spojeni
zakladniho peptidu se zesilujicimi peptidovymi sekvencemi za

vytvoieni hybridnich polypeptidi.



Piedkladany vynalez se jesté dale tykad zplsobu pouZiti
popisovanych polypeptidi v€etné hybridnich polypeptidl obsahujicich
zesilujici peptidové sekvence. Napfiklad zplsoby podle vynalezu
zahrnuji zplsoby sniZeni nebo inhibice virové infekce, napfikiad HIV-
1, HIV-2, RSV, spalni¢ek, chfipky, parainfluenzy, infekce virem
Epstein-Barrové a virem hepatitidy a/nebo fize bunék indukované viry.
Zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu mohou byt navic pouzity
pro zvy$eni poloasu in vitro nebo ex vivo zakladniho polypeptidu, na
ktery byly zesilujici peptidové sekvence navazany; zesilujici peptidové
sekvence mohou naptiklad zvysit polotas navazanych zékladnich

polypeptidd v bunééné kultufe nebo burikach nebo vzorcich tkané.

Vynalez je demonstrovan na piikladech, ve kterych se ukazuje,
Je hybridni polypeptidy obsahujici zakladni polypeptid HIV pfipojeny
k zesilujici peptidové sekvenci maji znaéné zlepsené farmakokineticke
vlastnosti a ptisobi jako silné, necytotoxické inhibitory infekce HIV-1,
HIV-2 a SIV. Vynalez je dale ukazan na piikladech, ze kterych vyplyva,
Ze hybridni polypeptidy obsahujici zakladni polypeptid RSV nebo
polypeptid luteiniza¢niho  hormonu,  maji znaéné  zlepSené
farmakokinetické vlastnosti. Navic mél hybridni polypeptid RSV
vyznamnou anti-RSV aktivitu.

1. Definice

Peptidy, polypeptidy a proteiny jsou zde definovany jako
organické slouéeniny obsahujici dvé nebo vice kovalentné spojenych
aminokyselin, tedy spojenych napfiiklad peptidovymi amidovymi
vazbami. Mezi peptidy, polypeptidy a proteiny mohou take patfit
peptidy obsahujici nepfirozené aminokyseliny a jakékoli modifikace
a dal$i aminoskupiny a karboxylové skupiny, jak bude dale popsano.
Terminy ,peptid‘, ,polypeptid® a ,protein“ se zde tedy pouzivaji

zameénitelné.
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Peptidové sekvence jsou podle predkladaného vynalezu
definovany jednopismenovymi symboly pro zbytky aminokyselin podle

nasledujiciho klice:
A (alanin)
R (arginin)
N (asparagin)
D (kyselina asparagova)
C (cystein)
Q (glutamin)
E (kyselina glutamova)
G (glycin)
H (histidin)
| (isoleucin)
L (leucin)
K (lysin)
M (methionin)
F (fenylalanin)
P (prolin)
S (serin)
T (threonin)
W (tryptofan)
Y (tyrosin)
V (valin)
X (jakakoli aminokyselina)

Zasilujici peptidové sekvence® (enhancer peptide sequences)

jsou definovany jako peptidy s nasledujicimi konven&nimi (consensus)



aminokyselinovymi sekvencemi: , WXXWXXXI, SWXXWXXXE,
JWXXWXXE,  WXXWXE,  WXXWY, JWXXXWXWXE, XXXWXWXE,
OXXWXWXE,  OXWXWXE WXWXE, JWXXXWXWE, JWXXXWXE,
CWXXXWE, IXXXWXXWE, XXXWXXWE, XXWXXXW, - XWXXWE,
OXWXWXX®, O XWXWXE, O XWXWY JWXWXXXW,  XWXWXXXWY,
XWXWXXXY, nebo XWXXXW*, kde X mlze byt jakakoli
aminokyselina, W znamena tryptofan a | znamena isoleucin. Jak je
diskutovano dale, zesilujici peptidové sekvence podle pfedkladaného
vynalezu také zahrnuji peptidové sekvence, které jsou jinak stejné jako
dohodnuté aminokyselinové sekvence, ale obsahuji substituce, inzerce
nebo delece aminokyselin, které v$ak nesniZzuji schopnost peptidu
zesilovat farmakokinetické Gginky zéakladniho peptidu, na ktery jsou
navazany, vzhledem k farmakokinetickym a&inkim samotného

zakladniho polypeptidu.

_Zakladni polypeptid® (core polypeptide), jak se zde pouZiva,
oznaduje jakykoli polypeptid, ktery mlZe byt zaveden do zivého
systému, a pfedstavuje tedy biologicky aktivni molekulu, napfikiad
jakykoli polypeptid, ktery maze fungovat jako farmakologicky

vyuzitelny peptid pro |éCeni nebo prevenci onemochnéni.

,Hybridni polypeptid“, jak se zde pouZziva, oznacuje jakykoli
polypeptid  zahrnujici  amino-,  karboxy-, nebo amino- a
karboxykoncovou zesilujici peptidovou sekvenci a zakladni polypeptid.
Zesilujici polypeptidova sekvence je typicky navazana pfimo na
zakladni polypeptid. Je tfeba rozumét, Ze zesilujici peptid maze byt
také navazan na mezilehlou aminokyselinovou sekvenci pritomnou

mezi zesilujici peptidovou sekvenci a zakladnim peptidem.

Terminy ,antifuzogenni“ a ,antimembranovéa fuze®, jak se zde
pouzivaji, oznaduji schopnost peptidu inhibovat nebo sniZzovat
mnozstvi fizi mezi dvéma nebo vice strukturami, napfiklad bunénymi
membranami nebo virovymi obaly nebo pilusy, vzhledem k mnoZstvi

membranovych flzi, které probihaji mezi strukturami bez pfitomnosti



tohoto peptidu.

JAntiviralni*, jak se zde pouziva, oznacuje schopnost peptidu
inhibovat virovou infekci bunék napfiklad prostfednictvim bunécné
fuze nebo infekce volnym virem. Tato infekce mlze zahrnovat fazi
membran, ke které dochazi v pfipadé virl s obalem, nebo jakoukoli
fuzi, jiz se ucastni virova struktura a bunécna struktura, napfiiklad fazi

virového pilusu a bakterialni membrany v prib&hu konjugace bakterii.

Prehled obrazku na vykresech

Obr. 1. Hybridni polypeptidy. Zesilujici peptidové sekvence
odvozené z domnélych N-koncovych a C-koncovych interaktivnich
oblasti jsou znazorn&ny jako navazané na obecny zakladni polypeptid.
Konzervované zesilujici peptidové sekvence jsou vystinovany. Je tfeba
zduraznit, e oznadené zesilujici peptidové sekvence mohou byt
pouZity bud jako -koncové, C-koncové nebo - a C-koncové adice.
Navic mohou byt zesilujici peptidové sekvence pfidany k zakladnimu
polypeptidu v dopfedné nebo reverzni orientaci, jednotlivé nebo
v jakékoli moZné kombinaci, pro zesileni farmakokinetickych vlastnosti

peptidu.

Obr. 2A. Zesilujici peptidové sekvence odvozené od riznych
proteinovych sekvenci obalu (gp41), reprezentujici N-koncovou
interaktivni oblast pozorovanou u vsech dosud publikovanych
izolovanych sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIV. Posledni sekvence

JWXXWXXXI reprezentuje dohodnutou sekvenci.

Obr. 2B. Varianty zesilujici peptidové sekvence odvozené od
riznych proteinovych sekvenci obalu (gp41), reprezentujici C-
koncovou interaktivni oblast pozorovanou u v8ech dosud
publikovanych izolovanych sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIV. Posledni
sekvence ,WXXXWXWX* reprezentuje dohodnutou sekvenci.
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Obr. 3. Srovnani titrd HIV-1 ve tkanich virem HIV-1 9320
infikovanych mysi SCID-HUPBMC, pficemz méfeni byla provadéna
pomoci hladin P24 v testech spole¢né kultivace s HUPBMC. Obrazek

ukazuje srovnani inhibice viru polypeptidy T20 a T1249 in vivo.

Obr. 4A - 4B. Farmakokineticky profil v plazmé polypeptidu
T1249 proti kontrole zakladniho polypeptidu T1387 v krysach CD po
i.v. injekci do 2 hod (obr. 4A) a do 8 hod (obr. 4B). Polypeptid T1387
je zakladni polypeptid a polypeptid T1249 je zakladni polypeptid

navazany na zesilujici polypeptidové sekvence.

Obr. 5. Farmakokineticky profil v plasmé polypeptidu T1249 proti
kontrolnimu polypeptidu T20 v krysach CD po i.v. podani. Polypeptid
T1249 je hybridni polypeptid zakladniho polypeptidu (T1387)

navazaného na zesilujici peptidové sekvence T20: n = 4; T1249: n = 3.

Obr. 6. Porovnani aktivity a cytotoxicity Anti-HIV-1/lllb slou€enin
T20/T1249.

Obr. 7. Pfima vazba polypeptidu T1249 na gp41-konstrukt
M41A178. 1251-T1249 byl &idtén HPLC do maximalni specifické aktivity.
Je ukazana saturaéni vazba na M41A178 (fuzni protein
s ektodoménou gp41 postradajici aminokyselinovou sekvenci T20)

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

Obr. 8. Casovy pribéh asociace/disociace T1249. Vysledky
ukazuji, ze '%°1-T1249 a '**I-T20 maji podobné vazebné afinity 1 -
2 nM. Pocatecni rychlosti pirastku a abytku pro '?°1-T1249 byly
podstatné niz$i nez odpovidajici hodnoty pro 12%1.720. Disociace
navazaného radioligandu byla méfena po pfidani neznaceného
peptidu na koneénou koncentraci 10 uyM v 1/10 celkového objemu

testu.

Obr. 9. Kompetice pro vazbu T1249 na M41A178. Neznacené
T1249 a T20 byly titrovany v pfitomnosti jediné koncentrace bud 125
T1249 nebo '?°I-T20. Ligand byl pfidan ihned po neznaéeném peptidu



k zahdjeni inkubace.

Obr. 10A - 10B. Farmakokineticky profil v plasmé hybridnich
RSV polypeptidt T1301 (10A) a T1302 (10B) proti T786 v krysach CD.

Obr. 11A. Test sniZeni po&tu plak(. Hybridni polypeptid T1293
je schopen inhibovat infekci RSV s koncentraci ICso 2,6 pg/mi.

Obr. 11B. Test snizeni pod&tu plakl ukazuje schopnost
hybridnich RSV polypeptidd T1301, T1302 a T1303 inhibovat infekci
RSV.

Obr. 12A a 12B. Farmakokineticky profil v plasmé hybridniho
polypeptidu luteinizaéniho hormonu T1324 proti T1323 u samcu krys
CD. Polypeptid T1323 je zakladni polypeptid luteinizaé¢niho hormonu
a polypeptid T1324 je hybridni polypeptid obsahujici zakladni

polypeptid navazany na zesilujici peptidové sekvence.

Obr. 13. Hybridni polypeptidové sekvence odvozené od riznych
zakladnich polypeptidi. Sekvence zakladnich polypeptidil jsou
ukazany vystinované. Nestinované amino- a karboxykoncove

sekvence pfedstavuji zesilujici peptidove sekvence.

Obr. 14 A - B. Spektra cirkularniho dichroismu (CD) pro T1249
v roztoku (fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem, pH 7) samostatné
(10 uM pii 1 2 C; obr. 14A) a v kombinaci s peptidem o délce 45 zbytkl
z vazebné domény gp41 HR1 (T1346); plné Ctverce (M) znazornuji
teoretické spektrum predpovézené pro ,model bez interakce”, zatimco

skute&na spektra CD jsou znazornéna plnymi krouzky (@).

Obr. 15. Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu ukazujici
ochranu T1249 gp41-konstruktu M41A178 pfed $tépenim proteinazou
K: draha 1: primerovy marker; draha 2: nestépeny M41A178; draha 3:
M41A178 inkubovany s proteinazou K; draha 4: ne$tépeny T1249;
draha 5: T1249 inkubovany s proteinazou K; draha 6: M41A178
inkubovany s T1249; draha 7: inkubace T1249 a M41A178 pred

pfidavkem proteinazy K.



Obr. 16 A - C. Farmakokinetické vlastnosti polypeptidu T1249
u albinotickych krys Sprague-Dawley; obr. 16A: Farmakokinetické
vlastnosti polypeptidu T1249 pfi podani jedné davky kontinualni
podkozni infuzi; obr. 16B: Farmakokinetické vlastnosti v plasmé
polypeptidu T1249 podavaného podkozni injekci (s.c.) nebo
intravendzni injekci (i.v.); obr. 16C: Kineticka analyza T1249 v lymfé

a plasmé po intravendznim podani.

Obr. 17 A - B. Farmakokinetické vlastnosti polypeptidu T1249
v opicich cynomolgus; obr. 17A: Farmakokinetické vlastnosti v plasmé
pii jediné davce 0,8 mg/kg polypeptidu T1249 subkutanni (s.c.),
intravenézni (i.v.) nebo intramuskularni (i.m.) injekci; obr. 17B:
Farmakokineticke vlastnosti subkutdnné podaného T1249 pfi tfech

riznych davkach (0,4 mg/kg, 0,8 mg/kg a 1,6 mg/kg).

Podrobny popis vynalezu

Budou popsany peptidové sekvence oznacované jako zesilujici
peptidové sekvence odvozené od rlGznych proteinovych sekvenci
retroviralniho obalu (gp41), které jsou schopny zesilovat
farmakokinetické vlastnosti zakladnich polypeptidl, na které jsou
navazany. Tyto zesilujici peptidové sekvence mohou byt pouzity pfi
zplsobech zlepSeni farmakokinetickych  vlastnosti jakéhokoli
zakladniho polypeptidu navazanim zesilujicich peptidovych sekvenci
na zakladni polypeptid za vytvofeni hybridniho polypeptidu se
zlepSenymi farmakokinetickymi vlastnostmi ve srovnani se samotnym
zékladnim polypeptidem. Polo¢as zakladniho peptidu, na ktery jsou
jedna nebo vice zesilujicich peptidovych sekvenci navazané, mize byt
také zvySen in vitro. Napfiklad navazané zesilujici peptidové sekvence
mohou zvySovat polo¢as zakladniho polypeptidu, jestlize jsou pfitomny
v buné&éné kultufe, tkanové kultufe nebo vzorcich tkané pacienta, jako

jsou burky, tkané nebo jiné vzorky.
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Zakladni polypeptidy hybridnich polypeptidd podle vynalezu
zahrnuji jakykoli peptid, ktery mlze byt zaveden do Zivého systému,
napfiklad peptid, ktery mlze fungovat jako |é¢ebna nebo preventivni
latka pouzitelnd pro |éCeni nebo prevenci onemocnéni, nebo jako
zobrazovaci latka vyuzitelna pro zobrazovani struktur in vivo. Jsou zde
popisovany také peptidy véetné peptidi obsahujicich zesilujici
peptidové sekvence, které vykonavaji antifuzogenni a/nebo antiviraini
aktivity. Déale jsou popisovany zplsoby pouziti téchto peptidl véetné
zpUsobli sniZzeni nebo inhibice virové infekce a/nebo flze bunék

indukované viry.

1. Hybridni polypeptidy

Hybridni polypeptidy podle vynalezu zahrnuji alespon jednu
zesilujici peptidovou sekvenci a zakladni polypeptid. S vyhodou
zahrnuji hybridni polypeptidy podle vynalezu alespon dvé zesilujici
peptidové sekvence a zakladni polypeptid, pficemz alespoil jeden
zesilujici peptid je pfitomny v hybridnim peptidu na aminovém konci
vzhledem k zakladnimu peptidu a alespon jedna zesilujici peptidova
sekvence je v hybridnim polypeptidu pfitomna na karboxylovém konci

zakladniho polypeptidu.

Zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu obsahuji peptidoveé
sekvence odvozené plvodné z rlznych proteinovych sekvenci
retroviralniho obalu (gp 41), véetné sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIV,
a specifické variace nebo modifikace téchto sekvenci popsané nize.
Zakladni polypeptid miize obsahovat jakoukoli peptidovou sekvenci,
s vyhodou jakoukoli peptidovou sekvenci, ktera mize byt zavedena do
zivého systému, véetné napfiklad peptidd pouZitelnych pro
terapeutické, profylaktické nebo zobrazovaci ucely.

Typicky bude mit hybridni polypeptid délku v rozmezi od
pfiblizné 10 do pfiblizné 500 aminokyselinovych zbytkd, pfiéemz

vyhodné je rozmezi pfiblizné 10 az 100 aminokyselinovych zbytk(,
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a nejvyhodnéjsi je rozmezi délek pfiblizné 10 az pfiblizné 40
aminokyselin. | kdyZ si autofi nepfeji byt vazani jakoukoli konkrétni
teorii, struktura proteinu obalu je takova, Ze se domnéla oblast a-
Sroubovice umisténa na C-konci proteinu, pravdépodobné asociuje
s leucinovou zipovou oblasti umisténou v N-koncové oblasti proteinu.
Uspofadani N-koncové a C-koncové zesilujici peptidové sekvence
oblaasti gp41 pozorované ve vSech dosud zvefejnénych izolovanych
sekvencich  HIV-1, HIV-2 a SIV identifikovalo dohodnuté

aminokyselinove sekvence.

Konkrétné byly identifikovany nasledujici dohodnuté
aminokyselinové sekvence predstavujici dohodnuté zesilujici
peptidové sekvence (dohodnuté sekvence jsou uvedeny niZe
v dopfednych a reverznich orientacich, protoze uvedené zesilujici
peptidové sekvence mohou byt pouzity bud v dopfedné nebo
v reverzni orientaci): ,WXXWXXXI“,  \WXXWXXX*,  \WXXWXX*,
SNVXXWXE,  WXXWE, JWXXXWXWXE, O XXXWXWXE, JXXWXWXE,
AWXWXE JWXWXE, JWXXXWXWE, JWXXXWXS,  WXXXWE,
D XXXWXXWHE, XXXWXXWE,  XXWXXWE, XWXXWE, XWXWXXXWE,
HAWXWXXXE, JXWXWXXE, XWXWXY, XWXW,  WXWXXXW* nebo
JKXWXXXWH, kde X muze byt jakdkoli aminokyselina, W znamena
tryptofan a | znamena isoleucin. Dopfedné orfentace konvenénich

aminokyselinovych sekvenci jsou ukazany v obr. 1 a 2.

Typicky bude mit zesilujici peptidova sekvence délku pfiblizné 4,
5 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 nebo 30 aminokyselinovych zbytkl, pficemz

cw s

vyhodna je délka pfiblizné 4 az pfiblizné 20 zbytkl, vyhodnéjsi je délka
pfiblizné 4 az pfiblizné 10 zbytkd a nejvyhodnéjsi je délka pfiblizné 6
az pfiblizné 8 zbytkd.

Ve vyhodném provedeni vynalezu mohou obsahovat zesilujici
peptidové sekvence, které mohou byt pouzity ke zlep3eni

farmakokinetickych vlastnosti ziskanych hybridnich polypeptid(,



specifické zesilujici peptidové sekvence zznazornéné v obr. 2, 13, a
tabulce 1 nize. Mezi nejvyhodnéjsi zesilujici peptidové sekvence patfi
sekvence obsahujici nasledujici aminokyselinové  sekvence:
SWQEWEQKI* a ,WASLWEWF*. Jako pfiklad a bez omezeni uvadi
tabulka 1 niZe aminokyselinové sekvence, které pfedstavuji vyhodna
provedeni zesilujicich peptidovych sekvenci podle vynalezu. Je tfeba
rozumét, Ze i kdyZz je dale znazornéna pouze dopfedna orientace
téchto sekvenci, do rozsahu pfedkladaného vynalezu také spada
reverzni orientace téchto sekvenci. Jestlize je napfiklad dale
znazornéna dopfedna orientace zesilujici peptidové sekvence
~SWMEWDREI*, je také =zahrnuta jeji reverzni orientace, tj.
,JERDWEMW*,

Tabulka 1

WMEWDREI
WQEWERKV
WQEWEQKV
MTWMEWDREI
NNMTWMEWDREI
WQEWEQKVRYLEANI
NNMTWQEWEZKVRYLEANI
WNWEFI
WQEWDREISNYTSLI
WQEWEREISAYTSLI
WQEWDREI

WQEWEI

WNWF

WQEW

WQAW

WQEWEQKI
WASLWNWF



WASLFNFF
WDVFTNWL
WASLWEWF
EWASLWEWF
WEWF

EWEWF
IEWEWEF
IEWEW

EWEW
WASLWEWF
WAGLWEWF
AKWASLWEWF
AEWASLWEWF
WASLWAWF
AEWASLWAWF
AKWASLWAWEF
WAGLWAWEF
AEWAGLWAWF
WASLWAW
AEWASLWAW
WAGLWAW
AEWAGLWAW
DKWEWF
IEWASLWEWF
IKWASLWEWF
DEWEWF
GGWASLWNWF
GGWNWF

V dal§im vyhodném provedeni zahrnuji konkrétni zesilujici
peptidové sekvence podle vynalezu zesilujici peptidové sekvence
znazornéné na obr. 2, 13 a v tabulce 1, které vykazuji konzervativni

substituce aminokyselin v jedné, dvou nebo tfech polohach, pficemz



uvedené substituce nesnizuji schopnost zesilujici peptidové sekvence
zlepSovat farmakokinetické vlastnosti hybridniho  polypeptidu,

vzhledem k odpovidajicimu zakladnimu polypeptidu.

Tyto substituce nejvyhodnéji vedou k zesilujicim peptidovym
sekvencim, které spadaji do jedné z konvenénich zesilujicich
peptidovych sekvenci. Substituce jako takové se obecné provadéji na
zbytcich aminokyselin odpovidajicich poloham ,X* znazornénym
v konvenénich aminokyselinovych sekvencich uvedenych vySe a v obr.
1 a 2. ,Konzervativni substituce” oznacuji substituce zbytky
aminokyselin S podobnym nabojem, velikosti a/nebo
hydrofobnimi/hydrofilnimi  vlastnostmi, jako ma substituovany
aminokyselinovy zbytek. Tyto viastnosti aminokyselin jsou odbornikiim

v oboru dobfe znamy.

Ptedkladany vynalez dale poskytuje zesilujici peptidové
sekvence obsahujici aminokyselinové sekvence z obr. 1, 2, 13 a
tabulky 1, které jsou jinak stejné, ale uvedené zesilujici peptidove
sekvence obsahuji adice jedné nebo vice aminokyselin (obecné ne
vice nez 15 aminokyselinovych zbytki v délce), delece (napfiklad
zkraceni na aminovém nebo  karboxylovém  konci) nebo
nekonzervativni substituce, které v8ak nesniZuji schopnost ziskaného
zesilujiciho peptidu zvy$ovat farmakokinetické vlastnosti zakladnich
polypeptidi, které jsou k nému pfipojeny, vzhledem k zakladnim
peptidim bez téchto zesilujicich peptidovych sekvenci.

Podet adici neni obecn& vétsi nez pfiblizné 15
aminokyselinovych zbytk(i a mohou zahrnovat adice pfiblizné 1, 2, 3,
4,5 6,7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 nebo 15 za sebou nasledujicich
aminokyselinovych zbytkl. Celkovy pocet zbytkd aminokyselin
pfidanych k plvodnimu zesilujicimu peptidu neni s vyhodou vyssi nez
pfiblizn& 15 aminokyselinovych zbytkd, vyhodné&ji neni vysSi neZz
pfiblizné 10 aminokyselinovych zbytkli a nejvyhodnéji neni vyssi nez

pfiblizné 5 aminokyselinovych zbytkd.



Delece jsou s vyhodou delece ne vice nez celekm pfiblizné 3
aminokyselinovych zbytkl (bud nasledujicich nebo nenasledujicich za
sebou), vyhodnéjsi jsou delece s vyhodou 2 aminokyselinovych zbytk{
a nejvyhodnéj$i jsou delece jednoho aminokyselinového zbytku.
Obecné se budou delece tykat zbytkli aminokyselin odpovidajicim

zbytkiim oznaéenym ,X“ konvenénich sekvenci zesilujicich peptidd.

Zsilujici peptidové sekvence podle vynalezu také zahrnuji
konkrétni zesilujici peptidové sekvence znazornéné na obr. 2, 13 a
v tabulce 1, obsahujici jednu, dvé nebo tfi substituce
nekonzervativnich aminokyselin, pfiéemz vyhodné jsou dvé takové
substituce a nejvyhodné&j$i je jedna takova substituce. Oznaceni
,nekonzervativni‘ substituce se tyka substituci aminokyselinovymi
zbytky, které nemaji podobny  naboj, velikost a/nebo
hydrofobni/hydrofilni vlastnosti jako nahrazovany aminokyselinovy
zbytek. Tyto viastnosti aminokyselin jsou odbornikim v oboru dobfe
zname.

Navic nemusi byt substituce aminokyselin, a v nékterych
provedenich s vyhodou nejsou, omezeny na geneticky kodovane
aminokyseliny. Peptidy mohou samozfejmé obsahovat geneticky
nekédované aminokyseliny. Navic k pfirodné se vyskytujicim geneticky
kédovanym aminokyselinam mohou byt zbytky aminokyselin
v peptidech nahrazeny v pfirodé se vyskytujicimi nekdédovanymi

aminokyselinami i syntetickymi aminokyselinami.

Né&které béZné& pouzivané aminokyseliny, které poskytuji
pouzitelné substituce, zahrnuji bez omezeni B-alanin (B-Ala) a jiné
omega-aminokyseliny jako je 3-aminopropionova Kkyselina, 2,3-
-diaminopropionova kyselina (Dpr), 4-aminomaselna kyselina atd.; o-
-aminoisoméselna kyselina (Aib); e-aminohexanova kyselina (Aha); &-
aminovalerova kyselina (Ava); N-methyiglycin nebo sarkosin (MeGly);
ornithin (Orn); citrullin (Cit); t-butylalanin (t-BuA); t-butylglycin (t-BuG);
N-methylisoleucin (Melle); fenylglycin (Phg); cyklohexylalanin (Cha);



norleucin (Nle); naftylalanin (Nal); 4-chlorfenylalanin (Phe(4-Cl)); 2-
fluorfenylalanin  (Phe(2-F));  3-fluorfenylalanin  (Phe(3-F)); 4-
fluorfenylalanin (Phe(4-F)); penicillamin (Pen); kyselina 1,2,3,4-
-tetrahydroisochinolin-3-karboxylova (Tic); p-2-thienylalanin (Thi);
methioninsulfoxid (MSO); homoarginin (hArg); N-acetyllysin (AcLys);
kyselina 2,4-diaminomaselna (Dbu); kyselina 2,3-diaminomaselna
(Dab); p-aminofenylalanin (Phe(pNHz)); N-methylvalin (MeVal);
homocystein (hCys), homofenylalanin (hPhe) a homoserin (hSer);
hydroxyprolin (Hyp), homoprolin (hPro), N-methylované aminokyseliny
a peptoidy (N-substituované glyciny).

| kdyz budou ve vétsiné pfipadl aminokyseliny peptidu
substituované L-enantiomery aminokyselin, substituce nejsou na tyto
L-enantiomerni aminokyseliny omezeny. V definici ,mutovanych® nebo
,zmeénénych* forem jsou tedy také zahrnuty situace, kdy je L-
aminokyselina nahrazena identickou D-aminokyselinou (napf. L-Arg —
D-Arg) nebo D-aminokyselinou stejné kategorie nebo subkategorie

(napt. L-Arg — D-Lys) a naopak.

