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Peptidy

Oblast techniky

Vynalez se tyka peptidd, kterymi jsou fragmenty proteinovych produktii vznikajicich na
zakladé posunovych mutaci (posun &teciho ramce) v genech, a které vyvolavaji imunitni
reakci T bunék a dale se tyka vakcin proti rakoving a kompozic pro protinadorovou lé&bu,
které tyto peptidy obsahuji.

Vynalez se dale tyka zpisobu identifikace takovychto peptidd, kterymi jsou fragmenty
proteinovych produkti vznikajicich posunovou mutaci genl a které mohou vyvolat imunitni
odpovéd T bungk, coZ je vyuZitelné pfi boji proti rakoving spojené s uvedenymi
zmutovanymi geny.

Vynilez se také tyka DNA sekvence kodujic alespofi jeden posunovy, mutantni peptid
(mutantni peptid vznikajici posunem &teciho ramce) a vektori obsahujicich alespoii jedno
inzertni misto obsahujici DNA sekvenci kodujici alespoii jeden posunovy, mutantni peptid.

Dale se vynalez tyka zpiisobu 1é&by nebo prevence rakoviny spojené s posunovou
mutaci v genu pomoci podavani alesposi jednoho posunového, mutantniho peptidu nebo
rekombinantniho virového vektoru obsahujiciho alespoii jedno inzertni misto obsahujici
DNA sekvenci kodujici alespoii jeden posunovy, mutantni peptid nebo podavani izolované
DNA sekvence obsahujici DNA sekvenci kodujici alespoii jeden posunovy, mutantni peptid.

Vynalez se dale tyka dal§iho vyvijeni protirakovinné 1éCby nebo prevence zalozené na
pouziti peptidii za uelem vyvolani a zesileni imunitni reakce T bunsk vidi rakovinnym

buikdm v ramei vlastniho imunitniho systému organismu.

Dosavadni stav techniky

V mezinarodni pfihlagce (International Application PCT/NO92/00032, uvefejnény jako
W092/14756) jsme popsali syntetické peptidy a fragmenty proteinovych produkti onkogent,
které maji bodovou mutaci nebo translokaci na rozdil od proto-onkogenii nebo tumor
supresorovych genii. Tyto peptidy odpovidaji, kompletn& pokryvaji nebo to jsou fragmenty
zpracovavaného proteinového fragmentu onkogenu nebo tumor supresorového genu jak je
pfedkladany rakovinnou butikou nebo jinou buikou pfedkladajici antigen, a jsou
prezentovany jako HLA-peptidovy komplex minimalné jedné alely kazdého jedince. U téchto
peptidid bylo také ukazano, Ze indukuji specifickou odpovéd T bunék vidi aktualnimu
proteinovému fragmentu onkogenu produkovanému bufikami, které ho zpracovavaji a

piedkladaji v komplexu s HLA molekulou. Zejména jsou popsany proteiny odvozené od p21



ras proteinu, které obsahovaly bodovou mutaci na zvlastnich aminokyselinovych pozicich,
konkrétn€ v pozicich 12, 13 a 61. Tyto peptidy se ukazaly byt G&inné v regulaci ristu
rakovinnych bunék in vifro. Navic se ukazalo, e peptidy vyvolavaly imunitni reakci CD4+ T
bun€k vi€i rakovinnym buiikam, které pfedkladaly mutovany protein p21 ras onkogenu,
béhem podavani té&chto peptidd pii vakcinaci nebo postupu terapie rakoviny. Pozdgji se
ukazalo, ze tyto peptidy také vyvolavaji imunitni reakci CD8+ T bundk viici rakovinnym

buiikim, které predkladaly mutovany protein p21 ras onkogenu, béhem podavani uvedeném

’

vySe.

Nicmeéné peptidy popsané vyie mohou byt pouitelné pouze u uritého pottu typi
rakoviny, jmenovité u t&ch, které zahrnuji bodovou mutaci nebo translokaci v proto-onkogenu
nebo tumor supresorovém genu. Je zde proto akutni potieba 1éEby rakoviny nebo vakcinaci,
ktera by byla (i¢inné&jsi viidi $ir§imu okruhu rakoviny.

Obecné, tumory jsou velice heterogenni sohledem na genetické zmény nalezené
v tumorovych butikach. To navozuje myslenku, Ze jak sila terapeutického ucinku, tak sila
preventivniho plisobeni vakciny proti rakoving poroste s poctem cili, viéi kterym je vakcina
schopna navodit imunitni reakci T bungk. Vakciny zaméfené viiéi vétsimu mnoZstvi cil také
redukuji riziko tvorby novych tumord pfi 1é&bé vzniklych uvolnénim variant primarniho

tumoru.

Tumorové antigeny, stav:

Antigeny rozpoznavané T buikami byly charakterizovany v Sirokém spektru typt
rakoviny. Tyto antigeny mohou byt rozd&leny do nékolika zakladnich skupin v zavislosti na
jejich expresi. Dv& hlavni skupiny jsou tvofeny antigeny souvisejicimi s vyvojovou
diferenciaci (antigeny tumort genitalii, onkofetalni antigeny atd., naptiklad antigeny MAGE a
CEA) a tkafiové specifickymi diferencianimi antigeny (Tyrosinasa, gp100 atd.). Skupina
obsahujici skuteéné tumorové specifické antigeny je tvofena proteiny, které vznikaji
pozmeénénim v disledku mutace v genu kédujici dany protein. Ve vétsiné téchto piipadi jsou
mutace specifick€ a jsou detekovany u jednoho nebo u malého po&tu tumorti. Nékteré z téchto

antigend, zda se, hraji roli v onkogenezi.