Je tfeba rozumét, ze pfedkiadany vynalez zahrnuje také analogy
peptidl, ve kterych je jedna nebo vice amidovych vazeb popfipadé
nahrazena vazbou jinou nez amidovou, s vyhodou substituovany amid
nebo isoster amidu. | kdyz tedy budou zbytky aminokyselin v peptidech
obecné popisovany z hlediska aminokyselin, a vyhodna provedeni
vynalezu jsou ukazovana na pfikladech peptidd, odbornikim v oboru
bude zfejmé, Ze v provedenich obsahujicich neamidové vazby se tyka
termin ,aminokyselina® nebo ,zbytek“ jinych bifunkénich skupin
nesoucich skupiny podobné strukturou postrannim Fetézcim
aminokyselin. Navic mohou byt tyto zbytky aminokyselin blokované

nebo neblokované.
Dale muze byt jedna nebo vice amidovych vazeb nahrazena
peptidomimetickymi nebo amidomimetickymi skupinami, které vyraznée

neinterferuji se strukturou nebo aktivitou peptidd. Vhodne



JO

amidomimetické skupiny se popisuji napfiklad v Olson a dalsi, 1993, J.
Med. Chem. 36: 3049.

Zasilujici peptidové sekvence mohou byt pouzity pro zlepSeni
farmakokinetickych viastnosti zakladniho polypeptidu ve formé bud N-
koncovych, C-koncovych, nebo - a C-koncovych adici. | kdyz je
vyhodné, aby byly zesilujici peptidové sekvence pouzivany v parech,
tj. aby vyhodné hybridni polypeptidy obsahovaly zesilujici peptidove
sekvence jak na aminovém, tak i na karboxylovém konci, hybridni
polypeptidy mohou obsahovat také jediny zesilujici peptid, pficemz
tento peptid je pfitomen bud na aminovém nebo na karboxylovém
konci hybridniho polypeptidu. Navic mohou byt zesilujici peptidy
pouZity bud v dopfedné nebo reverzni orientaci nebo v jakékoli mozné
kombinaci navizany na zakladni polypeptid. Je tfeba poznamenat, ze
jakykoli ze zesilujicich peptidd mlzZe byt zavadén bud na N-konci nebo
C-konci zakladniho polypeptidu. Jesté dale mohou byt v N-, C-, nebo -
a C-koncovych polohach hybridnich polypeptidi zavadény viceCetné
zesilujici peptidové sekvence. ViceCetné zesilujici peptidové sekvence
mohou byt navazany pfimo jedna na druhou stejnymi druhy vazeb jako
se pouzivaji pro vazbu zesilujici peptidové sekvence na zakladni
polypeptid (viz niZze). Navic mdze byt mezi jednu nebo vice
viceCetnych zesilujicich peptidovych sekvenci vioZena
aminokyselinova sekvence stejného druhu, jak se popisuje nizZe.
Viced&etné zesilujici peptidové sekvence budou typicky obsahovat od 2
do pfiblizné 10 jednotlivych zesilujicich peptidovych sekvenci (se
stejnou nebo rozdilnou aminokyselinovou sekvenci), pfiCemz pfibl‘iiné

2 az 4 tyto sekvence budou vyhodné.

Je tieba rozumét, ze zakladni polypeptid je obecné& navazan na
zesilujici peptidy prostiednictvim peptidové amidové vazby, ackoli pro
spojeni zesilujicich peptidovych sekvenci se zakladnimi polypeptidy
mohou byt pouZity i jiné vazby nez jsou vazby amidové. Tyto vazby
jsou dobfe znamé odbornikim v oboru a patifi mezi né napfiklad

jakakoli vazba uhlik-uhlik, esterova vazba nebo chemicka vazba



fungujici tak, aby spojila zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu

se zakladnim peptidem.

Typicky je zesilujici peptidova sekvence navazana pfimo na
zakladni polypeptid. Zesilujici peptidovd sekvence mlze byt také
navazana na vioZzené aminokyselinové sekvence pfitomné mezi
zesilujici peptidovou sekvenci a zakladnim polypeptidem. Vlozené
aminokyselinové sekvence mohou mit typicky rozmezi velikosti od
pfiblizné 1 do pfiblizné 50 aminokyselinovych zbytkl, pfi¢emz vyhodné
jsou délky pfiblizné 1 az pfiblizné 10 aminokyselinovych zbytka. Stejné
druhy vazeb popisovanych pro spojeni zesilujiciho peptidu se
zakladnim polypeptidem mohou byt pouzity pro spojeni zesilujiciho

peptidu s vlozenym peptidem.

Jak je diskutovano v pfipadé zesilujicich peptidovych sekvenci
vy$e, zakladni a vioZzené aminokyselinové sekvence nemusi byt
omezeny na geneticky kodované aminokyseliny, ale mohou obsahovat

jakoukoli aminokyselinu a modifikace vazeb popisované vyse.

Aminové a/nebo karboxylové konce ziskaného hybridniho
polypeptidu mohou obsahovat aminoskupinu (-NHj), popfipadée
karboxylovou (-COOH) skupinu. Alternativné miize byt aminovy konec
hybridniho polypeptidu napfiklad hydrofobni skupina, vfetné bez
omezeni skupin karbobenzyl, dansyl, t-butoxykarbonyl, dekanoyl,
naftoyl nebo jiné uhlohydratové skupiny; acetylova skupina; skupina 9-
fluorenylmethoxykarbonyl  (FMoc); nebo modifikovany zbytek
aminokyseliny, ktery se nevyskytuje v pfirodé. Alternativné mizZe
karboxylovy konec hybridniho polypeptidu obsahovat amidovou
skupinu; skupinu t-butoxykarbonyl; nebo modifikovany zbytek
aminokyselin, ktery se nevyskytuje v pfirodé. Jako neomezujici pfiklad
aminovych a/nebo karboxylovych koncll mlze ziskany hybridni
polypeptid obsahovat jakoukoli z modifikaci aminovych a/nebo
karboxylovych koncl uvedenych v peptidech z obr. 13 nebo tabulky 2

nize.
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Hybridni  polypeptid typicky obsahuje aminokyselinovou
sekvenci, kterda se nevyskytuje v pfirodé. To znamena, Ze
aminokyselinova sekvence hybridniho polypeptidu se typicky nesklada
vyluéné z aminokyselinové sekvence nebo fragmentu endogenniho,
v pfirodé se vyskytujiciho polypeptidu. Navic nema hybridni polypeptid

obsahovat pouze polypeptid vyskytujici se v pfirodé s Gpinou délkou.

Zakladni polypeptidy mohou obsahovat jakykoli polypeptid, ktery
lze zavést do zivého systému, napfiklad jakykoli polypeptid, ktery
muze fungovat jako farmakologicky vyuZitelny polypeptid. Tyto
zakladni polypeptidy mohou byt napfiklad pouzitelné pro lé€eni nebo
prevenci onemocnéni, nebo pro pouziti v diagnostickych nebo
prognostickych metodach, véetné metod zobrazovani in vivo. Dolni
limit velikosti zakladniho polypeptidu je typicky pfiblizné 4 az 6
aminokyselinovych zbytkll. Teoreticky neexistuje Zzadny horni limit
velikosti zakladniho polypeptidu, protoZe takovy zakladni polypeptid
mulZe obsahovat jakykoli polypeptid vyskytujici se v pfirodé nebo jeho
fragment, nebo jakykoli modifikovany nebo synteticky polypeptid.
Typicky ma v$ak zakladni polypeptid délku v rozmezi od pfiblizne 4 az
6 aminokyselin do pfiblizné 494 az 500 aminokyselin, pfi€emZ vyhodna
jsou rozmezi pfiblizné 4 az pfiblizné 94 az 100 aminokyselinovych
zbytkl a nejvyhodnéjsi jsou rozmezi pfiblizné 4 az pfiblizné 34 az 40

aminokyselinovych zbytkd.

Pfiklady moznych zakladnich polypeptiddi  poskytovanych
vyluéné jako piiklady a nikoli jako omezeni, zahrnuji bez omezeni
rlistové faktory, cytokiny, terapeutické polypeptidy, hormony, napf.
insulin, a peptidové fragmenty hormond, inhibitory nebo latky zesilujici
asinek cytokinl, peptidoveé rastové a diferenciacni faktory, interleukiny,
chemokiny, interferony, faktory stimulujici tvorbu kolonii, angiogenni
faktory, receptorové ligandy, agonistické, antagonistické nebo inverzné
agonistické latky, peptidové latky s cilenymi a&inky a proteiny
extracelularni matrice jako je kolagen, laminin, fibronektin a integrin,

pokud uvadime pouze nékteré. Navic mohou moZné zakladni peptidy
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zahrnovat virové nebo bakterialni polypeptidy, které mohou fungovat
bud pfimo nebo nepfimo jako imunogeny nebo antigeny, a mohou byt

tedy pouZitelné pfi IéCeni nebo prevenci patologickych stavu.

Reprezentativni pfiklady hybridnich polypeptidl, které obsahuji
zakladni polypeptidy odvozené od virovych proteinovych sekvenci,
jsou ukazany v obr. 13, kde jsou sekvence zakladnich polypeptidd
stinovany. Zakladni polypeptidy také bez omezeni zahrnuji polypeptidy
uvedené v US patentu No. 5,464,933, US patentu No. 5,656,480 a WO
96/19495, které se uvadéji ve své uplnosti odkazem.

Sekvence zakladniho polypeptidu mohou dale obsahovat bez
omezeni polypeptidové sekvence uvedené v tabulce 2 nize. Je tieba
poznamenat, Ze peptidy uvedené v tabulce 2 zahrnuji hybridni
polypeptidy navic k zakladnim polypeptidim. Sekvence hybridnich
polypeptidil budou vSak ziejmé ve svétle koncovych zesilujicich

peptidovych sekvenci jako ¢asti hybridnich polypeptidd.

Tabulka 2

No. Sekvence

-

GIKQLQARILAVERYLKDQ
NNLLRAIEAQQHILLQLTVW
NEQELLELDKWASLWNWF
YTSLIHSLIESSQNQQEK
Ac-VWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIWG-NH:
QHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ
LRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAV
VQQNNLLQARIEAQQHLLQLTVWGIKQL
RQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLT
MTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQ
VVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL
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12
13
15
19
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29
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31
32
33
34
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36
37
38
39
40
41
42

VVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL
LLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY
Ac-VLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNG-NH;
Ac-LLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH;

Ac-IELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMAST-
-NH>

Ac-IELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKY-NH>
Ac-ENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTEL-NH:
Ac-DAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQST-NH;
Ac-CNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH;
Ac-SNIKENKCHGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH;
Ac-ASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGV-NH;
Ac-SGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNG-NH;
Ac-VLHLEGEVNKIKSALLSTHKAVVSLSNGVSVLTSK-NH;
Ac-ARKLQRMKQLEDKVEELLSKNYHYLENEVARLKKLV-NH;
Ac-RMKQLEDKVEELLSKNYHYLENEVARLKKLVGER-NH;
Ac-VQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQL-NH?
Ac-LRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLOARILAV-NH;
Ac-QHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH:
Ac-RQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLT-NH?
Ac-MTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQ-NH;
Ac-AKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSS-NH2
Ac-AAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSS-NH;
Ac-AKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVA-NH;
Ac-GTIALGVATSAQITAAVALVEAKQARSD-NH?
Ac-ATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEA-NH>
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Ac-AAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKA-NH;
Ac-IEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVA-NH;
Ac-IRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDY-NH;
Ac-AVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIV-NH,
Ac-ARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGI-
-KQLARILAVERYLKDQ-NH;
Ac-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQ-NH;
Ac-MTWMEMDREINNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQE-
-LLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-WMEWDREINNYTSLIGGSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH:
Ac-INNYTSLIGGSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH;
Ac-INNYTSLIGGSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH;
Ac-EWDRENNYTSLIGSLIEESQNQQEKNEQEGGC-NH;
Ac-QSRTLLAGIVQQQCLLDVVKRQQELLR-NH;
Ac-NNDTWQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKN-
-MYELQKLNSWD-NH,
Ac-WQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEK-NH;
Ac-VDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQK-NH,
Ac-ITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVF-NH;
Ac-SSESFTLLEQWNNWKLQLAEQWLEQINEKHYLEDIS-NH:
Ac-DKWASLWNWF-NH-
Ac-NEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-EKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-NQQEKKEQELLELDKWASLWWWF-NH;
Ac-ESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ac-LIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-NDQKKLMSNNQIVRQQSYSIMSIIKEE-NH;
Ac-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH,
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Ac-VSKGYSALRTGWYTSVITIELSNIKEN-NH:
Ac-VVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL-NH:
Ac-VNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSK-NH;
Ac-PIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLVFIR-NH;
Ac-NLVYAQLQFTYDTLRGYINRALAQIAEA-NH;
Ac-LNQVDLTETLERYQQRLNTYALVSKDASYRS-NH:
Ac-ELLVLKKAQLNRHSYLKDSDFLDAALD-NH;
Ac-LAEAGESSVTEDTEREDTEEEREDEEE-NH:
Ac-ALLAEAGEESVTEDTEREDTEEEREDEEEENEART-NH;
Ac-ETERSVDLVAALLAEAGEESVTEDTEREDTEEERE-NH;
Ac-EESVTEDTEREDTEEEREDEEEENEART-NH:
Ac-VDLVAALLAEAGEESVTEDTEREDTEEE-NH;
Ac-NSETERSVDLVAALLAEAGEESVTE-NH;
Ac-DISYAQLQFTYDVLKDYINDALRNINMDA-NH;
Ac-SNVFSKDEIMREYNSQKQHIRTLSAKVNON-NH;
Biotin-YTSLlHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NHZ
Dig-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Biotin-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-
-NHz
Dig-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH>
Ac-VLHQLNIQLKQYLETQERLLGNRIAARQLLQIWKDVA-NH;
Ac-LWHEQLLNTAQRAGLQLQLQLINQALAVREKVLIRYDIQK-
-NH3
Ac-LLDNFESTWEQSKELWEQQEISIQNLHKSALQEYW-NH,
Ac-LSNLLQISNNSDEWLEALEIEHEKWKLTQWQSYEQF-NH>
Ac-KLEALEGKLEALEGKLEALEGKLEALEGKLEALEGK-NH;
Ac-ELRALRGELRALRGELRALRGELARALRGK-NH;
Ac-ELKAKELEGEGLAEGEEALKGLLEKAAKLEGLELLK-NH;



t1ob
94  Ac-WEAAAREAAAREAAAREAAARA-NH,
95 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNAF-NH,
96  Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNENEQELLELDKWASLANWF-NH,
97  Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNQQELLELDKWASLWNWF-NH;
98  Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLQLDKWASLWNWF-NH,
99  Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNQQELLQLDKWASLWNWF-NH,
100 Ac-RMKQLEDKVEELLSKNYHLENEVARLKKLVGER-NH,
101 Ac-QQLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKNQ-NH,
102 Ac-NEQELLELDKWASLWNWF-NH,
103 Ac-YTSLIQSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
104 Ac-INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRK-NH,
105 Ac-INFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKS-NH;
106 Ac-NFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSD-NH,
107 Ac-FYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDE-NH,
108 Ac-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH;
109 Ac-DPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;
110 Ac-PLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLH-NH;
111 Ac-LVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHN-NH;
112  Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
113 Ac-FPSDEFDASISQVNEKINQWLAFIRKSDELLHNVN-NH;
114 Ac-PSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNA-NH:
115 Ac-SDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAG-NH;
116 Ac-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH;
117 Ac-EFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKS-NH;
118 Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
119  Ac-DASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKSTT-NH;
120 Ac-ASGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSN-NH;
121  Ac-SGVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNG-NH;



122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

Ac-GVAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGY-NH>
Ac-VAVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVS-NH;
Ac-AVSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSV-NH;
Ac-VSKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVL-NH;
Ac-SKVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLT-NH;
Ac-KVLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTS-NH;
Ac-VLHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSK-NH>
Ac-LHLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKV-NH;
Ac-HLEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVL-NH;
Ac-LEGEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLD-NH;
Ac-EGEVNKINSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDL-NH;
Ac-GEVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLK-NH:
Ac-EVNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKN-NH;
Ac-VNKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNY-NH;
Ac-NKIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYI-NH:
Ac-KIKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYID-NH;
Ac-IKSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDK-NH>
Ac-KSALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQ-NH;
Ac-SALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQL-NH>
Ac-ALLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLL-NH;
Ac-YTSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYK-NH:
Ac-TSVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKN-NH;
Ac-SVITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNA-NH:
Ac-VITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAV-NH:
Ac-ITIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVT-NH;
Ac-TIELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTE-NH:
Ac-IELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTEL-NH;
Ac-ELSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQ-NH:



150 Ac-LSNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQL-NH;
151 Ac-SNIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH;
152 Ac-NIKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLM-NH;
153 Ac-IKENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQ-NH>
154 Ac-KENKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQS-NH;
155 Ac-EKKCNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELDLLMQST-NH;
156 Ac-LLDNFESTWEQSKELWELQEISIQNLHKSALQEYWN-NH;
157 Ac-ALGVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRD-NH;
158 Ac-LGVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDT-NH;
159 Ac-GVATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTN-NH;
160 Ac-VATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNK-NH;
161 Ac-ATSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKA-NH;
162 - Ac-TSAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAV-NH;
163 Ac-SAQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQ-NH;
164 Ac-AQITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQS-NH;
165 Ac-QITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSV-NH;
166 Ac-ITAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQ-NH;
167 Ac-TAAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQS-NH;
168 Ac-AAVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSS-NH;
169 Ac-AVALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSI-NH;
170 Ac-VALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIG-NH;
171  Ac-ALVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGN-NH;
172 Ac-LVEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNL-NH;
173 Ac-VEAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLI-NH>
174 Ac-EAKQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIV-NH;
175 Ac-KQARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAI-NH:
176 Ac-QARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIK-NH:
177 Ac-ARSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKS-NH;
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Ac-RSDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSV-NH,
Ac-SDIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQ-NH;
Ac-DIEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQD-NH>
Ac-IEKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDY-NH;
Ac-EKLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYV-NH:
Ac-KLKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVN-NH;
Ac-LKEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNK-NH;
Ac-KEAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKE-NH;
Ac-EAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEI-NH;
Ac-AIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIV-NH;
Ac-IRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKSVQDYVNKEIV-NH;
Ac-YTPNDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKE-NH;
Ac-TPNDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEW-NH;
Ac-PNDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWI-NH>
Ac-NDITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIR-NH;
Ac-DITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRR-NH;
Ac-ITLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRS-NH:
Ac-TLNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSN-NH;
Ac-LNNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQ-NH;
Ac-NNSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQK-NH;
Ac-NSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKL-NH;
Ac-VALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDS-NH:
Ac-ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSI-NH;
Ac-LDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIG-NH;
Ac-DPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGN-NH:
Ac-PIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNW-NH;
Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWH-NH;
Ac-DISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWIQ-NH:
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Ac-ISIELNKAKSDLEESKEWRRSNQKLDSIGNWHQS-NH;
Ac-SIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSS-NH;
Ac-IELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSST-NH;
Ac-ELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWHQSSTT-NH;
Ac-ELRALRGELRALRGELRALRGELRALRGELRALRGK-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQQKNEQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELNKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEQSQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-YTSLIHSLIQESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIQQSQNQQQKNQQQLLQLNKWASLWNWT-NH;
Ac-EQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ac-QELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-ELLELDKWASLWNWF-NH;

Ac-LLELDKWASLWNWF-NH;

Ac-LELDKWASLWNWEF-NH;

Ac-ELDKWASLWNWEF-NH;

Ac-WASLWNWEF-NH;

Ac-ASLWNWEF-NH:
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLANAA-NH>
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQQLLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIQSLIEESQNQQEKNQQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-EAAAREAAAREAAARLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-PSLRDPISAEISIQALSYALGGDINNKYLEKLGYSG-NH;
Ac-SLRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGG-NH;
Ac-LRDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGD-NH;
Ac-RDPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDL-NH;
Ac-DPISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLL-NH>
Ac-PISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLG-NH;
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Ac-ISAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGI-NH2
Ac-SAEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGIL-NH;
Ac-AEISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILE-NH;
Ac-EISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILES-NH;
Ac-ISIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESR-NH;
Ac-SIQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRG-NH;
Ac-IQALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGI-NH:
Ac-QALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIK-NH>
Ac-ALSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIKA-NH>
Ac-LSYALGGDINKVLEKLGYSGGDLLGILESRGIKAR-NH;
Ac-PDAVYLHRIDLGPPISLERLDYGTNLGNAIAKLED-NH;
Ac-DAVYLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDA-NH>
Ac-AVYLHRIDLGPPISLERLDVGTHLGNAIAKLEDAK-NH;
Ac-VYLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKE-NH>
Ac-YLHRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKEL-NH:
Ac-LHRIDLGPPISLERLDVGTHLGHAIAKLEDAKELL-NH>
Ac-HRIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLE-NH;
Ac-RIDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLES-NH;
Ac-IDLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESS-NH;
Ac-DLGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSD-NH;
Ac-LGPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDO-NH;
Ac-GPPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDOI-NH;
Ac-PPISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQIL-NH>
Ac-PISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILR-NH;
Ac-ISLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQIRS-NH;
Ac-SLERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILRSW-NH;
Ac-LERLDVGTNLGNAIAKLEDAKELLESSDQILRSMK-NH;
Ac-EWIRRSNQKLDSI-NH>
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Ac-LELDKWASLANAF-NH;

Ac-LELDKWASLFNFF-NH;

Ac-LELDKWASLANWEF-NH;

Ac-LELDKWASLWNAF-NH;
Ac-ELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTSTSA-NH;
Ac-TELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTSTS-NH:
Ac-STELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTST-NH;
Ac-ISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLTS-NH;
Ac-DISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKLT-NH>
Ac-LDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVKL-NH;
Ac-NLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNVK-NH>
Ac-GNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVNV-NH;
Ac-TGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKVN-NH;
Ac-VTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDKV-NH>
Ac-IVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLDK-NH;
Ac-VIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKLD-NH>
Ac-QVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSKL-NH;
Ac-SQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNSK-NH;
Ac-DSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESNS-NH:
Ac-LDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEESN-NH:
Ac-ILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEES-NH>
Ac-SILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLEE-NH>
Ac-ISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKLE-NH;
Ac-NISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDKL-NH>
Ac-KNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALDK-NH;
Ac-QKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNALD-NH:
Ac-YQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNAL-NH;
Ac-TYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISNA-NH;
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Ac-ATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSISN-NH;
Ac-DATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSIS-NH;
Ac-FDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNSI-NH;
Ac-EFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVNNS-NH;
Ac-GEFDATYQKNISILDSQVIVTGHLDISTELGHVNN-NH>
Ac-SGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNVN-NH,
Ac-LSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGNV-NH;
Ac-RLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELGN-NH:
Ac-LRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELG-NH;
Ac-LRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTELG-NH;
Ac-TLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTEL-NH>
Ac-ITLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDISTE-NH:
Ac-GITLRLSGEFDATYQKNISILDSQVIVTGNLDIST-NH;
Ac-TATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQFNNT-NH:
Ac-ITATIEAVHEVTDGLSOLAVAVQKMQQFVNDOFNH-NH;
Ac-SITATIEAVHEVTDGLSOLAVAVGKMQQFVNDQFH-NH>
Ac-KESITATIEAVHEVIDGLSQLAVAVGKMQQFVNDQ-NH:
Ac-LKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVND-NH;
Ac-RLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFVN-NH;
Ac-LRLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQFV-NH;
Ac-ILRLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQF-NH;
Ac-NILRLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQQ-NH>
Ac-ANILRLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKMQ-NH>
Ac-AANILRLKESITATIEAVHEVTDGLSQLAVAVGKM-NH;
Ac-HKCDDECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGV-NH;
Ac-KCDDECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVK-NH;
Ac-CDDECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKL-NH;
Ac-DDECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLS-NH;



326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353

1 esesase
L]
.
-
.
.
.
L

Ac-DECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSS-NH;
Ac-ECMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSM-NH;
Ac-CMNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMG-NH;
Ac-MNSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGV-NH;
Ac-NSVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVY-NH:
Ac-SVKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQ-NH;
Ac-VKNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQI-NH;
Ac-KNGTYDYPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQIL-NH;
Ac-AFIRKSDELLHNV-NH>
Ac-VVLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNL-NH;
Ac-VLAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLR-NH;
Ac-LAGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRA-NH>
Ac-AGAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRAS-NH;
Ac-GAALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASL-NH:
Ac-AALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLE-NH:
Ac-ALGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLET-NH;
Ac-LGVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETT-NH;
Ac-GVATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTN-NH;
Ac-VATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQ-NH:
Ac-ATAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNAQ-NH;
Ac-TAAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAI-NH:
Ac-AAQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIE-NH:
Ac-AQITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEA-NH:
Ac-QITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAI-NH;
Ac-ITAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIR-NH;
Ac-TAGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQ-NH;
Ac-AGIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQA-NH;
Ac-GIALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAG-NH2
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354 Ac-IALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQ-NH;
355 Ac-ALHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQE-NH;
356 Ac-LHQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEM-NH;
357 Ac-HQSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMI-NH;
358 Ac-QSMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMIL-NH;
359 Ac-SMLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAAGQEMIL-NH-
360 Ac-MLNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAV-NH:
361 Ac-LNSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQ-NH;
362 Ac-NSQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQG-NH;
363 Ac-SQAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGOEMILAVQGY-NH;
364 Ac-QAIDNLRASLETTNQAIEAIRQAGOEMILAVQGVQ-NH:>
365 Ac-AIDNLRASLETTNQAIEAIROAGQEMILAVQGYQD-NH:?
366 Ac-IDHLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDY-NH:
367 Ac-DNLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYI-NH2
368 Ac-NLRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYIN-NH2
369 Ac-LRASLETTNQAIEAIRQAGQEMILAVQGVQDYINN-NH;
370 Ac-RASLETTNQAIEAI RQAGQEMI LAVQGYQDYINNE-NH:>
371  Ac-YTSVITIELSNIKENKUNGTDAVKLIKQELDKYK-NH

372 Ac-TSVITIELSNIKENKUNGTDAVKLIKQELDKYKN-NH

373 Ac-SVITIELSNIKENKUNGTDAVKLIKQELDKYKNA-NH

374 Ac-SNIKENKUNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLL-NH:
376 Ac-KENKUNGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLMQS-NH:
376 Ac-CLELDKWASLWNWFC-NH;

377 Ac-CLELDKWASLANWFC-NH;

378 Ac-CLELDKWASLFNFFC-NH;

379 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLFNFF-NH;
381 Ac-RMKQLEDKVEELLSKNYHLENELELDKWASLWNWEF-NH;
382 Ac-KVEELLSKNYHLENELELDKWASLWNWF-NH>
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Ac-RMKQLEDKVEELLSKLEWIRRSNQKLDSI-NH-
Ac-RMKQLEDKVEELLSKLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-ELEALRGELRALRGELELDKWASLWNWF-NH;
Ac-LDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSI-NH;
Ac-CNEQLSDSFPVEFFQV-NH,
Ac-MAEDDPYLGRPEQMFHLDPSL-NH;
Ac-EDFSSIADMDFSALLSQISS-NH;
Ac-TWQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQ-NH>
Ac-WQEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQK-NH:
Ac-QEWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNWYELQKL-NH;
Ac-EWERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLN-NH;
Ac-WERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS-NH;
Ac-ERKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSW-NH;
Ac-RKVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWD-NH;
Ac-KVDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDV-NH;
Ac-VDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVF-NH;
Ac-DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFG-NH;
Ac-FLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFGN-NH;
Ac-LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFGNW-NH;
Ac-LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFGNWF-NH;
Ac-NEQSEEKENELYWAKEQLLDLLFNIFNQTVGAWIMQ-NH;
Ac-QQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKD-NH>
Ac-QQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQ-NH;
Ac-QQLLDVVKRQQELLRLTVWGPKNLQTRVTAIEKYLKDQ-NH;
Ac-DERKQDKVLVVQQTGTLQLTLIQLEKTAKLQWVRLNRY-NH;
Ac-QQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKY-NH;
Ac-QQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYL-NH:
Ac-QLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLK-NH;



412 Ac-LLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKD-NH:
413 Ac-LDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQ-NH>
414 Ac-DVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQA-NH-
415 Ac-VVKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQ-NH;
416 Ac-VKRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQACL-NH>
417 Ac-KRQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLN-NH:
418 Ac-RQQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNA-NH>
419 Ac-QQELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNA-NH;
420 Ac-QELLRLTVWGTKNLQTRVTAIEKYLKDQAQLNAWG-NH:
421 Ac-ELLRLTVWGTKNLQTRVTAI EKYLKDQ‘AQLNAWGC-N Ha
422 Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGPKQLQARILAVERYLKDQ-NH;
423 Ac-SELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAK-NH;
424 Ac-ELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKS-NH>
425 Ac-LEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSS-NH;
426 Ac-EIKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSE-NH;
427 Ac-IKRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSEN-NH;
428 Ac-KRYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSEND-NH;
429 Ac-RYKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDR-NH;
430 Ac-YKNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRL-NH;
431 Ac-KNRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLR-NH;
432 Ac-NRVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRL-NH:
433 Ac-RVASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLL-NH:
434 Ac-VASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLL-NH;
435 Ac-ASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLK-NH;
436 Ac-SRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQ-NH;
437 Ac-RKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQM-NH;
438 Ac-KCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMC-NH;
439 Ac-CRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCP-NH;



440
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455
456
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458
459
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461
534
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536
537
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Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPS-NH,
Ac-AKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSL-NH;
Ac-KFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLD-NHj;
Ac-FKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDV-NH;
Ac-KQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVD-NH;
Ac-QLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDS-NH;
Ac-LLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSI-NH;
Ac-LQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSII-NH;
Ac-QHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIP-NH;
Ac-HYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPR-NH2
Ac-YREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIHPRT-NH;
Ac-REVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIHPRTP-NH;
Ac-EVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPD-NH>
Ac-VAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDV-NH;
Ac-AAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVL-NH;
Ac-AAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLH-NH;
Ac-AKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHE-NH;
Ac-KSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHED-NH;
Ac-SSENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDL-NH:
Ac-SENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDLL-NH2
Ac-ENDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDLLN-NH;
Ac-NDRLRLLLKQMCPSLDVDSIIPRTPDVLHEDLLNF-NH
Ac-PGYRWMCLRRFHFLFILLLCLIFLLVLLDYQGML-NH
Ac-GYRWMCLRRFIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLP-NH:
Ac-YRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPV-NH;
Ac-RWMCLRRFIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVC-NH:
Ac-WMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCP-NH;

.539 Ac-MCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPL-NH:



.540
541
542
.543
.544
545
.546
547
548
.549
950
551
552
.553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567

& w > .
suse . o . « Pt

- 38 -

Ac-CLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLI-NH;
Ac-LRRFHFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIP-NH;
Ac-RRFHFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPG-NH;
Ac-RFIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGS-NH;
Ac-FIIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSS-NH;
Ac-lIFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSST-NH;
Ac-IFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTT-NH:
Ac-FLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTS-NH;
Ac-LFILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTST-NH>
Ac-FILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTG-NH;
Ac-ILLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGP-NH
Ac-LLLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPC-NH;
Ac-LLCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCR-NH,
Ac-LCLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRT-NH:
Ac-CLIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTC-NH;
Ac-LIFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCM-NH:
Ac-IFLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMT-NH;
Ac-FLLVLLDYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCMTT-NH;
Ac-PLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT-NH;
Ac-LLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTT-NH:
Ac-LVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTV-NH;
Ac-VLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVC-NH:
Ac-LQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCL-NH;
Ac-QAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLG-NH;
Ac-AGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQ-NH;
Ac-GFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVLCGQN-NH;
Ac-FFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVLCGQNS-NH;
Ac-FLLTRILTIPQSLDSWWTSLHFLGGTTVCLGQNSQ-NH;
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Ac-LLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVLCGQNSQS-NH;
Ac-LTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVLCGQNSQSP-NH;
Ac-FWNWLSAWKDLELKSLLEEVKDELQKMR-NH;
NNLLRAIEAQQHLLQLTVW-NH;

Ac-CGGNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLIKDQ-
-NH;

YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;

C13H27CO-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-
-WNWEF-NH;

Ac-AVSKGYLSALRTGWYTSVITIELSNIKENKUNGTDA-NH,
Ac-SISNIETVIEFQQKNNRLLEITREFSVNAGVTTPVS-NH;
Ac-DQQIKQYKRLLDRLIIPLYDGLRQKDVIVSNQESN-NH,
Ac-YSELTNIFGDNIGSLQEKGIKLQGIASLYRTKITEI-NH,
Ac-TSITLQVRLPLLTRLLNTQIYRVDSTSYNIQNREWY-NH;
Ac-VEIAEYRRLLRTVLEPIRDALNAMTQNIRPVQSYA-NH,
Ac-SYFIVLSIAYPTLSEIKGVIVHRLEGVSYNIGSQEW-NH,
Ac-LEKAIRDTNKAVQSVQSSIGNLIVAIKS-NH,
NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH;
NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
CKQEPIDKELYPLTSL

YPKFVKQNTLKLAT

OYIKANQKFIGITE

NGOIGKDPNRDILY

Ac-RPDVY-OH

CLELDKWASLWNWFC-(cyklicky)
CLELDKWASLWNWFC-(cyklicky)
CLELDKWASLWNWFC-(cyklicky)
Ac-NNLLRAIEAQQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-NH,
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Ac-CGGYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-
-NH2

Ac-PLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGT-NH>
Ac-LLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTT-NH;
Ac-LVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTV-NH;
Ac-VLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTVC-NH;
Ac-LQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTVCL-NH;
Ac-QAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTVCLG-NH;
Ac-AGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTVCLGQ-NH:
Ac-GFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTVCLGQN-NH:
Ac-FFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNPLGGTTVCLGQNS-NH;
Ac-FLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQ-NH;
Ac-LLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQS-NH;
Ac-LTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGTTVCLGQNSQSP-NH;
Ac-LELDKWASLWNWA-NH;

Ac-LELDKWASAWNWF-NH,

Ac-LELDKWASLWNWA-NH;

Ac-LELDKWASLWNWA-NH,

Ac-LELDKWASLWNWA-NH;

Ac-DELLHNVNAGKST-NH;

Ac-KSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-IRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-AFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFI-NH:
Ac-YAADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKMNTQFEAVGKE-NH;
Ac-SVIEKMNTQFEAVGKEFGNLERRLENLNKRMEDGFL-NH;
Ac-VWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDKVRMQL-NH;
Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEGGC-NH:
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Ac-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNNQELLELDKWASL-NH;
Ac-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNNQELLE-NH>
Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNNQELLE-NH;

Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNNQELLELD-
-KWASLWNWEF-NH;

Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQLLDSIGNWH-NH:
Ac-NQQEKNEQELLELDKWASLWNWFENITNWLWYIKIFI-NH;
Ac-NQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIKIFI-NH;
Ac-QNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIKIF-NH;
Ac-SQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIKI-NH;
Ac-ESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYIK-NH;
Ac-EESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWYI-NH;
Ac-IEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLWY-NH;
Ac-LIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWLW-NH,
Ac-SLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNWL-NH>
Ac-HSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITNW-NH>
Ac-IHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITN-NH;
Ac-LIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEFNIT-NH;
Ac-SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNI-NH;
Ac-TSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFN-NH;
Ac-NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNW-NH;
Ac-NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN-NH;
Ac-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLW-NH;
Ac-EINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH;
Ac-REINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWAS-NH;
Ac-DREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWA-NH;
Ac-WDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKW-NH;
Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK-NH;
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Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELD-NH,
Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH,
Ac-TWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH,
Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH;
Ac-NMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH;
Ac-NNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE-NH;
Ac-WNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQ-NH;
Ac-IWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNE-NH;
Ac-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKN-NH,
Ac-EQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEK-NH;
Ac-LEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQE-NH,
Ac-SLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQ-NH;
Ac-KSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQ-NH;
Ac-NKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQN-NH:
Ac-SLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRK-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQQQQEKQEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNA-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLH-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSD-NH;
Ac-ASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH:
Ac-ISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH>
Ac-QVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-NEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-KINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
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676 Ac-NQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;

677 Ac-FWNWLSAWKDLELYPGSLELDKWASLWNWF-NH,

678 Ac-CGGNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ-
-NH;

679 Ac-CGGYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-
-NH;

680 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF

681 NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ

682 Ac-EKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQYGV-NH;
683 Ac-QEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQYG-NH;
684 Ac-QQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQY-NH-
685 Ac-IQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYIQ-NH;
686 Ac-QIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQYG-NH;
687 Ac-AQIQQEKNMYELQ KLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQY-NHp_
688 Ac-QAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWLDFTSWVRYIQ-NH>
741  Ac-QQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYL-NH;
742 Ac-VQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERY-NH,
743 Ac-IVQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVER-NH:
744  Ac-GIVQQQNHLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVE-NH;
745 Ac-SGIVQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAV-NH2
758 Ac-RSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTV-NH;
760 Ac-GARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQL-NH:
764 Ac-GSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQH-NH>
765 Ac-GSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQH-NH;
766 Ac-EGSTMGARSMTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQ-NH;
767 Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENORLRLL-NH;

768 Ac-AKFKQLLQHYREVAAAKSSENORLRLLL-NH;

769 Ac-KFKQLLQHYREVAAAKSSENORLRLLLK-NH;
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Ac-FKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQ-NH;
Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENORLRLLKQMCPS-NH,
DKWASLWNWF-NH,
Biotin-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-YDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-YDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQALAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-YDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH,
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLENV-NH,
Ac-VFPSDEFDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELLENV-NH,
Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLENV-NH,
Ac-VFPSDEFDASISQVHEEINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-SNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQ-NH,
Ac-WSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEES-NH,
Ac-SWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEE-NH,
Ac-ASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIE-NH,
Ac-NASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLI-NH,
Ac-WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSL-NH,
Ac-WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSL-NH,
Ac-WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSL-NH,
Ac-PWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHS-NH,
Ac-VPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIH-NH,
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Ac-AVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLI-NH,
Ac-TAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSL-NH;
Ac-TTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTS-NH;
Ac-AAASDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPAAAFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPAAAFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPAAAFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPAAAFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKIAAALAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSAAAIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFAAASDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKAAALLHNV-NH,
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEAAANV-NH;
Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEAAANV-NH;
Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Ac-AAAAIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQQQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH:
Ac-YTSLIHSLIEESQQQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKQ-NH:>
Ac-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKQ-NH;
Ac-QIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKQ-NH
Ac-NKSLEQWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQQ-NH;
Ac-FDASISQVNEKINQSLAFIEESDELLHNVNAGKST-NH>
Ac-ACIRKSDELCAL-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKDEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQDQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKDEQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKDEQELLELDKWASLWNWEF-NH:
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841 Ac-LEANITQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH,

842 Ac-LEANISASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH,

843 Ac-LEANISALLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH;

844 Ac-LEANITASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH;

845 Ac-LEANITASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH,

845 Ac-LEANITASLEQAQIQQEKNMYELQKLNSWDVFTNWL-NH,

846 Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMUPS-NH,

847 Ac-Abu-DDE-Abu-MNSVKNGTYDRPKYEEESKLNRNEIKGVKL-
-NH;

856 Ac-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL-NH;

860 Ac-DEYDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH;

861 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN-NH;

862 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLW-NH;

863 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASL-NH;

864 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWAS-NH,

865 Ac-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL-
-AVERYLKDQ-NH;

866 Ac-DREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN-
-WF-NH, |

867 Ac-NNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-
-DK-NH;

868 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWAAA-NH,

871 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLAAAKWASLWNWF-NH,

872 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQAAAELDKWASLWNWEF-NH,

873 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKAAAELLELDKWASLWNWF-NH,

874 Ac-YTSLIHSLIEESQNQAAANEQELLELDKWASLWNWF-NH,

875 Ac-YTSLIHSLIEESAAAQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;

876 Ac-YTSLIHSLIAAAQNQQEKAAAELLELDKWASLWNWF-NH,
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Ac-YTSLIHAAAEESQNQQEKAAAELLELDKWASLWNWEF-NH
Ac-YTSAAASLIEESQNQQEKAAAELLELDKWASLWNWEF-NH
Ac-EIWNNMTWMEWDRENEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Ac-YISEYNEENQSLAFIRKADELLENVDKWASLWNWF-NH,
Ac-TSVITIELSNIKENKANGTDAKVKLIKQELDKYKH-NH;
YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFMG-NH;
Ac-NEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Biotin-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH:
Biotin-PLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLH-NH;
Biotin-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Biotin-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGK-NH;
Biotin-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH:
Biotin-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH>
Ac-VYPSDEFDASISQVQEEIQQALAFIRKADELLEQV-NH;
Ac-NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;

Ac-INNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE-
-NH;
Ac-EINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-
-NH>
Ac-YTSLHSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-
-NH2
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEFNI-NH;

Ac-YTSLHSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFIT-
-NH;
Ac-YTSLHSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-
-ITN-NH;

Ac-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVN-
-AGK-NH;
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900 Ac-NYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFN-NH-

901 Ac-NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNI-
-NH;

905 Ac-KCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDV-
-DSIIPRTPD-NH;

906 Ac-RAKFKQLLQHYREVAAAKSSEMDRLRLLLKQMCPSLDVDSI-
-IPRTPD-NH>

907 VYPSDEYDASISQVMEEMQALAYIAAADELLENV-NH;
909 YDASISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH;

910 Ac-M-Nle-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-
-NH;

911 Ac-KNGTYDRPKYEEESKLNRNEIKGVKLSSMGVYQI-NH;
912 Ac-VTEKIQMASDNINDLIQSGVNTRLLTIQSHVQNYI-NH
913 QNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH,

914 Ac-QNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;

915 LWNWF-NH;

916 ELLELDKWASLWNWF-NH;

917 EKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,

918 SLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH

919 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNW
920 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN
921 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN
922 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN
923 TSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH>
924 SLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
925 LIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
926 |HSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;

940 Ac-AAVALLPAVLLALLAPSELEIKRYKNRVASRKCRAKFKQLL-
-QHYREVAAAK-NH;
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Ac-AAVALLPAVLLALLAPCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDR-
-LRLLLKQMCP-NH;

Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNNNIERDWEMWTMNNWIQ-NH;
VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac-LMQLARQLMQLARQMKQLADSLMQLARQVSRLESA-NH;
Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH;
Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH;
Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH;
Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-NH;

Biotin-W-Nle-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-
-NH;

Ac-YLEYDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH;
Ac-IKQFINMWEQEVGKAMYA-NH;

Ac-IRKSDELL-NH, |
Dekanoyl-IRKSDELL-NH,

Acetyl-Aca-Aca-IRKSDELL-NH,

Ac-YDASISQV-NH;

Ac-NEKINQSL-NH;
Ac-SISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH,
Ac-QVNEEINQALAYIRKADELL-NH,
Ac-EEINQALAYIRKADELL-NH
Ac-NQALAYIRKADELL-NH,

Ac-LAYIRKADELL-NH,;
FDASISQVNEKINQALAFIRKSDELL-NH,
Ac-W-Nie-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH>

Ac-ASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCP-
-SLDVDS-NH;

Ac-WLEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-NH>
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Ac-YVKGERIINFYDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSL-NH;
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQSLAYIRKADELLHNV-NH;
Ac-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELLE-NH;
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKAAELLHNV-NH;
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKAAELLHNV-NH;

Dekanoyl-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-
-NH;

Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQLLAYIRKLDELLENV-NH;
Ac-DEYDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;
Ac-SNDQGSGYAADKESTQKAFDGITNKVNSVIEKTNT-NH;
Ac-ESTQKAFDGITNKVNSVIEKTNTQFEAVGKEFGNLEKR-NH;
Ac-DGITNKVNSVIEKTNTQFEAVGKEFGNLEKRLENLNK-NH;
Ac-DSNVKNLYDKVRSQLRDNVKELGNGAFEFYHK-NH>
Ac-RDNVKELGNGAFEFYHKADDEALNSVKNGTYDYPKY-NH;
Ac-EFYHKADDEALNSVKNGTYDYPKY-NH;
Ac-AAVALLPAVLLALLAPAADKESTQKAFDGITNKVNS-NH;
Ac-AAVALLPAVLLALLAPAADSNVKNLYDKVRSQLRDN-NH:
Ac-KESTQKAFDGITNKVNSY-NH,
Ac-IKETNTQFEAVGKEFGNLER-NH;
Ac-RLENALNKRVEDGFLDVWTYNAELLVALENE-NH;
Ac-SNVKNLYDKVRSQLRDN-NH;
Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH;
Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE-NH;
Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH;
Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE-NH;
Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELE-NH;
Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH;
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Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH,
Ac-YTKFIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-YMKQLADSLMQLARQVSRLESA-NH,
Ac-YLMQLARQMKQLADSLMQLARQVSRLESA-NH;
Ac-YQEWERKYDFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL-NH,
Ac-WMAWAAAINNYTSLHSLIEESONOQEKNEQEEEEE-NH,;
Ac-YASLIAALIEESQNQQEKNEQELLELAKWAALWAWEF-NH;
[Ac-EWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEGGC-NH;] dimer
Ac-YDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH;
Blotinyl-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH,
Ac-YTSLI-OH
Fmoc-HSLIEE-OH
Fmoc-SQNQQEK-OH
Fmoc-NEQELLEL-OH
Fmoc-DKWASL-OH
Fmoc-WNWF-OH
Ac-AKTLERTWDTLNHLLFISSALYKLNLKSVAQITLSI-NH;
Ac-NITLQAKIKQFINMWQEVGKAMYA-NH,
Ac-LENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDN-NH,
Ac-LENERTLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNVKELGNG-NH;
Ac-TLDFHDSNVKNLYDKVRLQLRDNVKELGNGAFEF-NH,
Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH;
Biotinyl-SISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH,
Biotinyl-SISQVNEEINQSLAYIRKSDELL-NH,
Ac-SISQVNEEINQSLAYIRKSDELL-NH,
Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIEKSNQELDSIGNWE-NH,
Ac-IDISIELKNAKSDLEESKEWIKKSNQELDSIGNWH-NH,
Ac-IDISIELNKAKSDLEEAKEWIKKANQKLDSIGNWH-NH,
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1027 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIKKANQKLDSIGNWH-NH;
1028 Ac-IDISIELNKAKSDLEEAKEWIKKSNQKLDSIGNWH-NH;
1029 Biotinyl-NSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKL-NH>
1030 Biotinyl-ALDPHIDISIELNKAKSDLEESKEWIKKSNQKLDSI-NH;

1031 desaminotyrosin-NSVALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKK-
-SNQLK-NH;

1032 desaminotyrosin-ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWIKK-
-SNQKLDSI-NH;

1033 Ac-YDASISQVNEEINQALAFIRKADEL-NH

1034 Ac-YDASISQVNEEINQSLAYIRKADELL-NH;

1035 Biotinyl-YDASISQVNEEINQALAYIRKADELL-NH;

1036 Biotinyl-YDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELL-NH:

1037 Ac-YDASISQVNEEINQSLAFIRKSDELL-NH;

1038 Ac-WLEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQEL-NH
1039Biotinyl-IDISIELNKAKSDLEESKEWIRRSNQKLDSIGNWH-NH>
1044 Ac-YESTQKAFDGITNKVNSVIEKTNTQFEAVGKEFGNLEKR-NH;
1045 Biotin-DEYDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH>

1046 Ac-MEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH;

1047 Ac-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYEL-NH;
1048 Ac-WOEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNEYEL-NH;3
1049 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYEL-NH>
1050 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNMYEL-NH;
1051 Ac-WQEWEQKVRYLEANISQSLEQAQIQQEKNEYELQLK-NH;
1052 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQLK-NH;
1053 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQLK-NH;
1054 Ac-IDISIELNKAKSDLEESKEWIEKSNQKLDSIGNWH-NH;
1055 Ac-EFGNLEKRLENLNKRVEDGFLDVWTYNAELLVALENE-NH;

1056 Ac-EDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDK-
-VRMQL-NH;
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Ac-SISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH>
desaminoTyr-SISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NH;
Ac-SISQVNEKINQSLAYIRKSDELL-NH;
Ac-QQLLDVVKRQQEMLRLTVWGTKNLQARVTAI EKYLKDQ-NH;
YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFC
Ac-FDASISQVNEKINQSLAYIRKSDELL-NH:
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWA
Indol-3-acetyl-DEFDASISQVNEKI NQSLAFIRKSDELL-NH:
lndol-3-acety|-DEFDESISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-N Ho
lndol-3-acety|-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL—N H2
Indol-3-acetyI—DEFDESISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-N Ha
Indol-3-acetyl-DEFDESlSQVNEKlEESLQFIRKSDELL-NHz

Indol-3-acetyl-GGGGGDEFDASISQVN EKINQSLAFIRKSDELL-
NH2

2-Naftoy|-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NHZ
desNHzTyr-DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL -NH:
biotin-ALDPIDISIELNKAKSDLEESKEWRRSNQKLDSI-NH;
AC-YDASISQVNEKIHQALAYI‘RKADELLHHVNAGKST-NHZ
Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQALAYIRKADELLHNV-NH;
AC-VYPSDEYDASISQVNEKINQSLAYIRKSDELLHNV-NHg
Ac-WGWGYGYG-NH:

Ac-YGWGWGWGF-NH;
AC-WQEWEQKVRYLEANITALQEQAQIQAEKAEYELQKL-NHz
Ac-WQEWEQKVRYLEAEITALQEEAQIQAEKAEYELQKL-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWAS
AC-VWPSDEFDASISQVNEKlNQSLAFIRKSDELLHNV-NH2
AC-SKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDWGV—NHz
AC—LSKNISEQIDQlKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDWG-NHg



1085 Ac-DLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSDW-NH;
1086 Ac-EDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTSD-NH:
1087 Ac-IEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWTS-NH;
1088 Ac-GIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWWT-NH;
1089 Ac-IGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKWW-NH;
1090 2-NaftoyI-PSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVN-NHz
1091 Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQALAYIRKADELLENV-NH:
1092 Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQALAFIRKADELLENV-NH;
1093 Ac-VYPSDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELLENV-NH:
1094 Biotinyl-YDASISQVNEKINQSLAFIRESDELL-NH;

1095 Ac-AIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGKW-NH;
1096 Ac-AAIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGGK-NH:
1097 Ac-DAAIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLGG-NH;
1098 Ac-PDAAIGIEDLSKNISEQIDQIKKDEQKEGTGWGLG-NH;
1099 Ac-NITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWI-NH,
1100 Ac-KNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQW-NH;
1101 Ac-TKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRG-NH;
1102 Ac-WTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWR-NH:
1103 Ac-DWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGW-NH;
1104 Ac-HDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTG-NH:
1105 Ac-PHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWT-NH,
1106 Ac-EPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWW-NH>
1107 Ac-IEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNW-NH:
1108 Ac-AIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKITPDQGDNDN-NH;
1109 Ac-AAIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDND-NH>
1110 Ac-DAAIEPHDWTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDN-NH>
1111 Ac-LSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPIFF-NH;
1112 Ac-GLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPIF-NH;
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1113 Ac-VGLSPTVWLSVTWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLPI-NH;
1114 Ac-FVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLLP-NH:
1115 Ac-WFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPLL-NH>
1116 Ac-QWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFLPL-NH:
1117 Ac-VQWFVGLSPTVWLSVTWMMWYWGPSLYSILSPFLP-NH:
1118 Ac-FVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPFL-NH;
1119 Ac-PFVQWFVGLSPTVWLSVIWMMWYWGPSLYSILSPF-NH;
1120 Ac-VPFVQWFVGLSPTVWLSVTWMMWYWGPSLYSILSP-NH:
1121 Ac-LVPFVQWFVGLSPTVWLSVTWMMWYWGPSLYSILS-NH>