Vakciny proti rakoving
Pii vyvoji vakcin proti rakoving je zajem soustfedén na antigeny exprimované ve
vysokém stupni v ramci jednoho typu rakoviny (napfiklad melanomy) nebo u mnoha druhd

rakoviny. Jednim z divodd je vzriistajici podet pacientl. Cela oblast se rychle vyviji, jak
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ukazuje doprovodna tabulka zahrnujici zaznamy vakcin proti rakoving v soucasnosti
registrované v PDQ databazi NCL
Dédicné formy rakoviny/ testovani rakovinnych geni:

Dédi¢né formy rakoviny se v populaci s uréitou frekvenci objevuji. Pro nékteré z téchto
forem rakoviny byly Zmapovany onemocnéni podmitiujici genetické defekty, jako u
Lynchova syndromu, ktery tvoti dileZitou skupinu dédiénych forem rakoviny. V rodinach,
které jsou postizeny timto syndromem, jejich &lenové dédi defektni gen kodujici DNA
Mismatch Repair (MMR) enzymy (enzymy opravy chybného parovani). Nositelé téchto
MMR defektli jsou asto postizeni vznikem kolorektalniho karcinomu (HNPCC) a jinymi
formami rakovinného onemocnéni. Mutace v MMR enzymech mohou byt detegovany
stejnym zplisobem jako ostatni geny vztahujici se k rakoving,

Genové testovani rizikové skupiny v tomto piipadé piedstavuje etické dilema, protoze
neexistuje Zadna prijatelna forma prevence. V souasném lékatstvi je jedina 1é&ebna moZnost
odstranéni organu a tak predejit nebezpeci rozvoje rakoviny. U t&chto pacientt by rakovinové
vakciny proti rakoviné byly (zajimavou) formou prevence, pfipraveni vhodné vakciny mizZe
byt uskutednéno.

Nedostatky v G&inné opravé chybného parovani DNA vedou k dalecim a inzercim na
jednom fetézci DNA a to zejména v usecich DNA obsahujicich repeti&ni jednotky (repeti¢ni
sekvence). Az dosud se zajem soustfedil na repetiéni sekvence ve formé nekédujicich
mikrosatelitnich lokusti. Mikrosatelitni nestabilita je opravdu charakteristickym znakem
rakovinovych onemocnéni spojenych s MMR deficienci. Byl viak zvolen jiny pfistup se
zaméfenim na posunové mutace vyskytujici se v DNA sekvencich kédujicich proteiny
spojené s onkogenim procesem. Tyto mutace zpusobujici posun &eciho ramce vyustuji
v kompletn€ novou aminokyselinovou sekvenci v C-terminalni Casti proteinu, pieddasné
'ukonéenou, pokud vznikne novy stop kodon. Tento zavér ma dva zavazné disledky:

Zkraceny protein vznikajici posunem &teciho ramce je obecné nefunkéni, ve vétsing
pfipadl zpiisobuje ,,vypnuti* dilezité funkce bufiky. Mutovany protein miize také ziskat nové
funkce, napfiklad schopnost agregovat a tvofit plaky. V obou pfipadech je vysledkem posunu
¢teciho ramce nemoc.

Kratkd nova C-terminalni aminokyselinova sekvence vznikajici na zakladé posunu
Cteciho ramce (,,posunova“ sekvence) je organismu cizi. Pfed vznikem mutace neexistuje a
vyskytuje se pouze v buiikach obsahujicich danou mutaci, napfiklad v tumoréznich burikach a
jejich pre malignich progenitorech. Jelikoz jsou uplné nové, a proto cizi pro imunitni systém

nositele, mohou byt rozpoznavany T butikami v repertoaru nositele. Doposud na tento aspekt



posunovych mutaci nebyla pozornost zaméfena a nejsou zadné price o charakterizaci
posunovych peptidii kodujici oblasti proteinu, jako tumorového antigenu. Tato myslenka je
proto nova a vytvafi tak zaklad pro vyvijeni vakcin zaloZenych na téchto sekvencich. Je
ziejmé, Ze tyto vakciny mohou byt také pouzity preventivng u osob, které zdédily defektni
enzym patfici k MMR systému. Tyto vakciny by tak mohly vyplnit volny prostor
v terapeutickych mozZnostech viigi dédiénym formam rakoviny.

Bylo ukazano, Ze substituce jednotlivych aminokyselin v intracelularnich, buiice
»vlastnich“- proteinech mize zplsobit zvySeni tumorové specifickych pozm&nénych antigend,
které zahruji peptidy odlisujict se v jejich aminokyselinové sekvenci od normalniho peptidu.
T burky, které rozeznavaji tyto peptidy v kontextu hlavniho histokompabilitniho komplexu
(MHC) molekul na povrchu tumoréznich bunék, jsou schopny zabit tumorovou bustkuy a tak
odstranit tumor z hostitele.

Na rozdil od protilatek produkovanych B buiikami, které obvykle rozpoznavaji volny
antigen v jeho nativni konformaci a dale potencialné rozpoznavaji témér viechna mista
vystavena na povrchu antigenu, T buiiky rozpoznavaji antigen pouze tehdy, je-li vazany a
pfedkladany MHC molekulou. Obvykle se toto navézani uskutedni a3 po piislusném
zpracovani antigenu, které zahrnuje proteolytickou fragmentaci proteinu, takZe vznikajici
peptidovy fragment dosedne do Zlabku MHC molekuly. Tak jsou T bufiky schopny také
rozpoznat peptidy odvozené od intracelularnich proteinti. T buriky také dovedou rozpoznat
peptidy mutantni peptidy odvozené od Cehokoliv v tumorézni bufice v kontextu MHC
molekul na povrchu tumoréznich bunék a mohou byt nasledné aktivovany za udelem
eliminace tumorovych bunék kotvicich mutovany peptid.