1122 H-NHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL-
-DKW-OH

1123H-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL-
-AVERYLKDQ-OH

1124 Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIREADELLENV-NH;
1125 Ac-VFPSDEFDASISQVNEKINQSLAYIREADELLENV-NH;
1126 Ac-DEFDASISQVNEKINQSLAYIREADELL-NH:

1127 Ac-NEQELLELDKWASLWNWFGGGGDEFDASISQVNEKINQ-
-SLAFIRKSDELL-NH;

1128 Ac-LELDKWASLWNWFGGGGDEFDASISQVNEKINQSLAFIR-
-KSDELL-NH>

1129 2—Naftoy|—EGEGEGEGDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL-
-NH3

1130 Ac-ASRKCRAKFKQLLQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSL-
-DV-NH:

1131 2-NaftoyI—GDEEDASISQVNEKINQSLAF|RKSDELL-NH2
1132 2-Naftoy|-GDEEDASESQVNEKINQSLAFIRKSDELL-NHz
1133 2-NaftoyI-GDEEDASESQQNEKlNQSLAFIRKSDELL-NHz
1134 2—Naftoyl-GDEEDASESQQNEKQNQSLAFIRKSDELL-NHz
1135 2—NaftoyI-GDEEDASESQQNEKQNQSEAFIRKSDELL-NHz



1136
1137

1138

1139
1140
1141
1142
1143
1144
1145
1146
1147
1148
1149
1150
1151
1162
11563
1165
1156
11567
1158
1159
1160
1161
1162
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Ac-WGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH>

Ac-YTSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWNWE-
-NH;

Ac-YTSLIHSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWA-
-SLWNWF-NH;

2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH
2-Naftoyl-GDEEDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH:
2-Naftoyl-GDEEDESISQVQEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
2-Naftoyl-GDEEDESISQVQEKIEESLLFIRKSDELL-NH:
Biotin-GDEYDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH:
2-Naftoyl-GDEYDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH>
Ac-YTSLIHSLIDEQEKIEELAFIRKSDELLELDKWNWT-NH:
VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH>
Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGSKQLQARILAVERYLKDQ-NH;
GGGVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH
Ac-NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGEKQLQARILAVERYLKDQ-NH;
Ac-PTRVNYILIIGVLVLAbUEVTGVRADVHLL-NH;
Ac-PTRVNYILIGVLVLAbUEVTGVRADVHLLEQPGNLW-NH>
Ac-PEKTPLLPTRVNYILIGVLVLAbuEVTGVRADVHLL-NH;
AhaGGGVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac-YTSLIHSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
Ac-YTSLGGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSOELL-NH:
Ac-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWASLWNWEF-NH;
Ac-DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLGGWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKASLWNWEF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKSLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWNWF-NH;



1163

1164

1165

1166

1167

1168

1169
1170
1171
1172
1173

1174

1175
1176
1177
1178
1179
1180
1181
1182
1183
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Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELD-
-KASLWNWF-NH>

Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK-
-SLWNWF-NH;

Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESONQQEKNEQELLELD-
-KLWNWF-NH:

Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK-
-WNWF-NH;

Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK-
-WASLWN-NH;

Ac-MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK-
-WASL-NH>

(Pyr)HWSY (2-naftyl-D-Ala)LRPG-NH;
Ac-WNWFDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLWNWEF-NH>
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKYASLYNYF-NH>
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKYAYLYNYF-NH;

2-NaftoyI-AcaAcaAcaDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLAca-
-AcaAcaW-NH;

2-NaftoyI-AcaAcaAcaGDEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELLG-
-AcaAcaAcaW-NH,

2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFIRESDELL-NH>

2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFIEESDELL-NH>

Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH>
Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH:
Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
Ac-WQEWEHQVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH,
Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH>



1184 Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH
1185 Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH:
1186 Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH:
1187 Ac-WQEWEQKVNYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1188 Ac-VNalPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;

1189 Ac-VNalPSDENalDASISQVNEEINQALAYRIKADELLENV-NH>
1190 Ac-VNalPSDEYDASISQVNEEINQALANallIRKADELLENV-NH;
1191 Ac-VYPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIREADELLFNFF-NH:

1192 Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLFNFF-NH;

1193 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWF-NH;
1194 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH
1195 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWASLWEWF-NH
1196 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWASLWEWF-NH
1197 Ac-YTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWASLWEWF-NH;
1198 Naftoyl-Aua-Aua-Aua-TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAua-Aua-

-Aua-W-NH;

1199 Ac-WAAWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1200 Ac-WQEAAQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1201 Ac-WQEWAAKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH:
1202 Ac-WQAAEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1203 Ac-WQEWEAAVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1204 Ac-WQEWEQAARYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH;
1205 Ac-WQEWEAAVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH>
1206 Ac-WQEWEAAVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-NH:

1207 Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKLGGG-
-GWASLWNF-NH:2

1208 2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH>
1209 2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH>



1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1125
1226

1227

1230
1231
1232
1233
1234
1235

1236

2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH:
2-Naftoyl-GDEFDASISQTNEKTNQSLAFIRKSDELT-NH:
2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH>
2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH;
2-Naftoyl-GDEFDEEISQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
2-Naftoyl-GDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELT-NH;
2-Naftoyl-GDEFDASASQANEKANQSLAFARKSDELA-NH;
2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKIEESLAFTRKSDELL-NH;
2-Naftoyl-GDEFDESISQVNEKTEESLAFIRKSDELL-NH;
2-Naftoyl-GDEFDESISQTNEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
2-Naftoyl-GDEFDESTSQVNEKIEESLAFIRKSDELL-NH;
Ac-WNWFDEFDESTSQVNEKIEESLAFIRKSDELLWNWF-NH;
Ac-WNWFDEFDESTSQTNEKIEESLAFIRKSDELLWNWF-NH;
Ac-WNWFDEFDESTSQTNEKTEESLAFIRKSDELLWNWF-NH;
Ac-LOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLRFLGGTTVAL-NH;
Ac-YTNLIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWSWF-NH>

Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWA-
-SLWNWF-NH;

Ac-NNMTWQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL-
-DKWASLWNWF-NH;

Ac-WNWFIEESDELLWNWEF-NH;
2-Naftoyl-GFIEESDELLW-NH;

Ac-WFIEESDELLW-NH;

2-Naftoyl-GENFFIEESDELLFNFF-NH>
2-Naftoyl-GESDELW-NH;
Ac-WNWFGDEFDESISQVQEEIEESLAFIEESDELLGGWNWEF-
-NH2
Ac-WNWFIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWV-NH;



1237
1238

1239
1240

1241
1242
1243
1244
1245
1246
1247

1248
1249

1250
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1253
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1255
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1258
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Ac-YTSLITALLEQAQIQQEENEYELQELDEWASLWEWF-NH;

Ac-YTSLINSLGGDFEDESISQVNEELEESLAFIEESDELLGGWA-
-SLWNWF-NH:

2-Naftoyl-GDEFDESISQVQEEIEESLAFIEESDELL-NH;

H-QARQLLSSIMQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARI-
-LAVERYLKDQ-OH

Ac-CPKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTR-NH;
Ac-GLFGAIAGFIENGWEGMIDGWYGFRHQNSC-NH>
Ac-LNFLGGT-NH:

Ac-LDSWWTSLNFLGGT-NH;
Ac-ILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT-NH;
Ac-GFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT-NH;

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWEF-
-NH, '

Ac-WNWFITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWF-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWE-
-NH;

Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKIEYELQKL-NH;
Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKIEYELQKL-NH;
Ac-WQEWEQKVRYLEANITALLEQAQIQQEKIEYELQKL-NH;
Ac-NIKENKANGTDAKVKLIKQELDKYKNAVTELQLLM-NH>

(FS) -YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;

2-Naftoy-GWNWFAcaDEFDESTSQVQEEIEESLAFIEESDELL-
-AcaWNWF-NH;

Ac-WNWFGDEFDESISQVNEKIEESLAFIEESDELLGWNWF-NH;
Ac-WNWFGDEFDESISQVNEKIEESLAFIEESDELLGWNWF-NH;

Ac-WNWF- Aca-DEFDESTSQVNEKIEESLAFIRKSDELLAca-
-WNWF-NH;



1259

1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267

1268

1269

1270

1271
1272
1273

1276

1276

1277
1278
1279
1280

Ac-WNWF-Aca-DEFDESTSQVNEKIEESLAFIRKSDELL-Aca-
-WNWF-NH;

Ac-EESQNQQEKNEQELLELDKWA-NH;
EESQNQQEKNEQELLELDKWA
Ac-CGTTDRSGAPTYSWGATDVFVLNNTRPPLGNWFG-NHz
Ac-GVEHRLEAACNWTRGERADLEDRDRSELSP-NH:
Ac-CVREGNASRAWVAVTPTVATRDGKLPT-NH;
Ac-CFSPRHHWTTQDANASIYPG-NH;
Ac-LQHYREVAAAKSSENDRLRLLLKQMCPSLDVDS-NH;

Ac-WQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELOKLDEW-
-ASLWEWEF-NH:

Ac-CWQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE-
-WASLWEWFC-NH;

Ac-WQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKHEYELOKLDEW-
-EWF-NH3

Ac-CWQEWDREISNYTSLITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEW-
_EWFC-NH

Ac-GQNSQSPTSNHSPTSAPPTAPGYRWA-NH;
Ac-PGSSTTSTGPARTALTTAQGTSLYPSA-NH;

Ac-PGSSTTSTGPARTALTTAQGTSLYPSAAATKPSDGNATA-
-NH2

Ac-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWNWEF-
-NH:

Ac-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWASLWNWF-
-NH:

Ac-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH;
Ac-WQEWDREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH;
Ac-WQEWEREITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH;
Ac-WQEWEREITALLEQAQIQQEKIEYELQKLDEWEWF-NH>



1281
1282
1283
1284
1285

1286

1287
1288

1289

1290
1291
1292
1293
1294

1295
1298
1299

1300
1301
1302
1303
1304
1305

Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH>
Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH:
Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH2
Ac-WQEWEITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH;

Ac-WQEWDREIDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWF -
-NH:

Ac-WQEWEREIDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWE-
-NH:

Ac-WQEWEIDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWEWF-NH:

Ac-WQEWEREIDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWF-
-NH2

Ac-WQEWEREIDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWE-
-NH2

Ac-WQEWEIDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWEF-NH;
Ac-WQEWDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWF-NH;
Ac-WQEWDEYDASISQVNEEINQALAYIREADELWEWF-NH>
Ac-WQEWWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF-NH>

Ac-WQEWWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWASLEWF-
-NH;

Ac-WQEWWEITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF-NH;
Ac--VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;

Ac-WVYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENVWNWE-
-NH2

YTSLIHSLIESSQNQQENKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-WQEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWAWF-NH:
Ac-WQEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWAWF-NH>
Ac-WQEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWAWF-NH>
Blotin-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDEL-NH;
Blotin-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAF-NH>



1306
1307
1308
1309

1310

1311

1312

1313

1314

1315
1316
1317
1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328

BlotiN-QVNEKINQSLAFIRKSDELLHNVNAGKST-NH:
Aé-WMEWDREI-NHz

Ac-WQEWEQKI-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIKWASLWEWEF-
-NH:2
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIKWASLWEWF-
-NH:
Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF-
-NH;

Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKEWEWF-
NH.

Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKEWEWEF-
NH;

Ac-WQEWEREISAYTSLITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF-
NH:2

Ac-PNLSDHSESIQKKFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLR-NH;
Ac-DHSESIQKKFQLMKKHVNKIGVDSDPIGSWLRGIF-NH;
Ac-WSVKQANLTTSLLGDLLDDVTSIRHAVLONRA-NH:
Biotin-WMEWDREI-NH>
Biotin-NNMTWMEWDREINNYTSL-NH;
Ac-GAASLTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLL-NH;
Ac-ASLTLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQL-NH;
Ac-VSVGNTLYYVNKQEGKSLYVKGEPIIHFYDPLVF-NH;
Ac-QHWSYGLRPG-NH;
Ac-WQEWEQKIQHWSYGLRPGWASLWEWF-NH:
Ac-WQEWEQKIQHWSYGLRPGWEWF-NH:
Ac-WNWFQHWSYGLRPGWNWF-NH;
Ac-FNFFQHWSYGLRPGFNFF-NH;
Ac-GAGAGHWSYGLRPGAGAG-NH;



1329
1330

1331

1332

1333

1334

1335
1336
1337
1338
1339
1340
1341
1342
1344
1345

1346

1347

1348
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PLLVLOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGGT
Ac-WOEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELOKLAKWASLWEWE-
-NH:
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELOKLAEWASLWEWE-
-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELOKLAEWASLWEWF -
-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLAEWASLWAWE -
-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELO KLAEWASLWEWF-
-NH2

Ac-TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNK-NH>
Ac-KAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQS-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKN EYELQKLIEWEWEF-NH;
AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKGEYELQKLIEWEWF-NHz
AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLDKWEWF-NHZ
Ac-YDPLVFPSDEFDASISQVNEKINQSLAF-NH;
FIuor—VYPSDEYDASISQVNEElNQALAYIRKADELLENV-NHZ
FIuor-YTSLlHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-N Ho
Ac-SGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL-NH,

Ac-QQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGI KQLQARILAVERYLKDQ-
-NH:

Ac-SGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLOLTVWGIKQLQARI LAVERYL-
-KDQ-NH; |
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKN EYELQKLAEWASLWAWEF-
-NH>
AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAW-
-NH;



1349

1350

1351

13562

1353

1354
13565
1356

1357
1358
1361
1362
1363
1364
1365
1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
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Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAW-
NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAWF-
-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAW-
-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAW-
-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAWF-
-NH,

Ac-WQEWQHWSYGLRPGWEWF-NH;
Ac-WQEWQHWSYGLRPGWEWF-NH,
Biotinyl-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLW-
~AWF-NH,
WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAEWASLWAWF
WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLEWAWF
Ac-AGSTMGARSMTLTVQARQLLSQIVQQQNNLLRAIEAQQ-NH;
Ac-AGSAMGAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQ-NH;
Ac-AGSAMGAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQ-NH;
Ac-ALTAGSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGT-NH;
Ac-TLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGT-NH;
Ac-TITVQARQLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGT-NH;
Ac-WQAWIEYEAELSQVKEKIEQSLAYIREADELWAWF-NH;
Ac-WQAWIEYEAELSQVKEKIEQSKAYIREADELWAWF-NH>
Ac-WQAWIEYERLLVOAKLKIAIAKLYIAKELLEWAWF-NH;
Ac-WQAWIEYERLLVOAKLKIAIAKLYIAKELLEWAWF-NH;
Ac-WQAWIELERLLVQVKLKLAIAKLEIAKELLEWAWF-NH,
Ac-GEWTYDDATKTFTVTEGGH-NH;
Ac-WQEWEQKIGEWTYDDATKTFTVTEGGHWASLWEWF-NH;



1374 Ac-GEWTYDDATKTFTVTE-NH;

1375 Ac-WQEWEQKIGEWTYDDATKTFTVTEWASLWEWF-NH;
1376 Ac-WHRFDYRT-NH;

1377 Ac-WQEWEQKIMHRFDYRTWASLWEWF-NH>

1378 Ac-MHRFNWSTGGG-NH;

1379 Ac-WQEWEQKIMHRFNWSTGGGWASLWEWF-NH;

1380 Ac-MHRFDYRT-NH;

1381 Ac-WQEWEQKIMHRFNWSTWASLWEWF-NH>

1382 Ac-LLVPLARIMTMSSVHGGG-NH;

1383 Ac-WQEWEQKILLVPLARIMTMSSVHGGWASLWEWF-NH;
1384 Ac-LLVPLARIMTMSSVH-NH;

1385 Ac-WQEWEQKILLVPLARIMTMSSVHWASLWEWF-NH,
1386 TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK

1387 Ac-TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NH;

1388 Ac-TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE-NH;
1389TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE

1390 Ac-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQ LTVWGIKQLQARIL-
-AVERY-NH:

1391 Rhod-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQ-
-ARILAVERY-NH;

1392 Ac-GAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEML-NH:

1393 Ac-GSAMGAASLTLSAQSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQEML-
-NH;

1394 Ac-PALSTGLIHLHQNIVDVQFLFGVGSSIASWAIKWEY-NH>

1395 Ac-PALSTGLIHLHQNIVDVQFLFGVGSSIASWAIK-NH;

1396 Ac-LSTTQWQVLPUSFTTLPALSTGLIHLHQNIVDVQY-NH>

1397 Ac-FRKPPEATFSRUGSGPRITPRUMVDFPFRLWHY-NH;

1398 Ac-DFPFRLWHFPUTINYTIFKVRLFVGGVEHRLEAAU NWTR-
-NH;



1399
1400
1402
1403
1404
1405
1406
1407
1408
1409
1410
1411
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Ac-YVGGVEHRLEAAUNWTRGERUDLEDRDRSELSPL-NH;
MVYPSDEYDSISQVNEEINQALAYIRKADELLENV
Ac-GPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLGG-NH;
Ac-LGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSLNFLG-NH;
Ac-FLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWRSLNFL-NH;
Ac-YTNTIYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
YTNTTYTLLEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF
Ac-YTGIYNLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWF-NH;
YTGIIYNLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWF
Ac-YTSLIYSLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWF-NH>
YTSLIYSLLEESQNQQEKNEQELLELDKWANLWNWF
Ac-EKSQIQQEKNEQELLELDKWA-NH;
EKSQIQQEKNEQELLELDKWA
Ac-EKSQIQQEKNEQELLELDKWA-NH>
EKSQIQQEKNEQELLELDKWA
Ac-YTXLIHSLXESQNQQXKNEQELXELDKWASLWNWF-NH>
Ac-YTXLIHSLIXESQNQQXKNEQELXELD-NH:
Ac-TYSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELD-NH:
Ac-WQEWEXKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLDKWASLWEWF-
-NH2
Ac-XKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLDKWASLWEWEF-NH>
Ac-WQEWEXKITALLXQAQIQQXKNEYELXKLD-NH:
Ac-WEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH:
Ac-QEXKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH:
Ac-XKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH2
Ac-CKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH;
Ac-QKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLD-NH>
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1428 Ac-VYPSDEYDASISQVNEENQALAYIRKADELLEN-OH
1429 Ac-VYPSDEYDASISQVNEENQALAYIRKADELLE-OH
1430 Ac-VYPSDEYDASISQVNEENQALAYIRKADELL-OH

1431 Ac-VYPSDEYDASISQVNEENQALAYIRKADEL-OH
1432YPSDEYDASISQVNEENQALAYIRKADELLENV-NH;
1433PSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;

1434 SDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH:

1435 DEYDASISCVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH>

1436 Ac-VYPSDEYDASISQVDEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
1437 Ac-VYPSDEYDASISQVDEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
1438 Ac-VYPSDEYDASISQVDEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
1439 Ac-VYPSDEYDASISQVDEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
1440 Ac-LLSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLP-NH:
1441 Ac-LSTNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPI-NH;
1442 Ac-STNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIV-NH;
1443 Ac-TNKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVN-NH:>
1444 Ac-NKAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNK-NH;
1445 Ac-KAVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQ-NHz
1446 Ac-AVVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQS-NH:
1447 Ac-VVSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSU-NH;
1448 Ac-VSLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUS-NH;
1449 Ac-SLSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSI-NH2
1450 Ac-LSNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSIS-NH:
1451 Ac-SNGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISN-NH>
1452 Ac-NGVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNI-NH;
1453 Ac-GVSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIE-NH:
1454 Ac-VSVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIET-NH;
1455 Ac-SVLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETV-NH>



1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
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Ac-VLTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVI-NH:
Ac-LTSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIE-NH;
Ac-TSKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEF-NH:
Ac-SKVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQ-NH:2
Ac-KVLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQ-NH;
Ac-VLDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQK-NH:
Ac-LDLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKN-NH;
Ac-DLKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNN-NH;
Ac-LKNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNR-NH;
Ac-KNYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRL-NH;
Ac-NYIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLL-NH;
Ac-YIDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLE-NH:
Ac-IDKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEI-NH>
Ac-DKQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEIT-NH>
Ac-KQLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEITR-NH>
Ac-QLLPIVNKQSUSISNIETVIEFQQKNNRLLEITRE-NH;
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALA
QVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV
Ac-DEYDASISQVNEEINQALAYIREADEL-NH:
Ac-DEYDASISQVNEEINQALAYIREADEL-NH:
Ac-DDECLNSVKNGTYDFPKFEEESKLNRNEIKGVKLS-NH;
Ac-DDE-Abu-LNSVKNGTYPFPKFEEESKLNARNEIKGVKLS-NH;
Ac-YHKCDDECLNSVKNGTFDFPKFEEESNLNRNEIKGVKLSS-
-NH2

Ac-YH K-Abu-DDE-Abu-LNSVKNGTFDFPKFEEESKLNRNEIKGV-
-KLSS-NH;

Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKN EQELLELDKWASSLWNWEF-NH;
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1482 Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELLELDKWASSLWNWF-NH:

1483 Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELLELDKWASSLWNWEF-NH,

1484 Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELLELDKWASSLWNWF-NH;

1485 Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELLELDKWASSLWNWF-NH;

1486 Ac-YTSLIHISLIEESQNQQEKNEYELQKLDKWASLWNWE-NH;

1487 Ac-YTSLIHSLIEESQIQQEKNEQELQKLDKWAGLWNWEF-NH,

1488 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH>

1489 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH>

1490 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH>

1491 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH>

1492 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH?

1493 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH;

1494 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH;

1495 Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWQSLWEWF-NH>

1496 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWEWEF-NH,

1497 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWASLWEWF-
-NH:z

1498 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWASLWEWF-
-NH2

1499 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIKWASLWEWF-
-NH2

1500 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWAGLWEWF-
-NH3

1501 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWAGLWEWF-
-NH2

1502 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIKWAGLWEWE-
-NH2

1503 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWASLWAWEF-
-NH>



1504

1505

1506
1507
1508
1509
1510
1511
15612

1513

1514

1515
1516
1517
1518
1519
1520

1521

1622
1523

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWAGLWAWF -
-NH:>

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIKWAGLWAWF -
-NH,
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWEWF-NH
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELDKWEWF-NH
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLAKWEWF-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDEWEWF-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELAKWEWF-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELDKWEWF-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELIEWASLWEWF-
-NH,

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELIEWAGLWEWF-
-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELLELIEWAGLWAWF-
NH2

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLIEWEWF-NH;
Ac-WQEWEREIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;
Ac-WQEWEREIQQEKGEYELQKLIEWEWF-NH
Ac-WQEWEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;
Ac-WQEWQAQIQQEKGEYELQKLIEWEWF-NH;

PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASL-
-WEWF-NH;

Ac-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASLW-
-EWF-NH:

PEG-YTSLITALLEQAQIQQERNEQELLELDEWASLWEWF-NH;
Ac-YTSLITALLEQAQIQQERNEQELLELDEWASLWEWF-NH;

1526PEG-YTSLITALLEQAQIQQERNEQELLELDEWASLWEWF-NHz



1527

1528
1529

1530

1531

1532

15633
1534
1538
1539
1540
1542

1543
1544
1645
1546

1547

1548

1549

Ac-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASL-
-WEWF-NH;

PEG-YTSLITALLEQAQIQQERNEQELLELDEWASLWEWEF-NH;

PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASL-
-WEWF-NH:2

Ac-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQRLDEWASL-
-WEWF-NH;

PEG-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQELDRWASL-
-WEWF-NH:>

AC-GWQEWEQRITALLEQAQIQQERNEYELQELDRWASL-
-WEWF-NH:

PEG-YTSLIGSLIEESQNQQERNEQELLELDRWASLWNWEF-NH:
Ac-YTSLIGSLIEESQNQQERNEQELLELDRWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEK-OH

NEQELLELDK

WASLWNWEF-NH:
Ac-AAAWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF -
-NH:

QQEKNEYELQKLDKWASLWEWEF-NH:
QQEKNEYELQKLDKWASLWEWEF-NH:
QQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-NH;

Ac-WQEWEQKITALLAAAQIQQEKNEYELQKLDKWQSLWEWEF-
-NH>
Ac-WQEWEQKITALLAAAQIQQEKNEYELQKLDKWQSLWEWF-
-NH2
Ac-WQEWEQKITALLAAAQIQQEKNEYELQKLDKWQSLWEWF-
-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAAAELQKLDKWASLWEWEF-
-NHz



1550

1551

1552

1553

15654

1556
1557
1558
1559
1563

1564
1566
1567
1568
1572
15673
1574
1575
1576
1577
1578
1579
1580

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYAAAKLDKWASLWEWEF-
-NH;
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQAAAKWASLWEWF -
-NH>

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDAAASLWEWE-
-NH

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWAAAAEWF -
-NH

Ac-WQEWEQKITALLAAAQIQQEKNEYELQKLDKWQSLWAAA-
-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLLDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-ERTLDFHDS-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN(W)F-NH,
Ac-YTSLIHSLIEESQN(Q) ~ QEKNEQELLELDKWASLWNWF-
-NH

Ac-YTSLIHSUEESQNQQDKWASLWNWF-NH;
Ac-FYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLQKWEDWVGWIGNI-NH;
Ac-INQTIWNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIE-NH;
Ac-WNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIMDIEQNNVQ-NH;
Ac-YTSUHSLIEESENQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSUEESQDQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNEQEKNEQELLELDKWASLWN(W)F-NH;
c-YTSUHSUEESQNQEEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSUHSUEESQNQQEKDEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-LGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQ-NH;
Ac-WYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLQK-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEEELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSUHSUEESQNQQEKNEQELLELOKWASLWDWF-NH;



1586
1588
1598
1600

1603
1627
1628
1629
1630
1631

1632

1634

1635

1636

1637

1644
1645
1646
1647

1648
1649
1650
1651

Ac-XTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWX-NH>
Ac-YNQTKDLQQKFYEHIMDIEQNNVQGKKGIQQLQKW-NH>
Ao-YTSUHSUEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF

Ac-TLTVQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQ-
-LQAR-NH;

Ao-LQQKFYEIIMDIEQNNVQGKKGIQQLQKWEDWVGW-NH:
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLALDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEADKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSUHSUEESQNQQEKN EQELLELAKWASLWNWF-N Ha
Ac-YTSUHSUEESQNQQEKAEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSUHSUEESQNQQEKNAQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEQELQKLDKWASLWEWF-
-NH:
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKAEYELQKLDKWASLWEWF-
-NH>

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNAYELQKLDKWASLWEWF -
-NH:

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEAELQKLDKWASLWEWE-
-NH;

Ac-EYDLRRWEK-NH;

Ac-EQELLELDK-NH:

Ac-EYELQKLDK-NH>

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEQELLKLDKWASLWEWF-
-NH2

Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEQELLELDKWASLWE-NH,
Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNDKWASLWEWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQAEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNQQAKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;



1652
1653
1654
1655
1656
1657
1658
1659
1660
1661
1662
1663
1664
1665
1666
1667
1668
1669
1670
1671
1672
1673
1674

1675

1676
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Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEANEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESANQQEANEQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ac-YTSLIHSLIEESQAQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLIHSLIEESQNAQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-YTSLlHSLiEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NHg
Ac-YTSLIHSAIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ac-VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH;
Ac-YTSLIHSLAEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH>
EESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH>
Ao-YTSLAHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWEF-NH;
Ac-YTSUASLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH2
Ac-ATSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-YASUHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,
Ac-YTAUHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH;
Ac-RIQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQ-NH;
Ac-HTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLREN-NH>
Ac-SEMNKLFEKTRRQLREN-NH;
Ac-VFPSDEADASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH,
Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;

Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;
Ac-WQEWEQKITAALEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-
-NH:2
AC-WQEWEQKITAALEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-
-NHz
AC-WQEWEQKITAALEQAIAQQQEKNEYELQKLDKWASLW-
-EWF-NH;
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1677 Ac-WQEWEQKITAALEQAQAQQEKNEYELQKLDKWASLWEWEF-
-NH;

1678 Ac-WQEWEQKITAALEQAQIAQEKNEYELQKLDKWASLWEWF-
-NH

1679 Ac-WQEWEQKITAALEQAQIQAEKNEYELQKLDKWASLWEWF-
-NH, |

1680 Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;

1681 Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;

1682 Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;

1683 Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;

1684 Ac-VFPSDEFAASISQVNEKINQSLAFIRKSDELLHNV-NH;

1685 Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQAKNEYELQKLDKWASLWEWEF-
-NH2

1687 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQALDKWASLWEWF—
-NH3

1688 AC-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKADKWASLWEWF-
-NH:

Je tfeba rozumét, ze do ramce piedkladaného vynalezu spadaji
také peptidy uvedené v tabulce 2. Jak se uvadi vyse, ty peptidy
znazornéné v tabulce 2, které jiz neobsahuj zesilujici peptidové
sekvence (tj. nejsou hybridnimi polypeptidy) mohou byt pouzity ve
spojeni se zesilujicimi peptidovymi sekvencemi a Vv pfihlasce
popisovanymi znalostmi pro vytvofeni hybridnich polypeptidi. Navic
mohou byt zakiadni polypeptidy a zakladni polypeptidy hybridnich
polypeptidl ukdzané v tabulce 2 a obr. 13 pouzity s jakoukoli zde
popisovanou zesilujici peptidovou sekvenci pro rutinni ziskavani
dal§ich hybridnich polypeptidd, které maji také patfit do ramci

predkladaného vynalezu.

Je tfeba rozumét, Ze zatimco fada polypeptidi uvedenych



v tabulce 2 a obr. 13 je znazorn&na s modifikovanymi, napfiklad
blokovanymi aminovymi a/nebo karboxylovymi konci d-isomernich
aminokyselin (oznagené zbytky v zavorkach), ma se za to, Ze jakykoli
polypeptid obsahujici primarni aminokyselinovou sekvenci zobrazenou

v tabulce 2 a obr. 13 je rovnéz soucasti pfedkiadaného vynalezu.

Sekvence zakladnich polypeptidd samy o sobé& ukéazane
v tabulce 2 a obr. 13, stejn& jako hybridni polypeptidy obsahujici tyto
zakladni polypeptidy —mohou vykonavat antivirovou a/nebo
antifuzogenni aktivitu a/nebo mohou mit schopnost modulovat
intracelularni procesy, které se tykaji peptidovych struktur se stoenou
Sroubovici  (coiled-coil). Mezi témito sekvencemi zakladnich
polypeptidii se napfiklad vyskytuji sekvence, které byly odvozeny
z jednotlivych sekvenci virovych proteind. Mezi sekvence zakladnich
polypeptid(l patii také napfiklad sekvence, které jsou odvozené z vice
ne? jedné sekvence virového proteinu (napfikiad zakladni peptid
odvozeny z HIV-1, HIV-2 a SIV).

Navic mohou tyto zakladni polypeptidy obsahovat substituce,
delece a/nebo inzerce aminokyselin jak bylo diskutovano vyse,
zesilujicich polypeptidovych sekvenci, pokud nedojde ke snizeni
konkrétni antivirové a/nebo antifuzogenni aktivity zékladniho
polypeptidu (bud jako takového nebo jako soudasti hybridniho
polypeptidu).

Co se ty&e deleci aminokyselin, vyhodné je, jestlize méa vysledny
zakladni polypeptid délku alespor pfiblizné 4 az 6 aminokyselin. Mezi
inzercemi aminokyselin jsou vyhodné inzerce, které nejsou delSi nez
pfiblizn& 50 aminokyselinovych zbytkl, a vyhodnéji nejsou del$i nez
pfiblizn& 15 aminokyselinovych zbytkl. Je také vyhodne, jestlize jsou
inzerce zakladniho polypeptidu inzercemi na amino- a/nebo

karboxylovych koncich.

Mezi témito inzercemi na aminovych a/nebo karboxylovych

koncich jsou inzerce, které obsahuji aminokyselinové sekvence ve



sméru amino a/nebo karboxy vzhledem k endogenni proteinové
sekvenci, ze které je zakladni polypeptid odvozen. Jestlize je napriklad
zakladni polypeptid odvozen z proteinu gp41, takova inzerce by
zahrnovala aminokoncovou a/nebo  karboxykoncovou inzerci
obsahujici aminokyselinovou sekvenci gp41 sousedici se zdakladni
polypeptidovou  sekvenci gp41. Tyto aminokoncové a/nebo
karboxykoncové inzerce mohou byt typicky v délce pfiblizné 1, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 nebo 50 aminokyselinovych zbytkd ve sméru

amino a/nebo karboxy vzhledem k pivodnimu zakladnimu polypeptidu.

Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou jesté dale
obsahovat daléi modifikace, které snadno umoZzfiuji detekci
polypeptidu. Napfiklad hybridni polypeptidy mohou byt znaceny bud
pfimo nebo nepfimo. Technologie znaceni peptidd jsou odbornikim
v oboru dobfe znamy a =zahrnuji bez omezeni radioaktivni,
fluorescenéni a kolorimetrické techniky. Techniky nepfimého znaceni
jsou odbornikiim v oboru také dobfe znamy a zahrnuji bez omezeni

systém biotin/streptavidin a nepfimé znaceni protilatkami.

Vynalez se dale tyka asociace zesilujicich peptidovych sekvenci
s typy molekul jinymi neZ jsou peptidy. Napiiklad zesilujici peptidova
sekvence mizZe byt navazana na molekuly nukleovych kyselin (napf.
DNA nebo RNA) nebo jakykoli typ malé organické molekuly pro ucely

zesileni farmakokinetickych viastnosti téchto molekul.

2. Syntéza peptidl

Zesilujici, zakladni a hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou
byt syntetizovany nebo pfipravovany technikami dobfe znamymi
v oboru, viz napfiklad Creighton, 1983, Proteins: Structures and
Molecular Principles, W. H. Freeman and Co, NY, ktery se zahrnuje ve
své Uplnosti odkazem. Hybridni polypeptidy mohou byt pfipraveny
pouzitim bé&znych postupnych syntéz v roztoku nebo na pevné fazi,

kondenzaci fragmentd, pouzitim chemickych reakci F-MOC nebo T-
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BOC (viz napf. Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and
Proteins, Williams a dalsi, ed., 1997, CRC Press, Boca Raton Florida,
a tam uvedené odkazy; Solid Phase Peptide Synthesis: A Practical
Approach, Atherton & Sheppard, ed., 1989, IRL Press, Oxford, Anglie,
a tam uvedené odkazy). Podobné se provadéji modifikace na

aminovych a/nebo karboxylovych koncich.

Zesilujici, zakladni a hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou
byt &istény zplsoby znamymi v oboru, jako je normalni HPLC nebo
HPLC s reverzni fazi, iontoméniova chromatografie, gelova
elektroforéza, afinitni chromatografie, metoda size exclusion, srazeni
apod. Skuteéné podminky pouzité pro &isténi konkrétniho polypeptidu
budou z &asti zaviset na strategii syntézy a na faktorech jako je
celkovy naboj, hydrofobicita, hydrofilicita, solubilita, stabilita atd.,

a budou odbornikim v oboru zfejmé.

Hybridni, zesilujici a zakladni polypeptidy mohou byt takeé
vyrobeny pouzitim technik rekombinantni DNA. Zde mohou byt
syntetizovany a/nebo klonovany nukleotidové sekvence kodujici
polypeptidy podle vynalezu, které mohou byt exprimovany zpUsoby
znamymi odbornikiim v oboru, viz napfiklad Sambrook, a dal$i, 1989,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, dil 1 - 3, Cold Spring Harbor
Press, NY.

Je moZno ziskat segment DNA kédujici pfislusny polypeptid
pouzitim celé fady technik molekularni biologie, které jsou odbornikim
v oboru obecné znamé, napiiklad pro vytvofeni fragmentu DNA
kodujiciho pfislusny protein mlze byt pouzita polymerazova fetézova
reakce (PCR). alternativné miZe byt fragment DNA ziskan

z komeréniho zdroje.

DNA kodujici polypeptidy muaZe byt vioZzena pomoci
rekombinaénich technik do fady systém( hostitelskych vektoru, které
také poskytuji replikaci DNA ve velkém méfitku. Tyto vektory mohou

byt navrzeny tak, aby obsahovaly nezbytné prvky pro fizeni transkripce



a/nebo translace sekvence DNA kédujici hybridni polypeptid.

Mezi pouzitelné vektory patii bez omezeni vektory odvozené z
rekombinantni bakteriofagové DNA, plasmidové DNA nebo kosmidove
DNA. Mohou byt napfiklad pouzity plasmidové vektory jako jsou
skupiny vektorll pcDNA3, pBR322, pUC 19/18, pUC 118, 119 a M13
mp. Mezi bakteriofagové vektory mohou patfit fady bakteriofagovych
vektord Agt10, Agt11, Agt18-23, AZAP/R a EMBL. Mezi pouziteiné
kosmidové vektory patfi bez omezeni vektory fady pJB8, pCV 103,
pCV 107, pCV 108, pTM, pMCS, pNNL, pHSG274, C0S202, COS203,
pWE15, pWE16 a charomid 9.

Alternativné zahrnuji rekombinantni vektory bez omezeni vektory
omezené z vird jako je herpeticky virus, retroviry, viry vakcinie,
adenoviry, viry spojené s adenoviry nebo bovinni papilomaviry,

rostlinné viry jako je virus tabakové mozaiky a bakulovirus.

Pro expresi biologicky aktivniho polypeptidu mulzZe byt
nukleotidova sekvence kédujici protein vloZzena do vhodného
expresniho vektoru, tj. vektoru, ktery obsahuje nezbytné prvky pro
transkripci a translaci vlozenych kodujicich sekvenci. Pro konstrukei
expresnich vektorll s kodujici sekvenci hybridniho polypeptidu
operativné spojenou s vhodnymi transkripénimi/translacnimi fidicimi
signaly mohou pouZity metody dobfe zndmé odbornikiim v oboru. Mezi
tyto metody patfi rekombinantni techniky DNA in vitro a syntetické
techniky, viz napfiklad zplsoby popsané v Sambrook, a dalsi, 1992,

Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, N.Y. a Ausubel a dal$i, 1989, Current Protocols in

Molecular Biology, Green Publishing Associates & Wiley Interscience,

N.Y., které se v8echny zarazuji ve své Uplnosti odkazem.

Molekula nukleové kyseliny koédujici  hybridni,  zesilujici
a zakladni polypeptidy, miZe byt operativné spojena s fadou riiznych
promotorovych/zesilujicich prvkl. Promotorové/zesilujici prvky mohou

byt zvoleny tak, aby optimalizovaly expresi terapeutickych mnozstvi



proteinu.Expresni prvky téchto vektord mohou mit riiznou silu a rizne
specifické znaky. V zavislosti na pouzitém systému hostitel/vektor je
mozno pouzit jakykoli pdc':et vhodnych transkripénich a translacnich
prvkl. Promotor mlze byt ve formé& promotoru pfirozené asociovaného
s pfislusnym genem. Alternativné muize byt DNA umisténa pod
kontrolu rekombinantniho nebo heterologniho promotoru, tj.
promotoru, ktery s timto genem neni za normalnich okolnosti
asociovan. Napfiklad pro fizeni exprese pfenesené DNA v urcitych
typech bunék mohou byt pouzity tkanové specifické

promotorové/zesilujici prvky.

Priklady transkrip&nich fidicich oblasti, které vykazuji tkanovou
specificitu, které byly popsany a které by mohly byt pouzity, zahrnuji
bez omezeni kontrolni oblast genu pro elastazu |, ktera je aktivni
v pankreatickych acinarnich burikach (Swift a dali, 1984, Cell 38: 639
- 646; Ornitz a dal$i, 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:
399 - 409; MacDonald, 1987, Hepatology 7: 42S - 518); fidici oblast

genu pro inzulin, ktera je aktivni v bufikach beta pankreatu (Hanahan,

1985, Nature 315: 115 - 122); kontrolni oblast genu pro imunoglobulin,
ktera je aktivni v lymfoidnich bunikach (Grossched! a dal$i, 1984, Cell
38: 647 - 658; Adams a dal$i, 1985, Nature 318: 533 - 538 ; Alexander
a dalgi, 1987, Mol. Cell. Biol. 7: 1436 - 1444); kontrolni oblast genu

pro albumin, ktera je aktivni v jatrech (Pinkert a dal$i, 1987, Genes

and Devel. 1: 268 - 276); kontrolni oblast genu pro alfa-fetoprotein,
ktery je aktivni v jatrech (Krumlauf a dal§i, 1985, Mol. Cell. Biol. 5:
1639 - 1648; Hammer a dalsi, 1987, Science 235: 53 - 58); kontrolni

oblast genu pro alfa-1-antitrypsin, ktery je aktivni v jatrech (Kelsey a

dalgi, 1987, Genes a Devel. 1: 161 - 171); kontrolni oblast pro gen

beta-globinu, ktery je aktivni v myeloidnich burfikach (Magram a dalsi,
1985, Nature 315: 338 - 340; Kollias a dal$i, 1986, Cell 46: 89 - 94);
kontrolni oblasti genu pro myelinovy bazicky protein, ktery je aktivni
v oligodendrocytarnich bunikdch v mozku (Readhead a dalsi, 1987,
Cell 48: 703 - 712); kontrolni oblast pro gen lehkého fetézce 2-



myosinu, ktery je aktivni v kosternim svalstvu (Shani, 1985, Nature
314: 283 - 286); a kontroini oblast pro gen hormonu uvolfujiciho
gonadotropin, ktery je aktivni v hypothalamu (Mason a dalsi, 1986,
Science 234: 1372 - 1378). Mohou byt pouzity promotory izolované
z genomu vira, které rostou v savlich bunkach (napfiklad virus
vakcinie 7,5K, SV40, HSV, adenoviry MLP, MMTV, LTR a CMV
promotory) stejné jako promotory produkované technikami

rekombinantni DNA nebo synteticky.

V nékterych pfipadech mohou byt prvky promotoru konstitutivni
nebo inducibilni promotory a mohou byt pouzity za vhodnych
podminek pro navozeni vysokych drovni nebo regulované exprese
pfisluéné nukleotidové sekvence. Exprese genl pod fizenim-
konstitutivnich  promotori  nevyZzaduje pfitomnost specifického
substratu pro indukci exprese genu a bude probihat za v8ech
podminek bunécéného rlistu. Naopak exprese genl fizenych
inducibilnimi promotory odpovida na pfitomnost nebo nepfitomnost

indukéniho ¢inidla.

Pro dostate¢nou translaci vioZzenych sekvenci kédujicich
proteiny jsou také nutné specifické iniciaéni signaly. Mezi tyto signaly
patfi iniciacni kodon ATG a pfilehlé sekvence. V pfipadech, kdy jsou
do prislusnych expresnich vektorl vioZzeny celé kédujici sekvence
véetné iniciaéniho kodonu a pfilehlych sekvenci, nemusi byt zapotfebi
dal$ich signall pro fizeni translace. V pfipadech, kdy se vklada pouze
¢ast kodujici sekvence, v§ak musi byt poskytnuty exogenni translaéni
kontrolni signaly vcéetné iniciatniho kodonu ATG. Navic musi byt
iniciaéni kodon ve fazi s &tecim ramcem kodujicich sekvenci proteind
pro zaji§téni translace celého inzertu. Tyto exogenni translaéni fidici
signaly a iniciaéni kodony mohou pochazet z nejrtiznéjsich zdroju, jak
pfirodnich tak i syntetickych. Uginnost exprese mize byt zvySena

zavedenim sekvenci zeslabujicich transkripci, zesilujicich prvk( apod.



3. Pouziti zesilujicich peptidovych sekvenci, zakladnich polypeptidu

a hybridnich polypeptidi podle vynalezu

Jak je diskutovano vyse, zesilujici peptidové sekvence podle
vynalezu mohou byt pouzity pro zlep$eni farmakokinetickych viastnosti
jakéhokoli zakladniho polypeptidu prostfednictvim spojeni zakladniho
peptidu se zesilujicimi peptidovymi sekvencemi za vytvofeni
hybridnich polypeptidi. Pozorované zesileni farmakokinetickych
vlastnosti se vztahuje k farmakokinetickym vlastnostem samotného
zakladniho polypeptidu. Standardni parametry farmakokinetickych
viastnosti a zpusoby uréovani a charakterizace farmakokinetickych
vlastnosti prostfedku jako je polypeptid, jsou dobfe znamy odbornikim
v oboru. Neomezujici pfiklady téchto metod se uvadéji v pfikladech

dale.

Zesilujici peptidové sekvence podle vynalezu mohou byt navic
pouzity pro zvySeni polo¢asu zakladniho polypeptidu, na ktery byly
navazany zesilujici peptidové sekvence, in vivo nebo ex vivo. Zesilujici
peptidové sekvence mohou napfiklad zvySovat polo¢as navazanych
zakladnich polypeptidl, jestlize jsou ziskané hybridni polypeptidy
pfitomné v bunééné kultufe, tkanové kultufe nebo vzorcich
odebranych pacientovi (napfiklad vzorky bunék, vzorky z biopsie tkané
nebo jiné vzorky obsahujici télesné tekutiny). Zakladni polypeptidy
a hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt také pouZity jako
¢ast zplUsobl modulace (napfiklad snizovani, inhibice, pferuseni,
stabilizace nebo zesileni) fuzogennich udalosti. Tyto peptidy
s vyhodou vykazuji antifuzogenni nebo antivirovou aktivitu. Peptidy
podle vynalezu mohou také mit schopnost modulovat intracelularni

procesy, kterych se G&astni interakce peptidii se stoéenou Sroubovici.

V  konkrétnich provedenich mohou byt pouzity hybridni
polypeptidy a zakladni polypeptidy podle vynalezu, které vykonavaji
antivirovou aktivitu, pouZity jako soudast zplsob(l pro snizeni virové
infekce. Tyto antivirové metody mohou byt pouzity proti napfiklad



lidskym retrovirim, zviasté HIV (virus lidské imunodeficience),
napfiklad HIV-1 a HIV-2, a virim lidskych T-lymfocytd (HTLV-l a
HTLV-II), a jinym nez lidskym retrovirim, jako je virus bovinni leukézy,
koci¢iho sarkomu a viry leukemie, virl imunodeficience opic (SIV),

sarkomovych a leukemickych virll, a virl progresivni pneumonie ovci.

Antivirové metody podle vynalezu mohou byt také pouZity proti
neretroviralnim virdm, véetné bez omezeni respiraéniho syncytialniho
viru (RSV), viru psinky, viru Newcastleské nemoci, viru lidské
parainfluenzy, virl chfipky, virt spalniéek, viru Epstein-Barrové, virt

hepatitidy B a Mason-Pfizerovych vir(.

VySe uvedené viry jsou viry opatfené obalem. Antivirové metody
podle vynalezu mohou byt pouzity také proti virim, které nemaji obal,
véetné bez omezeni pikornavirl jako jsou polioviry, viru hepatitidy A,
enterovirl, echovirhk a virl coxcackie, papovavirh jako je

papilomavirus, parvovirll, adenovirQ a reovir(.

Mezi dal$i antifuzogenni aktivity, které mohou byt metodami
vyuzivajicimi peptidy podle vynalezu modulovany, patfi bez omezeni
modulace vymény neuropfenasec prostfednictvim fuze bunék a fluze
sperma - vajicko. Mezi intracelularnimi poruchami, kterych se uc€astni
interakce struktur se stocenou Sroubovici, a které mohou byt
odstranény zplUsoby vyuzivajicimi peptidy podle vynalezu, je mozno

uvést napfiklad bakterialni toxiny.

Antifuzni a antivirova aktivita daného zakladniho polypeptidu
nebo hybridniho polypeptidu muze byt rutinné zjistovana standardnimi
testy in vitro, ex vivo a testy vyuzZivajicimi zvifecich modeld, které
mohou byt z hlediska antivirové aktivity specifické nebo c&astecné
specifické pro pfislusny virus, a které jsou dobfe znamé odbornikim

v oboru.

Vyse uvedeny popis se tyka zejména antivirovych aktivit
a antifiznich aktivit zakladnich a hybridnich polypeptidi podle
vynalezu. Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt také pouzity
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jako &ast jakékoli metody, pro kterou mbze byt uvaZované pouziti
samotného zakladniho polypeptidu. PouZiti hybridnich polypeptidi
jako &asti téchto metod je zvlasté vyhodné v pfipadech, kdy se
pozaduje  zlepSeni farmakokinetickych  vlastnosti  zakladniho
polypeptidu. Napfiklad inzulin se pouzivd jako soucast léCeni
u nékterych typt diabetu. Hybridni polypeptid obsahujici inzulin nebo
fragment inzulinu jako zakladni polypeptid mlze byt proto také pouzit
jako sougast metod pro zmirnéni pfiznakl forem diabetu, u kterych se

pouziva a/nebo pfedpokiada pouziti inzulinu.

Navic k vySe uvedenym terapeutickym metoddam mohou byt
peptidy podle vynalezu jesté dale pouzity jako &ast prognostickych
metod pro prevenci poruch, véetné bez omezeni poruch zahrnujicich
fazni udalosti, intracelularnich procesl zahrnujicich peptidy se
stoéenou $roubovici a virovych infekci, které zahrnuji fazi bunka -
buika a/nebo virus - burika. Zakladni a hybridni polypeptidy podle
vynalezu mohou byt tedy napfiklad pouzity jako soucast preventivnich

metod proti virové infekci.

Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt jesté dale
pouZivany jako soucast diagnostickych metod. Tyto metody mohou byt
bud metody in vivo nebo in vitro. Jakakoli diagnostickad metoda, pfi
které mlZe byt vyuZit konkrétni zakladni polypeptid, miZe byt take
provadéna pouzitim hybridniho polypeptidu obsahujiciho zakladni
polypeptid a modifikaci primarni aminokyselinové sekvence, ktera
umozni detekci hybridniho polypeptidu. Tyto techniky mohou
piedstavovat zlepseni proti diagnostickym metodam v tom, Ze zvySeny
polodas hybridniho polypeptidu vzhledem k samotnému zakladnimu
polypeptidu muze zvysit citlivost diagnostického postupu, pfi kterém se
hybridni polypeptid pouziva. Mezi tyto diagnostické techniky patfi bez
omezeni zobrazovaci metody, napfiklad metody zobrazovani in vivo.
V neomezujicim p¥ikladu zobrazovaci metody se mlze struktura, ktera
se vaze na zakladni polypeptid hybridniho polypeptidu, detekovat

vazbou na hybridni polypeptid a zobrazenim (bud pfimym nebo
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nepfimym) navazaného hybridniho polypeptidu.

4 Farmaceutické prostfedky, davkovani a zplisoby podavani

Peptidy podle vynalezu mohou byt podavany pouzitim technik
dobfe znamych odbornikim v oboru. Prostfedky mohou byt
formulovany a podavany systémové. Techniky pro formulaci a
podavani je mozZno nalézt v publikaci ,Remington’s Pharmaceutical
Sciences®, posledni vydani, Mack Publishing Co, Easton, PA. Vhodné
zpUsoby mohou zahrnovat oralni, rektalni, vaginaini, plicni (napfiklad
inhalaéni), transdermalni, transmukosalni nebo intestinalni podavani;
parenteralni dodavani, vcetné intramuskularnich, subkutannich,
intramedularnich injekci stejné jako intrathekalnich, pfimych nebo
intraventrikularnich, intravenoznich, intraperitonealnich, intranazainich
nebo intraokularnich injekci, pokud uvadime pouze nékteré. V piipadée
intravenoznich injekci mohou byt prostiedky podle vynalezu
formulovany ve vodnych roztocich, s vyhodou ve fyziologicky
kompatibilnich pufrech jako je Hanksulv roztok, Ringerliv roztok, nebo
pufrovany fyziologicky roztok, pokud uvadime pouze pfiklady. Pro
dodavani peptidd podle vynalezu mohou byt napfiklad pouzita infuzni
gerpadla. Pro transmukosalni podavani se ve formulaci pouZivaji latky
napomahajici penetraci pfislusné bariéry, pfes kterou ma lécivo
proniknout. Tyto latky napomahajici penetraci jsou v oboru obecné

znamy.