M. Barinaga, Science, 257, 880-881, 1992 vytvofil kratké revue na téma jak MHC vaze
peptidy. Mnohem ucelenéjsi vysvétleni dosavadniho stavu techniky pro vynalez miize byt
nalezeno v praci D. Male a kol., Advanced immunology, 1987, J. B. lippincott Company,
Philadelphia. Obé citace jsou zde zahrnuty ve své tplnosti.

MHC molekuly u &lovéka jsou obvykle pfedstavovany jako HLA (antigeny lidskych
leukocitii) molekuly. Ty jsou kodovany HLA oblasti na lidském chromozomu ¢.6.

Zda se, ze HLA molekuly lze zafadit do dvou oddélenych tfid v zavislosti na tom,
kterou oblasti na chromozomu jsou kodovany a se kterou subpopulaci T bunék interaguji, a
tak ji primarné aktivuji. Tfida molekul I Je kodovana HLA A, B a C sublokusem a primarné
aktivuji CD8+ cytotoxické T buiiky. HLA molekuly IL tfidy jsou kodovany sublokusem DR,
DP a DQ a primarng aktivuji CD4+ T buriky, jak pomocné, tak cytotoxické bunky.
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Normalné ma kazdy jedinec Sest HLA molekul 1. Tiidy, obvykle po dvou z kazdé
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skupiny A, B a C. Podobné maji vSechni jedinci vlastni vybér HLA molekul II. Tfidy, znovu
po dvou zastupcich z kazdé skupiny DP, DQ a DR. Kazda ze skupin A, B, C a DP, DQ a DR
je dale délena do nékolika podskupin. V nékterych ptipadech je podet riznych HLA molekul
I. a IL tfidy redukovan diky piekryvu dvou hlavnich HLA subskupin.

Vsechny genové produkty jsou vysoce polymorfni. Riizni jedinci tak exprimuji odlisné
HLA molekuly, které se 1i§i od HLA molekul jinych jedincd. To je pficina vSech t&zkosti pii
hledani darce organu pro transplantaci s podobnym HLA systémem. Vyznam genetické
variability HLA molekul v imunobiologii odpovida jejich roli jako gend imunitni odpovédi.
Diky jejich schopnosti vazat peptidy, pritomnost nebo absence nékterych HLA molekul
uruje schopnost jedince rozpoznat peptidové epitopy. V kone¢ném diisledku HLA molekuly
urduji rezistenci nebo citlivost vii€i nemoci.

T buiiky mohou regulovat vyvoj a rilst karcinomu riiznymi mechanismy. Cytotoxicke T
buiiky, jak HLA tfidy I. omezené na CD8+ tak HLA tfidy II. omezené na CD4+, mohou
piimo zabit tumorovou buiiku predkladajici vhodny tumorovy antigen. CD4+ pomocné buiiky
jsou nezbytné pro cytotoxickou odpovéd CD8+ T bunék stejné jako pro protilatkovou
odpovéd a pro indukci zabijeni makrofagy a LAK burikami.

Pozadavek pro HLA peptidy jak 1. tak IL tfidy je, Ze musi obsahovat vazebny motiv,
ktery se obvykle li¥i vramci riznych HLA skupin a podskupin. Vazebny motiv je
charakterizovan pozadavkem aminokyselin urcitého typu, napfiklad aminokyseliny nesouci
velkou a hydrofobni nebo pozitivn€ nabitou vedlejsi skupinu, v definované pozici peptidu tak,
%e je docileno pfesné dosednuti do kapsy HLA vazebného Zlabku. Vysledkem toho je, Ze je-li
vzata v uvahu omezena délka peptidu 8 az 10 aminokyselin uvnité vazebného Zlabku, je
celkem nepravdépodobné, Ze peptid vazajici se na jeden typ HLA molekuly L tiidy se bude
vazat na jiny typ. Tak se'mﬁie napfiklad velice snadno stat, Ze peptidovy vazebny motiv pro
subskupiny HLA-A1 a HLA-A2, které patii do I. tfidy jsou tak rozdilné, jako motivy pro
molekuly HLA-A1 a HLA-B1.

Z toho stejného diivodu je nepravdépodobné, e ta stejna aminokyselinova sekvence
bude lokalizovana ve vazebném zlabku riiznych molekul II. tfidy. V ptipadé HLA molekul IL
tfidy mohou byt vazebné sekvence peptidil delsi. Bylo objeveno, Ze obvykle obsahuji 10 az 16
aminokyselin a n&které z nich, na jednom nebo obou kancich, nejsou ¢asti vazebného motivu
pro HLA Zlabek.

Nicmeéné se miZe stat, ze rizné peptidové vazebné motivy nékterych HLA molekul I. a

1L tfidy se prekryvaji. Peptidy, které maji piekryv ve vazebnych sekvencich pro alesponi dvé
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riizné HLA molekuly, se nazyvaji, ze obsahuji ,,vnofené T buné&né epitopy™. Ruzné epitopy
obsazené v ,peptidech s vnofenym epitopem™ mohou byt vytvorfeny zpracovanim peptidu
burikami predkladajicimi antigen a po vystaveni T bufikam vazanym na ruzné HL A molekuly.
Individualni variabilita HLA molekul u lidi d&la peptidy obsahujici vnofené epitopy vice
vyuzitelné jako obecnou vakcinu neZ peptidy, které jsou schopné vazby pouze na jeden typ
HLA molekuly.