V piipadech, kdy je vyhodné intracelularni podavani peptidd
podle vynalezu nebo jinych inhibi¢nich prostfedkd, mohou byt pouzity
techniky dobfe znamé odbornikim v oboru. Tyto prostfedky mohou byt
napfiklad zapouzdieny do liposoml nebo mikrokuliek, a potom
podany jak bylo popsano vySe. Liposomy jsou sferické lipidove
dvojvrstvy s vodnym prostfedim uvnitf. V8echny molekuly pfitomné ve
vodném roztoku v dobé tvorby liposomu jsou zahrnuty do vnitfniho

vodného prostiedi. Obsah liposoml je jak chranény pfed vnéjsim
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mikroprostfedim, tak je i uginné dodavan v disledku fuze liposomu
s bunédnymi membranami do cytoplasmy buné&k. Navic je mozno
dosahnout, v disledku jejich hydrofobicity pfi podavani malych

molekul, pfimého intracelularniho podavani.

Nukleotidové sekvence kédujici peptidy podle vynalezu, které
maji byt podavany intracelularné, ~mohou byt exprimovany
v pfislusnych  buiikach pouZitim technologii dobfe znamych
odbornikiim v oboru. Naprfiklad pro dodavani a expresi téchto
nukleotidovych sekvenci do populace cilovych bunék mohou byt
pouzity expresni vektory odvozené od virl jako jsou retroviry, viry
vakcinie, viry spojené s adenoviry, herpetické viry nebo bovinni
papilomaviry. Metody konstrukce takovych vektorll a expresni
konstrukty jsou velmi dobfe znamy, viz napiiklad Sambrook a dalsi,
1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor NY, a Ausubel a dal$i, 1989, Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates a Wiley

Interscience, NY.

Uginné latky peptidll podle vynalezu, které maji byt podavany,
mohou byt uréeny postupy dobfe znamymi odbornikim v oboru, které
Fes§i takové parametry jako je biologicky polo¢as, biologicka
dostupnost a toxicita. Ve zvlasté vyhodnych provedenich se Ucinna
davka hybridniho polypeptidu uréuje na zékladé znalosti odbornikiim
v oboru pouZitim Gdaji z rutinnich studii in vitro a in vivo, které jsou
odbornikiim v oboru dobfe znamé. Napiiklad testy antivirové aktivity
na buné&énych kulturach in vitro, jako jsou testy popisované jako
priklady v &asti 7 dale pro T1249, poskytnou udaje, ze kterych muze
odbornik v oboru snadno uréit stfedni inhibiéni koncentraci (IC)
peptidu nebo polypeptidu nezbytného pro blokovani urcité ¢asti
infeké&nosti viru (napfiklad 50 %, ICso; nebo 90 %, 1Cgo). Vhodné davky
je moZno potom volit na zakladé znalosti odbornika v oboru s vyuzitim
farmakokinetickych Gdaji z jednoho nebo vice rutinnich zvifecich

model, jako jsou farmakokinetické udaje popsané na pfikladech
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v &asti 10 nize pro T1249, takZe se ziskd minimélni koncentrace
vplasmé& (Cmin) peptidu, ktera je rovnd nebo ktera prevySuje

stanovenou hodnotu IC.

Jako pfiklady davkovani polypeptid je moZno uvést davky jiz od
0,1 upg/kg télesné hmotnosti az do 10 mg/kg télesné hmotnosti.
Vyhodnégj$i a Gginn&jsi rozmezi davek je od 0,1 do 100 pg/kg télesné
hmotnosti. Jiné pfiklady davkovani peptidl podle vynalezu mohou byt
1 az 5 mg, 1 az 10 mg, 1 az 30 mg, 1 az 50 mg, 1 az 75 mg, 1 az 100
mg, 1 aZz 125 mg, 1 az 150 mg, 1 az 200 mg, nebo 1 az 250 mg
peptidu. Terapeuticky uginna davka oznaduje takové mnozstvi
sloueniny, které je dostate¢né pro zmirnéni pfiznakd nebo
prodlouzeni pfezivani u pacienta. Toxicita a terapeuticka ucinnost
téchto slouéenin mlze byt zji§téna standardnimi farmaceutickymi
postupy v buné&énych kulturach nebo na experimentélnich zvifatech,
napfiklad pro uréeni LDsg (davka smrtelnd pro 50 % populace) a EDso
(davka terapeuticky uginna u 50 % populace). Pomér davek mezi
toxickou a terapeutickou davkou je terapeuticky index, ktery tedy muze
byt vyjadfen jako pomér LDso/EDso. Vyhodné jsou slouceniny, které
maji velké terapeutické indexy. Udaje ziskané z téchto testl na
bun&&nych kulturach a ze studii na zvifatech mohou byt pouZity pfi
formulaci rozmezi davek pro pouziti u lidi. Davkovani téchto sloucenin
je s vyhodou v rozmezi koncentraci v obé&hu, které zahrnuji hodnotu
EDso s malou nebo zadnou toxicitou. Davkovani se muze v tomto
rozmezi ménit v zavislosti na pouzité davkovaci formé& a pouzitém
zpUsobu podavani. Pro jakoukoli slou¢eninu pouZitou pfi zpUsobu
podle vynalezu m(Ze byt terapeuticky ucinna davka na poc&atku
odhadnuta z testd na buné&né kultufe. Davky mohou byt urCeny na
zvifecich modelech pro dosaZeni plasmatické koncentrace v rozmezi,
které zahrnuje ICso (napfiklad koncentrace testované sloucenin, ktera
poskytne polovinu maximalni inhibice fuzogenni udalosti, jako je
polovina maximalni inhibice virové infekce vzhledem k mife udalosti

v nepfitomnosti testované sloudeniny) tak jak se uréi v bunecné
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kultufe. Tato informace muZe byt pouzita pro pfesnéjsi urCeni
pouzitelnych davek u lidi. Hladiny v plasmé mohou byt méfeny
napfiklad chromatografii s vysokou ucinnosti (HPLC) nebo jakymkoli

biologickym nebo imunologickym testem schopnym méfit hladiny

peptidd.

Hybridni polypeptidy podle vyndlezu mohou byt podavany
v jediném podani, pferuSovang, periodicky nebo kontinualné.
Napfiklad polypeptidy podle vynalezu mohou byt podany v jediném
podani, jako je jedina subkutanni injekce, jedina intravenézni infuze
nebo jediné oralni podani. Polypeptidy podle vynalezu mohou byt takeé
podavany celou fadou pferuSovanych podani, véetné periodického
podavani. Napfiklad v nékterych provedenich mohou byt polypeptidy
podle vynalezu podavany jednou tydné, jednou denné&, dvakrat denné
(napfikliad kazdych 12 hodin), kazdych 6 hodin, kazdé 4 hodiny, kazdé
2 hodiny nebo kazdou hodinu. Polypeptidy podie vynalezu mohou byt
také podavany kontinualné, jako napfiklad kontinualni subkutanni
nebo intravenoézni infuzni pumpou, nebo pomoci subkutannich nebo
jinych implantatd, které umoZiuji, aby byly polypeptidy pacientem

kontinualné absorbovany.

Hybridni polypeptidy podle vynalezu mohou byt také podavany
v kombinaci s alespoii jednim dalim terapeutickym ginidlem. | kdyZ to
neni vyhodné pro légeni HIV, podavani pro jiné typy terapie (napfiklad
lé&eni rakoviny) miize byt provadéno soutasné nebo postupné, véetné
cyklické terapie (tj. podavani prvni slouceniny po uréitou dobu, potom
podavani druhé antivirové slouceniny po uréitou dobu a opakovani
tohoto postupného podavani pro snizeni vyvinuti rezistence na jeden

z t&chto zpUsobl léCeni).

V pfipadé& virovych, napfiklad retrovirovych infekci muzZe byt
aginné mnozstvi hybridniho polypeptidu nebo jeho farmaceuticky
pfijatelného derivatu podavano v kombinaci s alespon jednim,

s vyhodou alespoi dvéma dal§imi antivirovymi prostiedky.
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Pokud jako pfiklad uvedeme infekci HIV, mezi tyto antivirové
prostfedky mohou patfit bez omezeni DP-107 (T21), DP178 (T20),
jakykoli jiny zakladni polypeptid zobrazeny v tabulce 2 odvozeny
z HIV-1 nebo HIV-2, jakykoli jiny hybridni polypeptid, jehoZ zakladni
polypeptid je alespofi z ¢asti odvozen o HIV-1 nebo HIV-2, cytokiny,
napiiklad rIFN a, rIFN B, rIFN y; inhibitory reverzni transkriptazy,
véetn& nukleosidovych a nenukleosidovych inhibitorl, napfiklad AZT,
3TC, DA4T, ddi, adefovir, abacavir a jiné dideoxynukleosidy nebo
dideoxyfluornukleosidy, nebo delaviridinmesylat, nevirapin, efavirenz;
inhibitory zakon&ovani virové mRNA, jako je ribavirin; inhibitory HIV
proteazy, jako je ritonavir, nelfinavirmesylat, amprenavir, saquinavir,
saquinavirmesylat, indinavir nebo ABT378, ABT538 nebo MK639;
-amfotericin B jako molekula vazajici se na lipidy s anti-HIV ucinky;

a castanospermin jako inhibitor zpracovani glykoprotein(.

Hybridni a/nebo zakiadni polypeptidy podle vynalezu mohou byt
dale pouzivany preventivné pro prevenci onemocnéni. Hybridni a/nebo
zakladni polypeptidy mohou plsobit pfimo pro prevenci onemocnéni,
nebo mohou byt alternativné pouzity jako vakciny, pfi¢emz si hostitel
vytvafi protilatky proti hybridnim polypeptidim podle vynalezu, které
potom slouzi pro neutralizaci patogennich organismi, napfiklad pro

inhibici virové, bakterialni a parazitarni infekce.

Pro v8echny tyto vy$e popisované zplsoby léCeni je mozno
zvolit pfesnou formulaci, cestu podavani a davkovani na zakladé
rozhodnuti o$etfujiciho lékafe z hlediska stavu pacienta (viz napf.
Fingl a dal$i, 1975, ,The Pharmacological Basis of Therapeutics®, kap.
1, str. 1).

Je tfeba uvést, Ze oSetfujici lékaf by mél védét, jak a kdy
ukongit, prerusit nebo upravit podavani z hlediska toxicity nebo
dysfunkci organ(i. Naopak by oSetfujici lékal mél take védét jak upravit
lé&eni smérem k vy$sim davkam, jestlize nebyla klinicka odpoved

dostateéna (i z hlediska toxicity). Podavané davky pfi zviadani
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onkogenni poruchy se budou liit podle vazZnosti léCeného stavu

a cesty podavani. Davka a také Cetnost davek se budou liSit podle

 véku, télesné hmotnosti a reakce kazdého jednotlivého pacienta. Ve

veterinarnim lékafstvi muZe byt pouzZito programu srovnatelného
s programem diskutovanym vySe. PouZiti farmaceuticky pfijatelnych
nosiét pro formulaci zde popisovanych slou€enin pro praktické pouziti
vynalezu do davkovacich forem vhodnych pro systémové podavani
patfi do ramce pfedkladaného vynalezu. Spravnou volbou nosice
a vhodného zplsobu vyroby mohou byt prostfedky podle
predkladaného vynalezu, zvlasté prostfedky formulované jako roztoky,
podavané parenteralné, jako napfiklad subkutanni injekct, intravenozni
injekci, subkutanni infuzi nebo intravenézni infuzi, napfiklad
gerpadlem. Slougeniny mohou byt snadno formulovany s pouzitim
farmaceuticky pfijatelnych nosi¢l dobfe znamych v oboru do
davkovacich forem vhodnych pro oralni podavani. Tyto nosice
umoziuji formulaci slouéenin podle vynalezu jako tablety, pilulky,
kapsle, kapaliny, gely, sirupy, kaSe, suspenze apod., pro oralni

podavani Ié¢enému pacientovi.

Farmaceutické prostiedky vhodné pro pouziti v ramci
predkladaného vynalezu zahrnuji prostfedky, ve kterych jsou acinné
slozky obsazeny v u&inném mnozstvi pro dosaZeni zamysleného
adelu. Uréeni udinnych mnozstvi mlze provést odbornik v oboru,

zvlasté na zakladé uvedeného podrobného popisu.

Navic k uginnym slozkam mohou tyto farmaceutické prostredky
obsahovat vhodné farmaceuticky pfijatelné nosi¢e obsahujici pomocné
latky, které umoznuji zpracovani aktivnich sloucenin do pfipravk,
které mohou byt farmaceuticky pouzity. Pfipravky formulované pro
oralni podavani mohou byt ve formé tablet, drazé, kapsli nebo roztokd.
Pro oralni podavani peptidd mohou byt pouzity zplisoby, které se
napfiklad pouzivaji v Emisfere Technologies, které jsou dobfe znamé

odbornikiim v oboru, a mohou byt rutinné pouZivany.
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Farmaceutické prostfedky podle pfedkladaného vynalezu mohou
byt vyrabé&ny zplisobem, ktery je znamy sam o sobé&, napfiklad pomoci
b&¥ného  michani, rozpou$téni, granulace, vyroby drazé,
rozpra§ovacim suSenim, emulgaci, zapouzdfovanim, zachycovanim,

nebo lyofilizaci.

Farmaceutické prostfedky pro parenteralni podavani zahrnuji
vodné roztoky uginnych latek ve formé rozpustné ve vodé. Navic
mohou byt emulze a suspenze ucinnych sloudenin pfipraveny jako
vhodné olejové injekéni smési. Mezi vhodna lipofilni rozpoustédla
nebo vehikula patfi mastné oleje jako je sezamovy olej, nebo
syntetické estery mastnych kyselin jako je ethyloleat nebo triglyceridy,
liposomy nebo jiné latky znamé v oboru pro vyrobu lipidovych nebo
lipofilnich emulzi. Vodné injekéni suspenze mohou obsahovat latky
zvy$ujici viskozitu suspenze, jako je sodna stl karboxymethylceluldzy,
sorbitol nebo dextran. Suspenze mize také popfipadé obsahovat
vhodné stabilizatory nebo latky zvySujici rozpustnost slouc€enin
a umoziiujici pfipravu vysoce koncentrovanych roztokll. Farmaceutické
prostfedky pro oralni pouziti mohou byt ziskany kombinaci uc¢innych
latek s pevnymi pomocnymi latkami, popfipadé mletim ziskané smesi
a zpracovanim smési granuli po pfidavku vhodnych pomocnych latek,
v piipadé potfeby, pro ziskani tablet nebo jader drazé. Vhodné
pomocné latky jsou zvlasté plniva jako jsou cukry, véetné laktozy,
sacharozy, trehalézy, mannitolu nebo sorbitolu; celulézové preparaty
jako je napfiklad kukuficny Skrob, pSeniény 8krob, ryzovy skrob,
bramborovy $krob, Zelatina, tragakantova guma, methylcelul6za,
hydroxypropylmethylcelul6za, sodna stl karboxymethylcelulézy a/nebo
polyvinylpyrrolidon (PVP). V pifipadé potfeby mohou byt pfidana
desintegraéni &inidla, jako je zesitény polyvinylpyrrolidon, agar, nebo
alginova kyselina, nebo jejich soli jako je alginat sodny.

Jadra drazé se opatiuji vhodnymi povlaky. K tomuto ucelu

mohou byt pouzity koncentrované roztoky cukrll, které mohou

popfipadé obsahovat arabskou gumu, talek, polyvinylpyrrolidon,
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karbopolovy gel, polyethylenglykol a/nebo oxid titanigity, roztoky lakl a
vhodna organicka rozpoustédla nebo smeési rozpoustédel. K tabletam
nebo povlakiim pro drazé mohou byt pfidavana barviva nebo pigmenty
pro identifikaci nebo charakterizaci rznych kombinaci davek u&inné
slougeniny. Farmaceutické prostfedky, které mohou byt pouZivany
oralng, zahrnuji zasouvaci kapsle vyrobené z Zelatiny stejné jako
mékké uzaviené kapsle, vyrobené z Zelatiny a plastifikatoru, jako je
glycerol nebo sorbitol. Zasouvaci kapsle mohou obsahovat uéinné
slozky ve smési s plnivem jako je laktéza, pojiva jako jsou 8kroby
a/nebo kluzné latky jako je talek nebo stearan hofecnaty a popfipadé
stabilizatory. V pfipadé mékkych kapsli mohou byt a¢inné slougeniny
rozpuéténé nebo suspendované ve vhodnych kapalinach, jako jsou
mastné oleje, parafinovy olej nebo kapalné polyethylenglykoly. Navic

mohou byt pfidany stabilizatory.

V pripadech, kdy se pozaduje zesileni imunitni odpovédi
hostitele, mohou byt hybridni polypeptidy formulovany s vhodnym
adjuvans pro zesileni imunitni odpovedi. Mezi tato adjuvans mohou
bez omezeni patfit mineralni gely jako je hydroxid hlinity; povrchoveé
aktivni latky jako je lysolecithin, polyoly pluronic, polyanionty; dalsi
peptidy, olejové emulze; a potenciainé pouZitelna adjuvans jako BCG
a Corynebacterium parvum. Pro zavadéni vakcin popisoVanych vyse je
mozno pouZit mnoha zpUsobid. Mezi tyto zplsoby bez omezeni patfi
oralni, intradermalni, intramuskularni, intraperitonealni, intravendzni,

subkutanni a intranazalni zpGsoby podavani.

Pfiklady provedeni vynalezu

Priklad 1: ldentifikace konvenénich aminokyselinovych sekvenci, které

obsahuiji zesilujici peptidové sekvence

Retroviralni protein gp41 obsahuje strukturni domény

oznadované jako oblast a-8roubovice umisténou v C-koncové oblasti
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proteinu a oblast leucinového zipu umisténou v N-koncové oblasti
proteinu. Srovnani oblasti zesilujici peptidove sekvence obsazZené
uvniti gp41 (obr. 2A a 2B) z gp41 ze v8ech souCasne publikovanych
izolovanych sekvenci HIV-1, HIV-2 a SIV identifikovalo konvenéni

aminokyselinové sekvence ukazané v obr. 1.
Jak se podrobnéji popisuje v dale uvadénych pfipadech, tyto
sekvence reprezentuji zesilujici peptidové sekvence, ve kterych vazba

t&chto peptidovych sekvenci na fadu rlznych zakladnich polypeptidl

zlep$uje farmakokinetické vlastnosti ziskanych hybridnich polypeptidd.

Piiklad 2: Hybridni polypeptidy fungujici jako silné inhibitory infekce

HIV-1

T1249 znazornény v obr. 13, je hybridni polypeptid, ktery
obsahuje zesilujici peptidové sekvence navazané na zakladni
polypeptid HIV. Jak je uvedeno dale, hybridni polypeptid T1249 se
vyznaduje zlepdenymi farmakokinetickymi vlastnostmi a silnou
aktivitou in vitro proti izolatam HIV-1, HIV-2 a SIV, zesilenou aktivitou
proti klinickym izolatdm HIV-1 v infekénich testech v HUPBMC in vitro,
stejné jako v modelu HUPBMC na mysi SCID invekce HIV-1 in vivo.
V dale popisovanych biologickych testech se porovnava aktivita T1249
s aktivitou silného antivirové a&inného polypeptidu T20. Polypeptid
T20, ktery je znamy také jako DP-178, je odvozeny z proteinové
sekvence HIV-1 gp41, a popisuje se a narokuje v US patentu No.
5,464,933.

1. Materialy a metody

1.1. Syntéza a purifikace peptidd

Peptidy byly syntetizovany pouZzitim syntézy Fast Moc. Peptidy
obecné obsahovaly, pokud neni uvedeno jinak, amidované

karboxylové konce a acetylované aminokonce. Purifikace byla
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provadéna HPLC s reverzni fazi.

T1249 (Ac-WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASL-
-WEWF-NH,) je peptid o déice 39 aminokyselin (Mh = 5036,7) slozeny
vyhradné z aminokyselin vyskytujicich se v pfirode, ktery je pro
zvy$eni stability na aminovém konci blokovan acetylovou skupinou a
na karboxylovém konci je blokovan amidovou skupinou. T1387 je
peptid o délce 23 aminokyselin postradajici zesilujici peptidové
sekvence (Ac-TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK-NHz). T1387 tedy
piedstavuje zakladni polypeptid hybridniho polypeptidu T1249. T1387
je na aminovych a karboxylovych koncich blokovan stejnym zplsobem
jako T1249.

T1249 byl konkrétné syntetizovan pouzitim standardnich technik
syntézy na pevné fazi. Identita hlavniho vrcholu na zaznam HPLC byla

potvrzena hmotnostni spektroskopii jako T1249.

T1249 bylo mozno snadno &istit chromatografii s reverzni fazi

na koloné& 152 mm naplnéné nosi¢em C18, 10 um, 120A.

1. 2 Virus

Virus HIV-1,a (Popovic, M. a dal$i, 1984, Science 224: 497 -
508) byl pomnozZen v bufikach CEM kultivovanych v médiu RPMI 1640
obsahujicim 10 % fetalniho teleciho séra. Supernatant z infikovanych
bunék CEM byl Zfiltrovan filtrem 0,2 pym a infek&ni titr byl uréen
mikroinfek&nim testem pouzZitim buné&éné linie AA5 pro podporu
replikace viru. K tomu ucelu bylo 20 pl sérioveé zfedé&ného viru pfidano
do 20 pl bunék CEM pfi koncentraci 6 X 10%/ml v 96-jamkové
mikrotitradni desti¢ce. Kazda zfedéni viru bylo testovano ve tfech
opakovanich. Bufiky byly kultivovany 7 dnd, pfiCemz kazdy den byio
pfidavano c&erstvé médium. Sedmy den po infekci byly vzorky
supernatantu testovany na replikaci viru, kterou je mozno dokazat

aktivitou reverzni transkriptazy uvoinénou do supernatantu. Hodnota
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TCIDso byla vypoétena vzorcem podle Reeda a Muencha (Reed, L. J.
a dals$i, 1938, Am. J. Hyg. 27: 493 - 497).

1. 3 Test bunécéné fuze

PFiblizn& 7 x 10* buné&k Molt-4 bylo inkubovano s 1 x 10* bunék
CEM chronicky infikovanych virem HIV-1.4 v 96-jamkovych destickach
pro tkanové kultury v kone¢ném objemu 100 pl kultivaéniho média
(RPMI 1640 obsahujici 10 % teplem inaktivovaného FBS, doplnéného
1% L-glutaminem a 1% Pen-Strep), jak bylo popsano dfive (Matthews,
T. J. a dalgi, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 5424 - 5428).
Inhibitory peptid( byly pfidavany v objemu 10 ul a buné&tné smési byly
inkubovany 24 hod' pii 37 °C v 5% CO,. Potom byly pocitany
vicejaderné obfi bufiky (syncytia, pétinasobna $itka bunék nebo veétsi)
mikroskopickym pogitanim pfi zvétseni 10 x a 40 x, které umoZznilo
zviditelnéni celé jamky v jediném zorném poli. OSetfené buiky byly
porovnavany s infikovanymi neo$etfenymi kontrolami a vysledky byly

vyjadreny jako procento inhibice infikovanych kontrol.

1. 4 Testy infek&nosti na burikach MAGI-CCR-5

P¥iblizné 1 x 10° bunék Magi-CCR-5 (ziskanych prostfednictvim
NIH AIDS Research a Reference Reagent Program, Division of AIDS,
NIAID: Chackerian, B. a dal§i, 1997, J. Virol. 71: 3932 - 3939) bylo
zaodkovano o 48-jamkové desticky pro tkafové kutlury (pfiblizné 2 x
10* bunék/jamku v objemu 300 pl/jamku selektivniho ristového média
slozeného z DMEM dopinéného 10 % teplem inaktivovaného FBS, 1 %
L-glutaminu, 1 % Pen/Strep, hygromycinem B, geneticinem
a puromycinem) a ponechany pfichytit pfes noc pfi 37 °C, v atmosféfe
5% CO,. Bufiky dosahly nasledujiciho dne konfluence pfiblizné 30 %.
O¢kovaci médium bylo odstranéno a byl pfidan zfedény peptidovy

inhibitor v objemech 50 ul/fjamku (média pouze v neoSetienych
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kontrolach) s naslednym pfidanim zfedéného viru 100 pl/jamku
(poZadovany vstupni titr viru 100 - 200 pfu/jamku). Nakonec bylo do
kazdé jamky pfidano 250 pl selektivniho ristového média a destiCka
byla inkubovéana 2 dny pfi 37 °C, v 5% CO,. Fixace a barveni bylo
provadéno podle protokolu poskytnutého NIAID s burfkami MAGI-
CCR5. Ve stru&nosti, médium bylo z desti¢ky odstranéno a do kazdé
jamky bylo pfiddno 500 pl fixativu. Desticky byly ponechany fixovat
5 min pfi pokojové teploté. Fixativ byl odstranén, kazda jamka byla
dvakrat promyta DPBS a do kazdé jamky bylo pfidano 200 pl barviciho
roztoku. Desti¢ka byla potom inkubovana pfi 37 °C v 5% COz 50 min,
barvici roztok byl odstranén a kazda jamka byla dvakrat promyta
DPBS. Desticka byla ponechana susit na vzduchu pfed pocitanim
modrych bunék pod mikroskopem, pfi¢emz poditani se provadélo pro
celou jamku. Os$etfené bunky byly porovnavany s infikovanymi
neosetfenymi kontrolami, a vysledky byly vyjadieny jako procento

inhibice infikovanych kontrol.