Utinna vakcinace jedince miize byt dosaZena pouze tehdy, jestlize alespofi jeden typ
HLA molekul L nebo II. tfidy u pacienta miize vazat peptid ve vakcin€ bud’ v jeho plné délce
nebo zpracovany a upraveny pacientovymi vlastnimi burikami piedkladajicimi antigen.

Pouzitelnost peptidu, jako obecné vakciny pro vétSinu populace, vzrista s potem
riznych HLA molekul, na které se miiZe vazat, bud’ v jeho plné délce nebo zpracovany a
upraveny pacientovymi vlastnimi bufikami piedkladajicimi antigen.

Za G&elem vyuZiti peptidd odvozenych z proteinii kédovanych mutantnim genem jako
vakcina nebo protinadorovy faktor za vzniku CD4+ a nebo CD8+ T bunék pusobicich
antitumordzné, je nezbytné vyvinout mutantni protein o n€jZ jde a identifikovat peptidy, které
jsou schopné stimulovat T buiiky, a to pfipadn€ i po zpracovani bufikami predkladajicimi
antigen na kratsi peptidy.

Je neustala potfeba novych latek s uginkem proti rakoving, zaloZenych na antigennich
peptidech zvy3ujicich specifickou reakei T bundk a jejich toxicitu viéi tumorim a
rakovinnym butikam nesoucich geny s mutacemi souvisejicimi s rakovinou. Vynalez pfispiva
prevazné dodanim novych peptidii, ktery mohou slouzit jako terapeutikum a pii prevenci
rakoviny jako soudast vakciny s uginkem proti rakoviné zamé&fené vidi vétdimu mnoZstvi cill.

Dalsi problém feSeny vynalezem je, Ze prevence nebo 1é¢ba miZe byt nabidnuta
jedinciim patficim k rodin€ nebo ke skupiné s vysokym rizikem dédi¢né rakoviny. Dédi¢na
rakovina je ve vétsiné pfipadii spojena s geny citlivymi k posunovym mutacim, jak je popsano
ve vynalezu (napiiklad mutace v genech, kde doslo k opravé chybného parovani). Dnes je
moZné diagnostikovat riziko dédi¢né rakoviny, ale neexistuje farmaceuticky zplsob prevence

jejiho vzniku.

Podstata vynalezu

Hlavnim ukolem vynalezu je ziskat peptidy odpovidajici peptidovym fragmentim
mutovanych proteini produkovanych rakovinnymi buiikami, které mohou byt pouZity ke

stimulaci T bunék.



Dalsi dilezity ukol vynalezu je vyvoj terapie viéi rakoviné zaloZené na imunitni
odpovédi T bunék, ktera mize byt indukovana u pacienti stimulaci jejich T bungk bud’ in
vivo, nebo in vitro pomoci peptidii podle vynalezu.
Treti ukol vynalezu je vyvoj vakciny k prevenci vzniku nebo vymyceni rakoviny
zaloZené pouze nebo zvlasté na peptidech odpovidajicich peptidiim podle vynalezu, které
mohou byt vyuZity ke vzniku a aktivaci T bunék, které vykonavaji cytotoxwkou T bunéénou
imunitni reakci viiéi buiikam obsahujicim mutované geny.
Ctvrty kol vynalezu je navrhnout lé&ebny postup vii¢i rakoviné nebo prevenci
specialné zaméfenou na lidské jedince, ktefi potiebuji takovou 1é&bu nebo prevenci, ktera
zahrnuje podavani alespoti jednoho peptidu podle vynalezu.
Podstatou vynalezu je peptid , ktery
a) obsahuje alespoil 8 aminokyselin a je to fragment mutantniho peptidu vznikajiciho na
zaklad€ posunovych mutaci v genu v rakovinné burice; a

b) obsahuje alespoii jednu aminokyselinu mutantni asti proteinové sekvence kodované
danym genem; a

c) obsahuje 0 az 10 aminokyselin z karboxylového konce normalni &asti proteinové
sekvence predchazejici aminovy konec mutantni sekvence a miie dale pokraovat
ke karboxylovému konci mutované &asti proteinu, ktery je uréen nové vzniklym stop
kodonem na zakladé posunové mutace v genu; a

d) indukuje bud’ ve své plné délce, nebo po zpracovani burikou pfedkladajici antigen,

imunitni odpovéd T bunék.

Peptidy podle vynalezu obsahuji vyhodné 8 a% 25, 9 a3 20,9 az 16, 8 az 12 nebo 20 az
25 aminokyselin. Mohou napfiklad obsahovat 9, 12, 13, 16 nebo 21 aminokyselin.

Je vyhodné&jsi, pokud peptidy podle vynalezu obsahuji alespoii 9 aminokyselin,
napfiklad 9 az 18 aminokyselin, ale diky moznosti zpracovani bunkami pfedkladajicimi
antigen, jsou velice vhodné pro vynalez také delsi peptidy. MizZe byt pouzita cela mutovana
aminokyselinova sekvence jako -»posunovy” mutantni protein podle vynalezu, jestlize
obsahuje 8 aminokyselin nebo vice.

Tyto peptidy obsahuji alespoii 8 aminokyselin a odpovidaji bud ve své plné délce, nebo
po zpracovani butikami pfedkladajicimi antigen, mutantnim genovym produktim nebo jejich
fragment(im produkovanym rakovinnymi bufikami pacientl postiZenych rakovinou.

Peptidy podle vynalezu mohou byt vyuzity ve zpiisobu 1écby rakoviny s rakovinnymi
burikami obsahujicimi geny s posunovou mutaci, ktery zahrnuje podavani alespori jednoho

peptidu podle vynalezu in vivo nebo ex vivo lidskému pacientu, ktery potfebuje tuto 1é¢bu.
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V dal$im provedeni podle vynalezu mohou byt peptidy podle vynalezu pouzity
k vakcinaci ¢lovéka disponovaného k rakoving s rakovinnymi burikami, které obsahuji gen
§ posunovou mutaci, podavanim alespoii jednoho peptidu podle vynalezu dané osobg.

Dale se uvazuje, Z¢ by mohlo byt vyhodné podavat smés peptidi podle vynalezu
lidskému jedinci, kde kazdy z peptidi podle vynalezu se miZe vazat na odlisny typ HLA
molekul I a nebo II. tiidy.

Dale se oekava, ze udinek vakciny proti rakoviné nebo peptidovych lékii, jak je
uvedeno v dfive zminéném vynalezu PCT/NO92/00032, mize byt zvysen, pokud budou
zahrnovat peptidy podle vynalezu. V dalsim provedeni vynalezu jsou peptidy podle vynalezu
podavany spoledn& s peptidy uvedenymi ve vySe zminéné prihlasce vynalezu
PCT/NO92/00032 a to jak soub&zng, tak ve volitelné sekvenci.

Predpoklada se, Ze peptidy mohou byt podavany spoleéné, bud soub&n& nebo
oddéleng, se slouceninami, jako jsou cytokiny a nebo riistové faktory, napfiklad interleukin-2
(IL-2), interleukin-12 (IL-12), GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor),
FlIt-3 ligand nebo podobné latky za tiGelem posileni imunitni odpovédi, jak je v oboru znamo.

Peptidy podle vynalezu mohou byt vyuzity jako vakcina nebo terapeuticka kompozice
bud’ samostatn& nebo v kombinaci s dalsimi materialy, napfiklad standardni adjuvants nebo ve
formé lipopeptidovych konjugatli, které jak je v oboru znamé, mohou indukovat vysoce
afinitni cytotoxicitu T lymfocytli, (K. Deres, Nature, Vol.342, (nov. 1989)).

Peptidy podle vynalezu mohou byt také s vyhodou zahrnuty ve vakciné zalozené bud’ na
peptidu, nebo rekombinantnim fragmentu.

Peptidy podle vynalezu mohou byt obsazeny ve farmaceutickych kompozicich nebo ve
vakcinach spole¢né s obvyklymi aditivy, fedidly, stabilizatory nebo podobnymi latkami
znamymi v oblasti.

Podle vynalezu mohou farmaceutické kompozice nebo vakciny obsahovat peptidy
samotné nebo vkombinaci s alespoti jednim farmaceuticky aktivnim pfenaseéem nebo
fedidlem.

Dale, vakcina nebo farmaceuticka kompozice miize obsahovat vybér peptidu, které jsou
fragmenty mutovanych proteinli vznikajicich inzerci nebo deleci baze v repetiCnich
sekvencich genu.

Kompozice vakciny dale mize obsahovat alespoii jeden peptid vybrany pro jeden typ
rakoviny, tato vakcina miize byt podavana osobé s genetickou dispozici pro konkrétni typ

rakoviny.



Kompozice vakciny dale miZe obsahovat alespoii jeden peptid vybrany pro jeden typ
rakoviny, tato vakcina mize byt podavana osobé patfici do skupiny s vysokym rizikem
konkrétni rakoviny.

Kompozice vakciny podle vynalezu miiZe byt dale podavana populaci obecné, napiiklad
jako smés peptidd zvySujici T bun&&nou imunitni odpovéd vi¢i riznym béznym
rakovinovym onemocnénim spojenych s genovou posunovou mutaci.

Peptidy podle vynalezu mohou byt podavany jako jednotlivé'peptidy nebo jako smés
peptidii. Eventuelné mohou byt peptidy kovalentné spojeny dohromady za vzniku vétsich
polypeptidii nebo dokonce cyklickych polypeptidi.

Terapie rakoviny podle vynalezu miize byt provadéna podavanim jak in vivo tak ex vivo
shlavnim cilem zvySeni specificity T bunéSnych linii nebo klont viidi mutovanému
genoveému produktu spojenému s typem rakoviny, kterym je pacient postiZen.

Dale, mutované posunové peptidy podle vynilezu mohou byt podavany pacientovi
riznymi zplisoby, které zahrnuji, ale nejsou omezeny na podani subkutanni, intramuskularni,
intradermalni, intraperiotonealni, intravenozni a dal§i. V jednom provedeni vynalezu jsou
peptidy podle vynilezu podavany intradermalng. Peptidy mohou byt podavany pacientovi
jednim nebo vice misty vpichu v terapeuticky nebo profylakticky i¢inném mnoZstvi.

Peptidy podle vynalezu mohou byt podavany pouze jednou nebo nékolikrat, napfiklad
jednou za tyden v priib&hu jednoho aZ dvou mésici s opakovanou sekvenci pozdéji, vie podle
potieby pacienta, ktery je lé&en.

Peptidy podle vynalezu mohou byt podavany primémému lidskému pacientovi nebo
jedinci, ktery je o&kovan v mnoZstvi v rozsahu 1 mikrogram (1 pg) az jeden gram (1 g). S
vyhodou jsou davky mensi vrozmezi 1 mikrogram (Ipng) az 1 miligram (1 mg) v kazdé
davce.

Vynalez dale zahrnuje DNA sekvence, které koduji mutované posunové peptidy.