1. 5 Test s reverzni transkriptazou

Byl proveden mikrotest s reverzni transkriptazou (RT) upraveny
z Goff a dal$i (Goff, S. a dal$i, 1981, J. Virol. 38: 239 - 248) a Willey a
dalsi (Willey, R. a dalsi, 1988, J. Virol. 62: 139 - 147).
V supernatantech z kultur virti a bunék byla upravena koncentrace 1%
Triton-X100. 10 ul kazdého vzorku supernatant/Triton X-100 bylo
pfidano do 50 ul smési RT (75 mM KCI, 2 mM Clevelandsovo ¢inidlo,
5 mM MgCl, 5 pg/ml poly A, 0,25 jednotek/ml oligo dT, 0,05 % NP40,
50 mM Tris-HCI, pH 7,8, 0,5 uM neradioaktivni dTTP a 10 cCi/ml 2p.
dTTP) v 96-jamkové mikrotitraéni desticce se dnem ve tvaru U a smés
byla inkubovana pfi 37 °C 90 min. Po inkubaci bylo pfevedeno 40 pl
reakéni smési z kazdé jamky do zafizeni dot blot Schleicher a Schuell
(S+S) v &asteéném vakuu, které obsahovalo filtracni vrstvu pro 96

jamek rozdélenou mfizkou (Wallac katalog # 1450 - 423) a filtr
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nasyceny pufrem 2 x SSC (0,3M NaCl a 0,003M citrat sodny). Kazda
jamka byla promyta 4 x alespori 200 pyl 2 x SSC pouzitim piného
vakua. Zafizeni bylo rozebrano a filtraéni papir opatifeny mfiZkou byl
vyjmut a tfikrat promyt 2 x SSC. Nakonec byla filtratni membrana
odsata na absorpénim papife, ponechana susit na vzduchu a byla
zatavena do sacku. Vzorky byly vloZzeny do kazety s fosforescencni
vrstvou a byla pfilozena vymazana (alespori 8 min) fosforescencni
vrstva a kazeta byla uzaviena. Bylo pouZito expozice 16 hod. Pro
zjisténi ovlivnéného nebo inhibovaného podilu (Fa) pro vSechny davky
inhibitoru nebo inhibitorl v porovnani s neoSetfenymi infek&nimi
kontrolami byly pouzity hodnoty Pixel Index Values (PIV), vytvofené ve
formatu vyjadfujicim objem odvozeném z pfenosl fosforescencniho
zobrazovani (Molecular Dynamics Phosphorimager) (analyza byla
provadéna na ImageQuant volume report, byla provedena korekce na

pozadi.

1. 6 Test infekénosti/neutralizace na lidskych PBMC

Prototyp testu pouzival bunéénych linii, kde se v testu
primarniho izolatu pouziva bunék PBMC, ziskanych z Interstate Blood
Bank, aktivovanych 2 aZ 3 dny kombinaci protilatek OKT3 (0,5 pg/ml)
a CD28 (0,1 ug/ml). Cilové buiky byly pfeneseny do média pro
separaci lymfocytd (LSM), promyty a zmrazeny. Bufiky byly podle
potfeby ponechany roztat a byly aktivovany jak bylo uvedeno vyse
minimalne 2 az 3 dny pfed testem. V tomto testu ve formatu 96 jamek
byly buriky v koncentraci 2 x 10%/m! v 5% médiu IL-2 a koneéném
objemu 100 pl. Zasobni roztoky peptidu byly pfipraveny v DPBS
(1 mg/ml). Redeni peptidu byla provadéna v kompletnim médiu 20 %
FBS RPMI 1640/5 % IL-2.
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1. 7 Model infekce HIV-1 na my§ich HU-PBMC SCID in vivo

Samice my$i SCID (stafi 5 aZz 7 tydn() dostaly intraperitonealné
5 az 10 x 10’ dospélych lidskych bunék PBMC. Dva tydny po
rekonstituci byly mysi infikovany i.p. v den O 10° TCIDso HIV-1 9320
(izolat A018 citlivy na AZT. OS$etfeni peptidy bylo provadeno
intraperitoneain&, dvakrat denné pocinaje dnem -1 a dale aZ do
Sestého dne. Mira infekce krevnich bunék, splenocytt, lymfatickych
uzlin a peritonedlnich bunék byla testovana kvantitativni spole¢nou
kultivaci s lidskymi blasty PBMC tydné po tfi za sebou nasledujici
tydny po odbé&ru krve a tkani zvifeti (den 7, pfiblizné 12 az 18 hod po
poslednim podani Iégiva). Supernatanty ze spole¢né kultivace byly
testovany na produkci antigenu p24 HIV-1 jako méfitka infekce virem

(kity a protokol Immunotek Coulter).

1. 8 Farmakokinetické studie na krysach

Byli pouziti samci krys CD o hmotnosti 250 az 300 g s dvojitym
jugularnim katétrem, ziskani od Charles River Laboratories. Peptidy
byly nastfikovany do jednoho jugularniho katétru v objemu 200 I
roztoku peptidu (pfiblizné 3,75 mg/ml), pfiCemz koncentrace
podavaného roztoku byla uréena Edelhochovou metodou (Edelhoch,
1967, Biochemistry 6: 1948 - 1954) a nastavena v zavislosti na
hmotnost zvifete tak, Ze kaZdé zvife dostalo davku 2,5 mg/kg).
Pfiblizné 250 az 300 ul krve bylo odebirano v pfedem urlenych
gasovych intervalech (0, 15, 30 min a 1, 2, 4, 6 a 8 hod) a pfidavano
do zkumavek capiject s EDTA. Po centrifugaci byla od usazenych
bunék oddélena plasma a bud zmraZzena nebo okamzite zpracovana

pro fluorescenéni analyzu HPLC.

1. 9 Analyza vzorkl plasmy fluorescenéni HPLC

100 pl vzorku plasmy bylo pfidano k 900 pl precipitaniho pufru
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(acetonitril, 1,0% TFA, detergent) coz vede k vysrazeni vétSiny
plasmatickych proteind. Po centrifugaci pfi 10 000 ot/min 10 minut,
bylo odebrano 400 pl supernatantu, ktery byl pfidan k 600 pl vody
s Gistotou pro HPLC. Byla provadéna sériovad fedéni urCovana
koncentraci peptidu pfitomného v kazdém vzorku v fedicim pufru
slozeném ze 40 % precipitaéniho pufru a 60 % vody pro HPLC. Navic
k fedénim vzorkd byla provadéna sériova fedéni davkovaného roztoku
v pufru stejn& jako v plasmé a pouzita pro vytvofeni standardni kfivky
uréujici vztah mezi plochou vrcholu a znamou koncentraci peptidu.
Tato kfivka byla potom pouzita pro vypoCet koncentrace peptidu
v plasmé se zahrnutim do vypoétu vSech Fedéni a mnoZstvi

nastfiknutého na kolonu.

1. 10 Protokol XTT

Pro méfeni cytotoxickych/cytostatickych uginkl peptidd byly
provadény testy XTT (Weislow, O. S. a dal$i, 1989, J. Natl. Cancer
Inst. 81: 577 - 586) piitomnosti raznych koncentraci peptidu, aby bylo
mozno uréit index selektivity (SI). Hodnota TCse byla v tomto testu
uréovana inkubaci bunék v pfitomnosti a v nepfitomnosti sériové
fedéného peptidu s naslednym pridanim XTT.
V piezivajicich/metabolizujicich  buiikdch se XTT redukuje na
rozpustné hnédé barvivo XTT-formazan. Odelitd se absorbance
a provadi se srovnani mezi hodnotami ziskanymi v pfitomnosti
a v nepfitomnosti peptidu pro zji§téni hodnoty TCso Karberovou
metodou (viz napf. Lennette, E. H. a dal$i, ed., 1969, ,Diagnostic
Procedures for Viral and Rickettsial Infections“, American Public
Health Association, Inc., 4. vyd., str. 47 - 52). Buriky Molt 4, CEM
(80 000 bunék/jamku) a kombinace téchto dvou typt bunék (70 000,
popfipadé 10 000 bunék/jamku) byly vysety a inkubovany se sériove
fedénym peptidem 24 hod v celkovém objemu 100 pl. Po inkubaci bylo
do kazdé jamky pfidano 25 ul pracovniho roztoku XTT (1 mg/ml XTT,
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250 uM PMS v kompletnim médiu s obsahem 5 % DMSO) a destiCky
byly inkubovany pfi 37 °C. Byl odecitan vyvoj barvy a vysledky byly
pouzity pro vyjadfeni hodnot poskytnutych v jamkach s obsahem
peptid jako procento hodnot ziskanych z jamek obsahujicich

neosetifenou kontrolu.

2. Vysledky

2. 1 Antivirova aktivita - testy fuze

T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech faze burika - burika
zprostfedkované virem s pouzitim chronicky infikovanych bunék CEM
smisenych s neinfikovanymi bufikami Molt-4, jak je ukazano
v tabulce 3 niZe. Inhibice fuze T1249 proti laboratornim izolatdm jako
je 1lib, MN a RF je srovnatelna s T20, a vykazuje proti T20 pfiblizne
2.5 az 5 nasobné zvy$eni. T1249 byl také aktivnéj$i (3 az 28 nasobné
zvy$eni) nez T20 proti nékolika klinickym izolatim indukujicim
syncytia, véetné izolatu rezistentniho na AZT (G691-2) a izolatu
pfedem o$etfeného AZT (G762-3) a G320 (izolat pouZity ve studiich
v HUPBMC-SCID). Nejvyznamnéjsi je, ze polypeptid T1249 mél vice
nez 800 krat vyssi Géinnost nez peptid T20 proti HIV-2 NIHZ.

Tabulka 3
Izolat viru T20 n T1249 n Rozdil jako
(ng/ml) (ng/ml) nasobek
HIV-1 illb 2,5 9 1,0 9 2,5
HIV-1 G691-2 (AZT-R) 406,0 1 16,0 1 25
HIV-1 G762-3 (pre-AZT) 340,1 1 12,2 1 28
HIV-1 MN 20,0 7 3,1 7 6
HIV-1 RF 6,1 7 2,1 7 3
HIV-1 9320 118,4 1 34,5 1 3
HIV-2 NIHZ 3610,0 >10 4,3 2 840
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2. 2 Antivirova Géinnost - testy infekénosti Magi-CCR-5

Testy infek&nosti Magi-CCR-5 umoziiuji pfima srovnani izolatd
virll indukujicich syncytia a neindukujicich syncytia, stejné jako
porovnani mezi laboratornimi a klinickymi izolaty. Tento test je také
pfimym méfitkem infekce virem (exprese TAT po infekci, transaktivace
produkce PB-galaktosidazy fizené LTR) naproti bézné& pouZivanym
nepfimym metodam méfeni infekénosti, jako je produkce antigenu p24
nebo produkce reverzni transkriptazy. Testy infekénosti Magi-CCR-5
(viz tabulka 4 niZe) ukazuji, ze T1249 je konzistentné GCinnéjsi nez
T20 proti véem testovanym izolatim z hlediska ECsp, tak i vypodétim
inhibice Vn/Vo = 0,1. T1249 vykazuje podstatné zlepseni Gcinnosti ve
srovnani s klinickym izolatem HIV-1 301714 (> 25 nasobné), ktery je
jednim z nejméné citlivych izolatd na T20. Navic je T1249 alespofi
100 krat silngj$i nez T20 vzhledem k izolatu SIV B670. Tyto Udaje
spolu s Udaji o fuzi ukazuji, ze T1249 je silnym peptidovym inhibitorem
HIV-1, HIV-2, a SIV.
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Tabulka 4

T20 T1249

[zolat viru EC-50 | Vn/Vo=0,1 EC-50 | Vn/Vo EC-50 Vn/Vo=0,1

=0,1 rozdil rozdil
jako jako

nasobek nasobek

HIV-1 IlIB 42 80 8 10 5 8
HIV-1 8320 11 50 1 6 11 8
HIV-1 301714 1065 4000 43 105 25 38

(subtyp B,NS!)

HIV-1 G691-2 13 200 0,3 20 43 10
(AZT-R)

HIV-1 pNL4-3 166 210 1 13 166 16
SIV-B670 2313 >10000 21 100 110 >100

2. 3 Antivirova aktivita - test infekénosti HuPBMC

T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech infekCnosti
HuPBMC (tabulka 5 nize), ktery pfedstavuje uznavanou nahrazku
systému in vitro pro pfedpovidani koncentraci lé¢iva v plasmé nutnych
pro inhibici viru in vivo. Tato porovnani ukazala, ze T1249 je GCinngjsi
proti véem dosud testovanym izolatim HIV-1, pficemz vsSechny
hodnoty Vn/Vo = 0,1 (davka nutna pro sniZeni titru viru o jeden log)
jsou snizeny aZ k submikrogramovym koncentracim. Mnohé z nejmene
citlivych klinickych izolatd na T20 vykazovaly desetinasobnou nebo
vétsi citlivost na T1249. Je tfeba zdUraznit, ze HIV-1 9320, izolat
pouzivany v my§im modelu infekce HUPBMC SCID je 46 x méné citlivy
na T20 nez na T1249, coZ ukazuje velmi dobrou korelaci s vysledky in

vivo.



Tabulka 5
T20 T1249
Virovy izolat (HIB-1) Vn/Vo=0,1 Vn/Vo=0,1 Rozdil jako
(ng/ml) (ng/ml) nasobek
1B 250 80 : 3
9320 6000 130 46
301714 (subtyp B, NSI) 8000 700 11
302056 (subtyp B, NSI) 800 90 9
301593 (subtyp B, Sl) 3500 200 18
302077 (subtyp A) 3300 230 14
302143 (SI) 1600 220 7
G691-2 (AZT-R) 1300 400 3

2. 4 Antivirova aktivita - laboratorni izolaty rezistentni na T20

T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech fluze burika - bufika
zprostfedkované virem provadénych s pouzitim chronicky infikovanych
bunék CEM smisenych s neinfikovanymi burfikami Molt-4 (tabulka 6
nize). T1249 byl témé&f 200 krat silnéj$i nez T20 pfi méfeni na izolatu

rezistentnim na T20.

Tabulka 6

1zolat viru T20 n T1249 n Rozdil jako
(ng/ml) (ng/ml) nasobek

HIV-1 pNLA-3 SM 405,3 3 2.1 3 193

(T20 rezistentni)

V testech Magi-CCR-5 (viz tabulka 7 niZe), je T1249 50 000 krat

uginné&;jsi nez T20 pfi testovani na izolatech rezistentnich na T20, jako




je pNL4-3 SM a pNL4-3 STM (Rimsky, L. a Matthews, T., 1998, J.
Virol. 72: 986 - 993).

Tabulka 7
T20 T1249
[zolat viru (HIV-1) EC-50 | Vn/Vo= | EC-50 | Vn/Vo = EC-50 | Vn/Vo =
0,1 0,1 rozdil 0,1
jako rozdil
nasobek jako
nasobek
pNLA-3 166 210 1 13 166 16
pNLA4-3 SM 90 900 4 11 23 82
(T20-R)
pNLA4-3 SM 410 2600 4 11 103 236
(T20-R) Duke
pNLA4-3 STM <50 000 | >50 000 1 13 >50 000 | >3846
(T20/T649-R)
T1249 byl pfimo porovnavan s T20 v testech infekénosti

HuPBMC (viz tabulka 8 nize), ktery vyhodnocoval rozdily v uginnosti

na rezistentni izolat. T1249 je vice nez 250 krat ucinnéjsi nez T20 pfi

testovani na rezistentnim izolatu pNL4-3 SM.

Tabulka 8
T20 T1249
Izolat viru (HIV-1) Vn/Vo = 0,1 Vn/Vo = 0,1 Rozdil jako
(ng/ml) (ng/ml) nasobek
pNL4-3 3500 30 117
pNL4-3 SM (T20-R) >10 000 40 >250




2. 5 Antivirova ug¢innost, model in vivo SCID-HUPBMC

Antivirova G¢€innost T1240 in vivo byla bfimo porovnavana
s Ucéinnosti T20 v HUPBMC-SCID myS$im modelu infekce HIV-1 9320
(obr. 3). Dva tydny po rekonstituci HUPBMC byly mysi infikovany i. p.
vden 0 10° TCIDsy; HIV-1 9320 pasazovanym v PBMC (AZT -
senzitivni izolat A018). Bylo provadéno oSetfeni peptidy i. p. dvakrat
denné v celkovych dennich davkach 67 mg/kg (T20), 20 mg/kg
(T1249), 6,7 mg/kg (T1249), 2,0 mg/kg (T1249), a 0,67 mg/kg (T1249),
po 8 dnl pocinaje dnem -1. Mira infekce v krevnich burikach,
splenocytech, lymfatickych uzlinach a peritonealnich burfkach byla
testovana kvantitativni spoleénou kultivaci s lidskymi blasty PBMC
tydné po tfi za sebou nasledujici tydny po odebrani krve a tkani (den
7, pfiblizné 12 az 18 hod po poslednim podani é&iva). Supernatanty
ze spoleéné kultivace byly testovany na produkci antigenu HIV-1 p24
jako méfitko infekce virem. Infekéni viry nebyly detekovatelné v krvi
nebo v lymfatickych tkanich u zvifat oSetfenych T20, i kdyz byl virus
detekovan v peritonealni tekutiné a preparatu sleziny. Vsechny
soudasti byly negativni na infekéni virus pfi davce 6,7 mg/kg T1249,
coZ ukazuje alespori desetinasobné zlep$eni ve srovnani s oSetienim
T20 V davce 2,0 mg/kg T1249 byly zcela prosté detekovatelného
infekéniho viru jak lymfa tak i slezina, pficemz u peritonealni tekutiny
dos$lo ke sniZeni titru viru s koeficientem 2 logqo, a u titru viru v krvi
doslo ke snizeni s koeficientem 1 logqo, pficemz vzdy bylo provedeno
srovnani s infikovanymi kontrolami. Pfi nejniz§i davce T1249,
0,67 mg/kg, byly peritoneaini tekutina a krev ekvivalentni s infikovanou
kontrolou; av8ak jak u lymfatickych, tak i slezinnych tkani byl
pozorovan pokles titru infekéniho viru s koeficientem 1 logio. Celkove

tyto vysledky ukazuji, Zze T1249 je za téchto podminek 30 az 100 krat

worvr



2. 6 Farmakokinetické studie na krysach

Pro dalsi definici farmakokinetického profilu T1249 byly pouZity
krysy s kanylami. Samcim krys CD o hmotnosti 250 az 300 g byly
jugularnim katétrem podavany i.v. polypeptidy T1249 a T20 (obr. 4A -
5). Ziskané vzorky plasmy byly vyhodnocovany fluorescenéni HPLC
pro odhad mnozstvi peptidu v extrahované plasmé. p-faze poloCasu
a celkova AUC T1249 byly témér trikrat vy$s$i nez v pfipadé T20
(obr. 5).

2. 7 Cytotoxicita

U T1249 nebyla pozorovana zadna zfejma cytotoxicita in vitro,

jak je ukazano na obr. 6.

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

(0,3 ml v pribéhu 2 az 3 min).

2. 8 Pfima vazba na konstrukt gp41 M41A178

T1249 byl radioaktivné oznaéen '*°| a pomoci HPLC &istén az
k dosazeni maximalni specifické aktivity. Stejnym zpUsobem byl
jodovan T20. Saturaéni vazba na M41A178 (zkraceny fazni protein
ektodomény gp41 bez aminokyselinové sekvence T20) imobilizovany
na mikrotitraénich destickach v koncentraci 0,5 pyg/ml je ukazana na
obr. 7. Nespecifickd vazba byla definovana jako vazba radioligandu
v pfitomnosti 1 yM neznaéeného peptidu. Specificka vazba byla rozdil
mezi celkovou a nespecifickou vazbou. Vysledky ukazuji, ze '*I-
T1249 a '®°|-T20 maji podobné vazebné afinity s hodnotou 1 aZz 2 nM.
Linearni inverzni Scatchardova vyneseni ukazuji, Ze kazdy ligand se

vaze na homogenni skupinu mist.

Kinetika vazby '#°I-TI249 a '®|-T20 byla uréovana na



scintilaénich mikrotitraénich  desti¢ckach potazenych 0,5 pg/ml
M41A178. Casovy pribéh asociace a disociace je ukazan na obr. 8.
Disociace navazaného radioligandu byla méfena po pfidavku
neznadeného peptidu na kone&nou koncentraci 10 pM v jedné
desetiné celkového testovaciho objemu. Pocateéni rychlosti nastupu
a sestupu pro 125171249 byly podstatné pomalej$i nez hodnoty pro
25/.T20. Charakteristiky disociace pro oba radioligandy byly
nezménény, jestlize disociace byla zapocata s druhym neznalenym
peptidem (tj. '*°1-T1249 s T20).

Aby bylo mozno dale ukazat, Ze oba ligandy soutézi o stejna
cilovd mista, neznacené T1249 a T20 byly titrovany v pfitomnosti
jedné koncentrace bud 12571249 nebo '#I-T20. Ligand byl pfidan pro
zahdjeni inkubace pravé po neznadeném peptidu. Kompeti¢ni krivky
ukazané na obr. 9 ukazuji, Ze ackoli oba ligandy maji podobné afinity,
jsou pro Gplnou kompetici vzhledem k vazbé '*°I-T1249 nutné vy3si

koncentrace jak neznaéeného T20, tak i T1249.

2. 9 Pfima vazba na oblast HR1 GP41

Pro mé&feni sekundarni struktury T1249 v roztoku (fyziologicky
roztok s fosfatovym pufrem, pH 7) byla pouzita spektroskopie
cirkularniho dichroismu (CD), pfiemz T1249 byl pouZit bud
samostatné& nebo v kombinaci s peptidem o délce 45 zbytkd (T1346)
z HR1 (sedmiglenné opakovani 1) vazebné oblasti gp41. Obr. 14A
ilustruje spektrum CD T1249 samotného v roztoku (10 uM, 12 C).
Spektrum je typické pro peptidy, které pfijimaji a-Sroubovicovou
strukturu. Konkrétné dekonvoluce tohoto spektra pouzivajici rozklad
se zakladem nastavenym na spektrum proteinu o délce 33 pfedpovida
v T1249 obsah $roubovice (samotného v roztoku) na 50 %. Obr. 14B
ilustruje reprezentativni spektrum CD peptidu T1249 smiseného s
T1346. PIné G&tverce (M) oznaduji teoretické spektrum CD

predpovézené pro ,model bez interakce®, kde se predpoklada, ze
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peptidy neinteraguji v roztoku. Skute€né experimentalni spektrum (@)
se vyznamné li§i od tohoto teoretickeho ,,heinterakéni model“ spektra,
coz ukazuje, Ze oba peptidy interaguji za ziskani méfitelné strukturni

zmény, ktera se pozoruje na spektru CD.

2 10 Proteinazova ochrana vazebné oblasti T1249 uvniti GP41

Vnimavost chimerniho proteinu M41A178, popisovana v Casti
2.8 vyse, vzhledem ke $té€peni proteinazou K, byla testovana
a analyzovana elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Vysledky
jsou ilustrovany na obr. 15. Jestlize se individualné s proteinazou K
inkubuji bud M41A178 (nestépeny obr. 15, draha 2; Stépeny obr. 15,
draha 3) nebo T1249 (nestépeny obr. 15, draha 4; Stépeny obr. 15,
draha 5), oba peptidy jsou rozstépeny. Jestlize se vsak T1249
inkubuje s M41A178 pfed pfidanim proteinazy K (obr. 15, draha7),
ziska se chranény fragment HR-1 s molekulovou hmotnosti 6500.
Sekvenovani chranéného fragmentu ukazuje, Ze odpovida oblasti
primarni sekvence umisténé uvnitf ektodomény gp41. Chranény
fragment zahrnuje rozpustny peptid HR1 (T1346) pouzity ve studiich
CD popisovanych v &asti 2. 9 vySe a dale obsahuje dalSich sedm
aminokyselinovych zbytkd umisténych na aminovém konci. Tato
ochrana mlZe byt pfipisovana vazbé& T1249 na specifickou sekvenci

gp41, ktera je obsazena v konstruktu M41A178.

P¥iklad 3: Hybridni polypeptidy respiraéniho syncytialniho viru

Nasledujici pfiklad popisuje hybridni polypeptidy respiraéniho
syncytialniho  viru (RSV) se zlepsenymi farmakokinetickymi
vlastnostmi. Navic se uvadéji Vysledky, které ukazuji silné inhibiCni
uginky hybridnich polypeptidd RSV na infekci RSV,



1. Materialy a metody

1. 1 Syntéza a pufirikace peptidi

Polypeptidy RSV byly syntetizovany standardni metodou Fast
Moc. Obecné&, pokud neni uvedeno jinak, obsahovaly peptidy
amidované karboxylové konce a acetylované aminove konce. Cisténi

bylo provadéno HPLC s reverzni fazi.

1. 2 Test snizeni poétu plakll respiraéniho syncytialniho viru

V&echna nezbytna fedéni peptidi byla provadéna v Cisté,
sterilni, 96-jamkové desticce TC. Celkem bylo pfipraveno jedenact
fed&ni pro kazdy peptid a jedna kontrolni jamka neobsahujici Zadny
peptid. Rozmezi koneénych koncentraci peptidu zagalo 50 pg/ml nebo
100 pg/ml, pfic¢emZ bylo provedeno celkem jedenact dvojnasobnych
fedéni. RSV byl pripraven s koncentraci 100 pfu/jamku ve 100 pl 3%
EMEM, pfi stanoveni pomoci RSV znamého titru. Viry se potom pfidaji

do v§ech jamek.

Média byla odstranéna z jedné subkonfluentni 96-jamkové
desticky s burfikami Hep2. Material z fedici destiéky byl pfeveden na
destiéky pro kultivaci bunék pocinaje fadou 1 a potom pfes fadu 12,
fadu 11 atd. az do pfeneseni vSech fad. Desticky byly na 48 hod

vloZeny zpét do inkubatoru.

Desticky byly kontrolovany pro zajisténi, Ze v kontrolnich
jamkach byla pfitomna syncytia. Média byla odstranéna a do kazdé
jamky bylo pfidano pfiblizné 50 i 0,25% krystalové violeti v
methanolu. Buiky byly ihned oplachnuty vodou pro odstranéni
nadbytku barviva a byly ponechany ususit. Pouzitim mikroskopu byl

zjistovan pocet syncytii v kazdé jamce.



2. Vysledky

Farmakokinetické studie s hybridnimi peptidy RSV T1301 (Ac-
WQEWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELWA WF-NH;) a T1302
(Ac-WQAWDEYDASISQVNEKINQALAYIREADELW AWF-NH3)
obsahujici zesilujici peptidové sekvence ukazaly znacné zvySeny
poloCas vzhledem k zakladnimu peptidu T786 (Ac-
VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV-NH,), jak je ukazano
na obr. 10A - 10B. Hybridni polypeptidy T1301, T1302 a T1303 (Ac-
WQAWDEYDASISDVNEKINQALAYIREADELWEWF-NH>) rovnéz
vykazaly zna¢né zvySeny polo¢as vzhiedem k zakladnimu polypeptidu
T1476 (Ac-DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL-NH>). '

Hybridni polypeptidy RSV T1301, T1302 a T1303, stejné jako
polypeptidy T786 a T1293, byly testovany na schopnost inhibovat
tvorbu plakd RSV v buiikach HEp2. Jak je ukazano na obr. 11A a 11B,
jak testované hybridni polypeptidy RSV, tak i zakladni polypeptid
T786, byly schopny inhibovat infekci RSV. Pfekvapivé se take ukazalo,
7e hybridni polypeptid T1293 je slouceninou se silnymi acinky proti
RSV (obr. 13).