Vynalez navic zahrnuje izolované DNA sekvence obsahujici DNA sekvence kodujici
alespoii jeden posunovy peptid a podavani takovych izolovanych sekvenci DNA jako vakcina
pro 1éEbu nebo prevenci rakoviny spojené s posunovou mutaci v genech.

Peptidy podle vynalezu mohou byt podavany jedinci ve formé DNA vakcin. DNA
vakciny kodujici tyto peptidy mohou byt ve formé klonované plazmidové DNA nebo
syntetického oligonukleotidu. DNA miize byt podavana spolu s cytokiny, napiiklad II-2 a
nebo dalSimi soucasné stimulujicimi molekulami. Cytokiny a/nebo soudasné stimuluyjici
molekuly mohou byt samy podavany ve formé plazmidové nebo oligonukleotidové DNA.

Bylo ukazano, ze odpovéd’ na DNA vakcinu vzrista v pfitomnosti imunostilmuladnich DNA



. L
[E R X J L X ] ‘.0 LA XN ] LR L ]

sekvenci (ISS). Ty mohou mit formu hexamernich motivli obsahujicich metylovany CpG,

podle vzorce:

5°-purin-purin-CG-pyrimidin-pyrimidin-3’.

DNA vakeiny podle vynalezu mohou tak zahrnovat tuto nebo jinou imunostimula&ni
sekvenci (ISS) v DNA kédujici peptidy, v DNA kodujici cytokiny nebo dalsi souasns
stimulujici molekuly, nebo v obou. Revue zabyvajici se V}'rhodarhi DNA vakcinace bylo
poskytnuto Tighem a kol. (1998, Imumunology Today, 19(2), 89-97).

V jednom provedeni podle vynalezu DNA sekvence kodujici mutovany BAX peptid
obsahuje:

Normalni BAX.
ATG GGG GGG GAG GCA CCC GAG CTG GCC CTG GAC CCGGTG ...
1G deletovano ze sekvence BAX genu.

ATG GGG GGG AGG CAC CCG AGC TGG CCC TGG ACC CGG TGC CTC
AGG ATG CGT CCA CCA AGA AGC TGA

2G deletovana ze sekvence BAX genu.
ATG GGG GGA GGC ACC CGA GCT GGC CCT GGA CCC GGT GCC
TCA GGA TGC GTC CAC CAA GAA GCT GAG CGA GTG TCT CAA GCG
CAT CGG GGA CGA ACT GGA CAG TAA

1G vlozeno do sekvence BAX genu.
ATG GGG GGG GGA GGC ACC CGA GCT GGC CCT GGA CCC GGT GCC
TCA GGA TGC GTC CAC CAA GAA GCT GAG CGA GTG TCT CAA GCG
CAT CGG GGA CGA ACT GGA CAG TAA

2G vlozZena do sekvence BAX genu.

ATG GGG GGG GGG AGG CAC CCG AGC TGG CCC TGG ACC CGG TGC

CTC AGG ATG CGT CCA CCA AGA AGC TGA



V daldim provedeni podle vynalezu DNA sekvence kodujici mutované peptidy TGFBRII

obsahuji:

Normalni TGFBRII gen.

GAA AAA AAA AAG CCT GGT GAG ACT TTC TTC ATG TGT TCC....

1A deletovano ze sekvence TGFBRII genu.

GAA AAA AAA AGC CTG GTG AGA CTT TCT TCA TGT GTT CCT GTA
GCT CTG ATG ACT GCA ATG ACA ACA TCA TCT TCT CAG AAG AAT
ATA ACA CCA GCA ATC CTG ACT TGT TGC TAG

2A deletovana ze sekvence TGFBRII genu.

GAA AAA AAA GCC TGG TGA

1A vloZeno do sekvence TGFBRII genu.

GAA AAA AAA AAA GCC TGG TGA

2A vloZena do sekvence TGFBRII genu.

GAA AAA AAA AAA AGC CTG GTG AGA CTT TCT TCA TGT GTT CCT
GTA GCT CTG ATG ACT GCA ATG ACA ACA TCA TCT TCT CAG AAG
AAT ATA ACA CCA GCA ATC CTG ACT TGT TGC TAG

Vynalez déle zahrnuje vektory a plazmidy obsahujici DNA sekvence kodujici mutované
posunové peptidy. Mezi vektory miiZeme zafadit (vy&et neni timto omezen) plazmid E. Coli,
vektor Listeria a rekombinantni virovy vektor. Rekombinantni virové vektory zahrnuji (vy&et
neni timto omezen) orthopox virus, canary virus, capripox virus, suipox virus, vaccinia,
baculovirus, lidsky adenovirus, SV40, hovézi papiloma virus a podobné obsahujici sekvenci
kodujici mutované posunové peptidy.

Ptedpoklada se, Ze lécba rakoviny nebo jeho prevence miiZe byt tispé$né provedena také
podavanim pacientovi u¢inného mnoZstvi rekombinantniho virového vektoru nebo plazmidu

obsahujiciho alespoti jedno inzertni misto s DNA sekvenci kédujici mutovany posunovy
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peptid, kde pacientovy buriky predkladajici antigen jsou pozménény v hostitelské buiiky pro
vektor nebo plazmid a docili se tak prezentace komplexu molekuly HLA a mutovaného
posunoveého peptidu.

Odbornik v oblasti najde dal§i mozné pouziti, podkud jde o peptidy podle.

Peptidy podle vynalezu mohou byt produkovany konvenénimi metodami znamymi
v oblasti, jako je chemicka syntéza peptidii, rekombinantni DNA technologie nebo proteazové
Stépeni proteinu nebo peptidu kodovaného genem s mutaci posumijici ¢teci ramec. Jedna
metoda chemické syntézy je objasnéna v popisu nize.

Pro vakcinu proti rakoving a zpiisob specifické terapie rakoviny zalozené na uginné
specifické T bunééné imunité musi byt splnény tfi podminky:

1. Pouzité peptidy musi bud ve své plné délce, nebo po zpracovani antigen
predkladajicimi butikami odpovidat zpracovanym mutovanym peptidovym fragmentiim, které
jsou prezentovany HLA molekulami I. a nebo II. tfidy na rakovinné buiice nebo jiné burice
predkladajici antigen.

2. Pouzité peptidy musi byt vazany na HLA molekuly I. a/nebo II. tfidy v imunogenni
forme.

3. V krevnim obéhu daného lidského jedince musi byt pfitomny T burky schopné
rozpoznani a odpovédi vic¢i komplexu HLA-peptid.

Bylo zjisténo, Ze vSechny tyto podminky byly spinény pro né€které zastupce peptidi
podle vynalezu. Peptidy podle vynalezu zvysuji specifickou T bunénou odpovéd in vitro.
Bylo zjisténo, Ze peptidy podle vynalezu odpovidaji zpracovanym mutovanym proteinovym
fragmentim. To je doloZeno peptidy odpovidajicimi fragmentim transformovanych
mutovanych peptidi BAX a TGFBRIL

Vynalez pfinasi nasledujici vyhody:

Nabizi moZnost 1é&by pacienti postizenych rakovinou vznikajici na zakladé
posunovych mutaci v jejich genech, vétSina ztéchto znamych typi rakoviny nema do
soucasnosti zadnou dobrou léebnou alternativu.

Nabizi moZnost preventivni vakcinace lidi nesoucich genetickou dispozici nebo
naleZejicich do jiné vysoce rizikové skupiny.

Nabizi moznost pfipravit kombinadni terapii pro specificky typ rakoviny, napfiklad
karcinom kolorekta nebo karcinom pankreatu, kde je karcinom b&zné asociovan bud

s posunovou mutaci, nebo s bodovou mutaci v genech.
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JelikoZ se popsané posunové mutace vyskytuji u velkého mnoZstvi druhd karcinomu,
bude moné vyuZit téchto peptidi v kombinaci se zavedenymi vakcinami a budoucimi
vakcinami tak, Ze ziskame nasobné cilenou 1éCbu.

Podobn& pacienti trpici karcinomy asociovanymi s nasobnymi genovymi posunovymi
mutacemi mohou byt lé&eni u¢inn&ji pomoci kombinované lé€by.

Jelikoz posunova mutace vede k preddasnému stop kodonu, a tak chybi velké Casti
protein(i, proteiny vznikajici na zakladé posunové mutace nejsou obecné povazovany za
imunogenetické, a tak se neuvazuji jako cil pro imunoterapii. Pfekvapivé bylo zjisténo, ze
cela skupina novych peptidd, vznikajicich na zdklad€ nosunové mutace genl odpovidajicim
za tumor, je pouZitelna pro vyvolani imunitni odpovédi T bun€k vidi rakovinnym burikam
nesoucim danou posunovou mutaci.

Geny obsahujici repetiéni sekvence mononukleosidi alespon o péti nukleosidech,
napiiklad osm deoxyadenosinovych bazi (AAAAAAAA), nebo dinukleotidové repetiCni
sekvence s minimalné &yfmi nukleosidovymi jednotkami, napfiklad dvé deoxyadenosin-
deoxycitosinové jednotky (ACAC), jsou citlivé k posunovym mutacim. Posunové mutace
vznikaji bud inserci jednoho, nebo dvou mononukleosidi, nebo jednoho, nebo dvou
dinukleosidti v repetiéni sekvenci nebo deleci jednoho nebo dvou mononukleosidii nebo
jednoho nebo dvou dinukleosidi v repeti¢ni sekvenci. Gen s posunovou mutaci tak diky této
mutaci koduje protein s novou a totalné odlisnou aminokyselinovou sekvenci ve srovnani
s normalnim genovym produktem. Tento mutovany protein snovou aminokyselinovou
sekvenci na C konci je specificky pro vSechny buriky nesouci tento modifikovany gen.

Ve zbytku popisu a narocich vyraz ,,posunové” mutantni peptidy zahrnuji proteiny a
jejich peptidové fragmenty vznikajici na zakladé posunové mutace (mutace zpiisobujici posun
&teciho ramce).

Bylo zjisténo, Ze tyto nové proteinové sekvence vznikajici na zakladé posunovych
mutaci v genu v rakovinnych butikach vyvolavaji tumoroveé zmetkové antigeny, které jsou
rozpoznavany T buiikami v souvislosti s HLA molekulami.

Podle vynalezu bylo také zji§téno, Ze skupina peptidi, odpovidajici fragmentim
mutovanych proteint vznikajicich na zakladé posunovych mutaci v genu v rakovinné burice,
miZe byt pouZita za ufelem tvorby T bunék. Uvedené peptidy mohou byt také pouZity ke
zvySeni aktivity T bunék vi&i rakovinnym bufikam obsahujicim gen s posunovou mutaci
popsanou vySe.