Priklad 4: Hybridni polypeptidy luteinizaéniho hormonu

Popisovany piiklad ukazuje hybridni proteiny luteinizaéniho
hormonu (LH) se zlepSenymi farmakokinetickymi vlastnostmi.
Nasledujici hybridni polypeptidy LH byly syntetizovany a purifikovany
vy$e popsanymi zpUsoby: zakladni peptid T1323 (Ac-QHWSYGLRPG-
NH;) a hybridni polypeptid T1324 (Ac-WQEWEQKIQHWSY-
-GLRPGWASLWEWF-NH,), které obsahuji aminokyselinovou sekvenci
zakladniho polypeptidu T1323 spojenou se zesilujicimi peptidy na
aminovych a karboxylovych koncich. Jak je ukazano na obr. 12A a
12B, hybridni peptid T1324 mél podstatné zvy$eny polocas
v porovnani se zakladnim peptidem T1323, kterému chybi zesilujici

peptidové sekvence.



Priklad 5: Farmakologie hybridniho polypeptidu T1249

T1249 znazornény na obr. 13 je hybridni polypeptid obsahujici
zesilujici peptidové sekvence navazané na polypeptid jadra odvozeny
ze smési virovych sekvenci. Jak je ukazano v pfikladu v gasti 7 vyse,
hybridni polypeptid T1249 ma zlepsené farmakokinetické vlastnosti
a (&inek in vitro stejné& jako in vivo proti HIV-1. V piikladu uvedeném
dale se popisuji farmakologické vlastnosti T1249 na zvifecich

modelech hlodavci a primatd.

1. Materialy a metody

1. 1 Podavani hlodavcum v jedné davce

Polypeptid T1249 byl podan albinotickym krysam Sprague-
Dawley v jedné davce kontinuaini subkutanni infuzi (CSl), subkutanni
injekci nebo intravendzni injekci. V kazdé oSetfované skupiné bylo
devét krys kazdého pohlavi. Skupiny dostaly sterilni preparaty
polypeptidu T1249 jako chemicke slouéeniny v davce 0,5, 2,0 nebo
6,5 mg/kg CSI. Jedna skupina dostala 50 mM karbonat/bikarbonat,
pH 8,5, podany jako kontrolu. Peptidy byly podavany 12 hod katetrem
polyvinylchlorid/polyethylen chirurgicky implantovanym podkoZné do
ije. Dvé skupiny dostaly jednu davku T1249 v mnozstvi 1,2 nebo
1,5 mg/kg subkutanni injekci do mezilopatkové oblasti. Dvé skupiny
dostaly jednu davku T1249 v mnoZstvi 1,5 nebo 5 mg/kg intravenézni
injekci. Skutecné mnozstvi T1249 v miligramech bylo vypocteno

pouzitim obsahu peptidu stanoveného pro kazdou podanou $arzi.

Pfi analyze byla zvifata pozorovana v klecich (dvakrat denné na
amrtnost a stav umirani), byla provadéna klinicka vysetfeni, byly
zjistovany klinické laboratorni parametry, télesna hmotnost, a byla
provadéna pitva. Vzorky krve byly ziskavany technikou rozptyleného

vzorkovani v 12 hodinovém &asovém obdobi od tfi krys na pohlavi na
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skupinu vzdy v nasledujicich gasech: 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 19 a 12 hod po
podani davky. Analyza vzorkid byla provadéna pouzitim analyzy PcAb
ECLIA (Blackburn, G. a daldi, 1991, Clin. Chem. 37: 1534 - 1539,
Deaver, D., 1995, Nature 377: 758).

Pro plasmatickou a lymfatickou farmakokinetickou analyzu latky
T1249 u krys byl pfipraven sterilni roztok latky T1249
v bikarbonatovém pufru, ktery byl podavan jednorazove, jednorazovou
intravenézni injekci do lateralni ocasni Zily v davce 20 mg/kg. Krev
byla odebirana zvifatim jugularnim katetrem. Vzorky byly odebirany
ihned po podani davky a v Case 5, 15 a 30 min a 1, 2, 4 a 6 hod po
podani lé&iva. Pro analyzu lymfatickych kapalin byly vzorky odebirany
ihned po podani davky a kazdych 20 min po prvnich Sest hodin po
podani légiva. Lymfaticka tekutina byla odebirana z katetru, ktery byl
umistén pfimo do hrudniho lymfatického kanalu, jak bylo popsano
vy$e (Kirkpatrick a Silver, 1970, The Journal of Surgical Research 10:
147 - 158). Koncentrace T1249 v plasmé a lymfatické tekutiné byly
uréovany pouzitim standardniho testu na T1249 kompetitivni ELISA
(Hamilton, G., 1991, str. 139, v Immunochemistry of Solid-Phase

Immunoassay”, Butler, J., ed., CRC Press, Boston).

1. 2 Jednorazové podavani primatim

Sterilni preparaty T1249 jako chemické slouceniny byly
podavany opicim cynomologus v jednorazovych davkach ssubkutanni,
intramuskularni  nebo intravenézni injekci. V usporadani typu
postupného kiizeni dostava jedna skupina zvifat slozena ze dvou
zvifat kazdého pohlavi jednozarovou davku T1249 intravendzné
(0,8 mg/kg), intramuskularné (0,8 mg/kg) nebo subkutanné (0,4, 0,8 a
1,6 mg/kg). Mezi kazdym podavacim dnem bylo vloZzeno obdobi
vyplachovani alespofi tfi dnd. Lyofilizovany T1249 byl rekonstituovan
ve sterilnim fyziologickém roztoku s fosfatovym pufrem pH 7.4

bezprostiedné pfed davkovanim. Skuteéné mnoZstvi testované latky
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v miligramech bylo vypoéitano pomoci obsahu peptidu stanoveného

pro kazdou podavanou $arzi.

Pfi analyze byla zvifata pozorovana v klecich, byla provadéna
fyzikalni vySetfeni a méfeni télesné hmotnosti. V intravenézni fazi
studie byly odebirany vzorky krve do heparinizovanych zkumavek
v nasledujicich &asech: ihned po podani davky, 0,25, 0,5,1,5,3,6,12
a 24 hod po podani. V intramuskularni a subkutanni fazi studie byly
odebirany vzorky krve do heparinizovanych zkumavek od kazdeho
zvifete v nasledujicich ¢asech: 0,5, 1, 2, 3, 6, 12 a 24 hod po podani.
Vzorky plasmy byly pfipraveny v prib&éhu 1 hodiny po odebrani
a vzorky byly rychle zamrazeny v kapalném dusiku. Analyzy vzorkl
byly provadény pouzitim testu PcAb ECLIA (Blackburn, G. a dalsi,
1991, Clin. Chem. 37: 1534 - 1539; Deaver, D., 1995, Nature 377:
758).

1. 3 Pfemostuijici farmakokineticka studie

Sest samcll opic cynomologus bylo nahodné uspofadano do tfi
skupin vzdy po dvou zvifatech ve skupiné. V8echny davky T1249 byly
podavany jednorazovou subkutanni injekci. Studie byla rozdélena do
dvou &asti. V &asti 1 dostala zvifata ve skupinach 1, 2 a 3 sterilni
preparat T1249 jako chemicke slouéeniny (tj. latka T1249 byla
rozpusténa v pufru karbonat/bikarbonat, pH 8,5) ve dvou dennich
davkach po &tyfi za sebou nasledujici dny (dny studie 1 az 4) po 0,2,
0,6 a 2,0 mg/kg/davku. Etapy 1 a 2 byly rozdéleny desetidennim
obdobim promyvani. V etapé 2 dostala zvirata ve skupinach 1,2 a 3
sterilni preparat latky T1249 jako leku (tj. ve vodném roztoku, pH 6,5
plus mannitol) dvakrat denné po &tyfi za sebou nasledujici dny (dny
studie 15 az 18) v davkach 0,2, 0,6 a 2,0 mg/kg/davku.

Ve dnech studie 1 a 15 byly odebirany vzorky krve pro
farmakokinetické analyzy pro zjisténi farmakokinetickych vlastnosti

jedné davky a v dnech studie 4 a 18 pro zjist&ni rovnovaznych
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plasmatickych farmakokinetickych parametrd. Vzorky byly odebirany
v nasledujicich ¢asech: bezprostfedné pfed podanim a 0,5, 1,5, 3,0,
4.0, 6,0, 8,0 a 12,0 hod po podani. Zvifata byla monitorovana

v etapach 1 a 2 na klinické vnéj$i znaky a zmény télesné hmotnosti.

2. Vysledky

2 1 Farmakokinetické viastnosti T1249 podavané krysam

Pro provedeni pocateéniho testovani farmakokinetickych
viastnosti v plasmé a distribuce T1249 byly pouZity modely na krysach.
U zvifat ve véech davkovacich skupinach nebyly pozorovany zadné
zmény télesné hmotnosti, vngjSich fyzikalnich znakd, parametrl
hematologickych a klinickych nebo mikroskopickych patologickych

znakt spojenych s podavanim T1249.

Krysy, které dostaly T1249 pomoci CSI, dosahly rovnovaznych
koncentraci peptidd v plasmé piibliZné 4 hodiny po podani. Jak
rovnovazna koncentrace v plasmé (Cpss), tak i vypoétena plocha pod
kiivkou zavislosti koncentrace v plasmé na ¢ase (AUC), byly pfimo
amérné podavané davce, coZ ukazuje, ze T1249 vykazuje linearni
farmakokinetické vlastnosti v rozmezi testovanych davek od 0,5 do
6,5 mg/kg. Vypocetené farmakokinetické parametry a zavislosti
plasmatické koncentrace na Case pro podavani zpUsobem CSI jsou

uvedeny v tabulce 9, popfipadé obr. 16A.

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




PFi podani T1249 jednorazovou intravenozni injekci se ukazala
piima farmakokineticka zavislost na podané davce Vv ramci
testovanych davek. Naopak podani T1249 subkutanni injekci
neprokazalo v rozmezi studovanych davek zavislost na davce.
Vypod&tené farmakokinetické parametry a zavislosti koncentrace
v plasmé& na &ase pro subkutanni a intravendzni podani T1249 jsou

uvedeny v tabulce 10, popfipadé obr. 16B.

Tabulka 10
Skupiny podie davek/podani
(SC) (V)
Parametr 1,2 mg/kg 15 mg/kg 1,5 mg/kg 5,0 mg/kg
t1/2, (hod) 2,02 2,00 2,46 1,86
tmax (hod); 1,09 1,88 - -
Cmax (Hg/ml) 6,37 21,5 15,7 46,3
AUCo.12 noq) (Hg.h/ml) 27,0 107 45,6 118
AUC g (Hg.h/mi) 27,6 110 47 1 120

Biologicka dostupnost T1249 pfi subkutannim podavani krysam
byla zjistovanajako porovnani s intravenéznim podavanim. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce 11 nize. V nizké davce (1,2 mg/kg) byla
relativni biologicka dostupnost (Fr) 71249 pro subkutanni podavani
73 %. Relativni biologicka dostupnost pfi podani vysoké davky
(15 mg/kg) T1249 byla 30 %, coZ bylo vyssi, neZz je koncentrace
inhibujici 90 % (ICgo) infekénosti HIV po dobu celych 12 hodin studie

ve vSech vysetfovanych davkach.




Tabulka 11
Zpusob podani Davka AUCq..,y AUC (0. Fr
(mg/kg) (ug.h/mi) (pg.h/ml) (%)
Nizka davka
SC 1,2 27,6 34,5 73
Y 1,5 471 - .
Vysoka davka
SC 15 110 36,5 30
Y 5 120 - -

(a) Normalizovano z davky 1,2 mg/kg na davku 1,5 mg/kg
vynasobenim AUC(0-«) 1,25.

(b)  Normalizovano z davky 15 mg/kg na davku 5 mg/kg délenim
AUC(0-) tfemi.

Kinetické udaje pro plasmatické a lymfatické koncentrace T1249
jsou ukazany na obr. 16C a uvedeny v tabulce 12 nize. T1249 rychle
pronikal do lymfatického systému a rovnovahy s plasmatickym
rezervoarem lédiva bylo dosaZeno pfiblizné 1 hodinu po podani. Po
dosazeni rovnovahy mezi t&mito dvéma oblastmi byly koncentrace
v plasmé a lymfé porovnatelné u 8tyz z péti zvifat do tfi hodin po
podani. U jednoho zvifete byly trvale nizgi koncentrace T1249 v lymfé
nez u jinych zvifat, i kdyZ profil lymfatické eliminace u tohoto zvifete
nebyl odligitelny od jinych ¢&lenh této skupiny. Porovnani polo¢asu
eliminaéni faze (t 1/2) pro plasmu a lymfu ukazuji, Ze pfechod T1249
mezi témito dvéma oblastmi je proces Fizeny difuzi. Po tfech hodinach
se zdalo, ze dochazi ke druhé, rychlejsi fazi eliminaci z lymfatického
systému. Tento rozdil by mohl byt zalozen na mechanismu (napfiklad
redistribuci nebo urychlenou degradaci peptidu v lymfé) nebo na jinych
faktorech. Koncentrace T1249 v lymfatické tekutiné 6 hodin po injekci

je vy$8i nez hodnota ICg pro infekCnost viru u béznych laboratornich
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kmen( a u primarnich klinickych izolatd HIV-1.

Mira penetrace T1249 do cerebrospinalni tekutiny (CSF) byla
testovana rovnéz. Koncentrace T1249 byly pod limitem detekce (LOD;
2,0 ng T1249/ml CSF) ve v$ech mé&fitelnych ¢asech, coz ukazuje, Ze

T1249 nepronika pfi podani v jedné davce do centrainiho nervového

systému.
Tabulka 12
T1249
Parametr Plasma Lymfa
ti,2, eliminace (hod) 2.6+ 41 13+27
Cmax (Hg/ml) 291 133®/155®
AUC g6 ) (Hg.h/ml) 506 348@7411®
AUC(0.) (Hg-h/ml) 598 3907449
Cl (ml/h) 7.8 11,5

(a) Vypoétené priméry zahrnuji jedno zvife (krysa #1), u kterého se
dosahovalo podstatné nizSich lymfatickych koncentraci, ale

podobného kinetického profilu, nez u dal$ich zvifat ve skupiné.

(b)  Vypoétené vysledky s vylouenim krysy #1.

2 2 Farmakokinetické viastnosti T1249 pfi podavani primatiim

Pro vyhodnoceni vztahu mezi davkou a riznymi farmako-
kinetickymi parametry souvisejicimi s parenteralnim podavanim T1249
byly pouzity modely primatd. Koncentraci v plasmé vyssich nez
6,0 yg/ml T1249 bylo dosaZzeno vsSemi zplsoby podavani, a
kvantifikovatelné hiladiny (tj. hladiny vy$si nez 0,5 ug/mi) byly
detekovany 24 hod po subkutannim a intraven6znim podani. Doba




eliminace ty;2 byla srovnatelnd pro vSechny zplsoby podavani (5,4
hod, 4,8 hod a 5,6 hod pro podani intravendzni, subkutanni, popfipadé
intramuskularni). Plasmatické koncentrace T1249, které prevysily
hodnoty ICgo pro laboratorni kmeny a klinické izolaty HIV-1, byly

pozorovany ve véech ¢asech méfeni prib&hu 24 hodin vzorkovani.

Porovnani udaju ziskanych pro parenteralni podavani 0,8 mg/kg
T1249

a intramuskularni) se uvadi v obr. 17A. Obr. 15B ilustruje porovnani

véemi zpUsoby podavani (ti. subkutanni, intravenozni
Gdaji ziskanych z injekce s.c. ve tfech rdznych davkach T1249
(0,4 mg/kg, 0,8 mg/kg a 1,6 mg/kg). VloZeny graf v obr.17B ukazuje

vyneseni vypodétené hodnoty AUC v zavislosti na podané davce.

T1249 vykazuje u opic cynomologus po subkutannim podani
linearni farmakokinetické vlastnosti v rozmezi podavanych davek, coz
ukazuje, e v tomto rozmezi davek nedo$lo k saturaci vyluCovaciho
mechanismu. Souhrn farmakokinetickych (daji po parenteralnim
podavani T1249 opicim cynomologus je ukazan v tabulce 13 nize.
Srovnani plasmatickych koncentraci AUC ukazuje, Ze vzhledem
k intravenéznimu podavani je biologickd dostupnost T1248 pri
pfiblizn& 64 % pfi podani intramuskularni injekci a 92 % pfi podani

subkutanni injekci.

Tabulka 13
Parametr Zpusob podani (davka, mg/kg)

SC (0,4) | SC(0,8) | SC(1,6) | IM(0,8) IV (0,8)
t1/2, terminalni (h) 6,23+0,52 | 4,83+0,48 | 5,55+0,92 | 5,57+0,24 | 5,35+0,95
tmax (D) 3,07+1,18 | 4,58+1,45 | 4,72+1,81 | 2,32+0,43 -
Crmax (Hg/mI) 3,17+0,09 | 6,85+1,01 | 13,3+2,55 | 6,37+1,69 | 26,740,25
AUC o.24 ) (Mg.h/ml) | 37,5+6,6 | 8,12+11,4 | 168+34,0 | 56,4+12,3 | 87,4+25,0
AUC 0-o) (Hg.h/ml) 40,9+8,2 | 85,3t13,6 | 181+44,0 | 59,5+13,1 | 92,5+25,0
Fr (%) - 92,3 - 64,4 -




2. 3 Pfemostujici farmakokineticka studie

Pfemostujici farmakokinetické studie byly provadeny pro
porovnani farmakokinetickych profild T1249 jako chemické Ilatky
v plasmé& pfi pouziti v neklinickych experimentech popsanych vyse,
s T1249 formulovanym jako |é&ivo, ktery by mohl byt podavan
skuteénému pacientovi, napfiklad pro Ié¢eni infekce HIV. Studie byla
oznadena jako paraleini, jednosmérné, zkiizené porovnani tfi hladin
davek T1249 jako chemické latky a tfi hladin davek formulovaného
lé&iveho vyrobku. Farmakokinetické vlastnosti v plasmé byly testovany
po podani jedné davky a po dosaZeni rovnovazného stavu. Podavani
T1249 subkutanni injekci vedlo ve vSech skupinach davek
k méfitelnym koncentracim peptidu. Kfivky zavislosti plasmaticke
koncentrace na &ase byly pfiblizné paralelni u v8ech skupin davek po
poéatednim podani (dny 1 a 15) a v rovnovazném stavu (dny 4 a 18)
jak pro T1249 jako chemickou latku, tak i T1249 formulovany jako

lécdivo.

Navic hodnoty AUCo.12 nod) kolisaly pfimo imérné podle davek
pro obé légivé formulace. Vypoé&tené hodnoty AUC(o.12 hoa) Pro I€Civo
se pohybovaly od 43 % do 80 % hodnot AUC o-12 hod) vypodtenych pro
lé&ivou latku po podani v jedné davce a od 36 % do 71 %

v rovnovazném stavu.

T1249 jako chemicka latka i jako |égivo ukazaly podobné
farmakokinetické vlastnosti u opic cynomologus po jednorazovém
subkutannim podavani ve vSech testovanych davkach a davkovacich
objemech. Pfimé porovnani tvarl kfivek zavislosti koncentrace
v plasmé na Gase s predkladané studii a tvary kfivek z pfedchozi
studie u opic cynomologus ukazuje, Ze existuje depotni efekt, jestlize
se T1249 poda subkutanni injekci. To je naznaceno prodlouzenim
gasu, ve kterém se dosahne maximalni koncentrace v plasmé (tmax)

a hodnoty ty/2.



Tyto vysledky ukazuji, Ze formulace 1é¢ivé latky jako chemické
sloudeniny pouzité ve farmakologickém programu, poskytuji
srovnatelné hodnoty AUC a jinych kinetickych vlastnosti, jako hodnoty
ziskané po podani hotového formulovaného |égiva. Tato pozorovani
ukazuji, ze klinické podavani T1249 poskytne celkovou expozici
pacienta latce T1249.

Pfedkladany vynélez neni omezen rozsahem zde popisovanych
konkrétnich provedeni, ktera jsou zamyslena pouze jako jednotlive
ilustrace individualnich aspektll vynalezu, a do rozsahu vynalezu
spadaji funkéné ekvivalentni metody a slozky. Odbornikim v oboru
budou z pfedchazejiciho popisu a pfiloZzenych vykrest zfejmé rizne
modifikace vynalezu navic k provedenim popsanym v této pfihlasce.
V8echny takové modifikace maji spadat do rozsahu pfilozenych

narokd.

Azastupties/
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PATENTOVE NAROKY

1. Hybridni polypeptid obsahujici zesilujici peptidovou sekvenci
navazanou na zakladni polypeptid.

2. Hybridni polypeptid podle naroku 1, kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje: WXXWXXXI, WXXWXXX, WXXWXX,
WXXWX, WXXW, WXXXWXWX, XXXWXWX, XXWXWX,
XWXWX,  WXWX, WXXXWXW, WXXXW, [IXXXWXXW,
XXXWXXW,  XXWXXW, XWXXW, XWXXXW, XWXWXXX,
XWXWXX, XWXWX, XWXW, WXWXXXW nebo XWXXXW.

3. Hybridni polypeptid podle naroku 1, kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje WQEWEQKI nebo WASLWEWF-.

4. Hybridni polypeptid podle naroku 1, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na aminovy konec zakladniho

polypeptidu.

5. Hybridni polypeptid podle naroku 4, ktery déale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci, kterd je navazana na

karboxylovy konec zakladniho polypeptidu.

6. Hybridni polypeptid podle naroku 1, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na karboxylovy konec zakladniho

polypeptidu.
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Hybridni polypeptid podle naroku 1, kde terapeuticky Gcinnou
latkou je zakladni polypeptid.

Hybridni polypeptid podle néaroku 1, kde zakladnim
polypeptidem je aminokyselinova sekvence biologicky aktivniho
peptidu, rustového faktoru, cytokinu, diferencianiho faktoru,
interleukinu, interferonu, faktoru stimulujiciho kolonie, hormonu

nebo angiogenniho faktoru.

Hybridni polypeptid podle naroku 1, kde zakladni polypeptid

zahrnuje nasledujici aminokyselinovou sekvenci:
YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;
LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL,;
DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL;
RYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;
ALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;



TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL,;
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL,
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL,
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDEL; nebo
QHWSYGLRPG.

Hybridni polypeptid podle naroku 9, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana kaminovému konci zakladniho

polypeptidu.

Hybridni polypeptid podle naroku 10, ktery dale obsahuje
zesilujici peptidovou sekvenci navazanou na karboxylovy konec

zakladniho polypeptidu.



12.

13.

14.

15.

16.

Hybridni polypeptid podle naroku 9, kde zesilujici peptidova
sekvence je navazana na karboxylovy konec zéakladniho

polypeptidu.

Hybridni polypeptid podle naroku 9, kde zesilujici peptidova
sekvence zahrnuje aminokyselinovou sekvenci WQEWEQKI
nebo WASLWEWEF.

Hybridni polypeptid podle naroku 9, kde tento hybridni

polypeptid zahrnuje aminokyselinovou sekvenci:
WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF,
WQEWEQKITALLEQAQIQQEKIEYELQKLIEWEWF nebo

VYPSDEYDASISQVNEEINQALAYIRKADELLENV.

Hybridni polypeptid podle naroku 14, ktery dale obsahuje
aminokoncovou acetylovou skupinu a karboxykoncovou

amidovou skupinu.

Zakladni polypeptid, ktery zahrnuje nasledujici polypeptidove

sekvence:
YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
LEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKLNS;
LEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKLNS;
NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLEL;
DFLEENITALLEEAQIQQEKNMYELQKL,;
RYLEANISQSLEQAQIQQEKNMYELQKL,;
RYLEANITALLEQAQIQQEKNEYELQKL,;



NNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLDK;
ALLEQAQIQQEKIEYELQKLDE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLIE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKIEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLE;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAK;
TALLEQAQIQQEKAEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKNEYELQKLAE;
TALLEQAQIQQEKGEYELQKLAE;
DEFDASISQVNEKINQSLAFIRKSDELL;
DEYDASISQVNEKINQALAYIREADEL,;
DEYDASISQVNEEINQALAYIRKADEL;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDELL,;
DEFDESISQVNEKIEESLAFIRKSDEL,; nebo

QHWSYGLRPG.



17.

18.

19.

20.

Zakladni polypeptid podie naroku 16, ktery dale zahrnuje

aminokoncovou acetylovou skupinu a karboxykoncovou

amidovou skupinu.

Zplsob zlepSeni farmakokinetickych vlastnosti zakladniho
polypeptidu, vyznadcujici se tim, 2ze zahrnuje
navazani konvencni zesilujici peptidové sekvence

k zakladnimu polypeptidu za vytvofeni hybridniho polypeptidu
tak, Ze pfi zavedeni do Zivého systému ma hybridni polypeptid
zlepsené farmakokinetické vlastnosti ve srovnani s vlastnostmi

zakladniho polypeptidu.

Zplsob podle naroku 18, vyznadcujici se tim,

Zz e zakladnim polypeptidem je terapeuticky uéinna latka.

ZpUsob podle naroku 18, vyznadujici se tim,

Z e jako zakladni polypeptid se pouzije biologicky aktivni
peptid, rastovy faktor, cytokin, diferenciaéni faktor, interleukin,
interferon, faktor stimulujici kolonie, hormon nebo angiogenni

faktor.
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Obr. 4 A




Koncentrace v plasmé (Mg/ml)
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Koncentrace peptidu v plasmé (pg/ml)

1 ~

0 2 4 6 8
Cas (hod)

¥ Earmakokinetické viastnosti TTIoBQ1 T 249A1 Fi
% Davka (mg/kg iv.) 25 2,5
% Zpusob detekce Fluorescence Fluorescence

HPLC HPLC
?}T“zﬂ (hOd) 1,6 4,71
:Cly (mihod) 27,94 9,62
1AUC (-5 (g hod/ml) 26,12 71,43

Obr. §
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Koncentrace v plasmé (pg/ml)

fluorescenéni HPLC
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Koncentrace v plasmé (pg/ml)

fluorescenéni HPLC
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Plocha fluorescenéniho vrcholu
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Koncentrace T1324 zjisténa jako plocha fluorescenéniho vrcholu
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Molekulova hmotnost
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Plasmaticka nebo lymfaticka koncentrace T1249 (pg/ml)
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Plasmaticka nebo lymfaticka koncentrace T1249 (ug/ml)
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