Vynalez se dale tyka zplisobu vakcinace osoby s dispozici k rakoviné v souvislosti

s posunovou mutaci, ktery zahrnuje podavani alespoti jednoho peptidu podle vynalezu jednou
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nebo vicekrat v mnozstvi dostateéném pro indukci T bundné imunitni aktivity vici
mutovanému proteinu kodovanému genem s posunovou mutaci. Vynalez také poskytuje
zplsob 1éEby pacienta postizeného rakovinou, souvisejici s posunovou mutaci genu, ktery
zahrnuje podavani alespoii jednoho peptidu podle vynalezu jednou nebo vicekrat v mnoZstvi
dostateném pro indukci T bunééné imunitni aktivity viiéi mutovanému proteinu kodovanému
genem s posunovou mutaci.

Dale byl podle vynalezu vyvinut zplsob identifikace novych peptidi, které odpovidaji
fragmentdm protein vznikajicich na zakladé posunové mutace gen. Tento zpusob je
charakterizovan nasledujicimi kroky:

1. identifikaci genu v rakovinné buiice citlivého k posunové mutaci, ktery ma repeti¢ni
sekvence mononukleosidi s alepofi péti jednotkami nebo di-nukleosidové repeticni
sekvence s alespoii &tyfmi jednotkami di-nukleosidovych bazi, a

2. odstranénim jedné baze nukleosidového zbytku nebo jedné baze di-nukleosidové
jednotky z repeti¢ni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu
kodovaného pozménénou genovou sekvenci aZ tak daleko, dokud nezahrnuje novy
stop kodon; a/nebo

3 odstranénim dvou bazi nukleosidového zbytku nebo dvou bazi di-nukleosidové
jednotky zrepeti¢ni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu
kodovaného pozménénou genovou sekvenci az tak daleko, dokud nezahrnuje novy
stop kodon; a/nebo

4. vlozenim jedné baze nukleosidového zbytku nebo jedné baze di-nukleosidové
jednotky zrepetiéni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu
kédovaného pozménénou genovou sekvenci az tak daleko, dokud nezahrnuje novy
stop kodon; a/nebo

5 vlozenim dvou bazi nukleosidového zbytku nebo dvou bazi di-nukleosidové jednotky
z repetiéni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu kodovaného
pozménénou genovou sekvenci az tak daleko, dokud nezahrnuje novy stop kodon.

Z dtvodu stanoveni, jestli takto identifikované proteiny jsou pouzitelné pro kompozice
a zptsoby podle vynalezu pro lé¢bu a prevenci rakoviny, jsou provadény nasledujici kroky:

6. stanoveni, jestli je novy peptid bud’ ve své plné délce, nebo jako kratsi fragment

peptidu schopny stimulovat T buiiky.

Ptipadné miize byt pfidan nasledujici krok:

7. stanoveni peptidii obsahujicich vloZené epitopy pro rizné molekuly hlavniho

histokompabilitniho systému HLA 1. a nebo II. tfidy.
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Popis obrazki
Obr. 1

Bylo ukazano, 7¢ T buiiky normalnich darci mohou byt stimulovany smési peptidi
obsahujici jak mutantni Bax peptidy, tak mutované TGFBRII peptidy. Proliferace T bun€k
v krevnich vzorcich od $esti riznych darch zavisla na peptidové smési je ukazana na obr. 1.
Vysledky byly ziskany stimulaci perifernich krevnich mononuklearovych bunék (PBMC) od
kazdého darce smési mutovanych BAX peptidd (Sekv. Id. &. 1,9-12) a mutovanych TGFBRII
peptidd (Sekv. Id. & 15-21). Koncentrace kazdeho individualniho peptidu ve smési byla
20 uM. Po dvou tydnech a poté po tydnu byly kultury restimulovany autolognimi PBMC
buiikami vystavenymi pulsu peptidové smési o koncentraci 10 az 25 puM. Po 4 a7z §
restimulacich byly kultury testovany standardnimi proliferatnimi testy s PBMC samotnymi
nebo jako kontrola nebo PBMC vystavenymi pulsy peptidi o koncentraci 25 uM jako antigen
piedstavujici buiiky (APC).

Obr. 2

Dale bylo objeveno, Ze¢ T bun&tné klony mohou byt generovany vudi jednotlivym
peptidim smési vyuZitych v experimentech se stimulaci kultur. Obr. 2 ukazuje proliferaci T
bun&ného klonu 521-2, ktery byl ziskan klonovanim kultury od darce 1 (obr. 1) roziedénim
5 bunék na jamku se dnem ve tvaru U v 96-jamkové desti¢ce a s vyuZitim autolognich PBMC
bungk vystavenych pulzu mutovaného BAX peptidu o koncentraci 25 uM (Sekv. Id. ¢. 12)
jako zdrojové butiky. Autologni B-lymfoblastoidni buiiky byly vyuZity jako APC

v proliferanim testu.

Obr. 3

Na obr. 3 je ukazano, ze mutované BAX peptidy a mutované TGFBRII peptidy mohou
byt vyuzity ke stimulaci T bunék (PBMC) u pacientd s karcinomem prsu. Dendritické buniky
té&chto pacientd byly pouZity jako APC (antigen predkladajici buriky). T bunééna stimulace
(obr. 3) byla ziskéna vystavenim DC bunék oddéleng pulzu smési mutovanych BAX peptidl
(Sekv. Id. &.1, 9 - 12) a smé&si mutovanych TGFBRII peptidd (Sekv. Id. €.15-21) a naslednym
pfidavkem autolognich bunék PBMC a tumor nekrotického faktoru (TNF) o koncentraci
10 ng/ml. Koncentrace kazdého peptidu ve smési pouZité pro pulzovani byla 25 uM. Buiiky
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PBMC a DC byly ziskany aferézou leukocytt od pacienta s karcinomem prsu, ktery byl
podroben 1é¢bé podavanim granulocyt kolony stimulujicim faktorem (granulocyte colony
stimulating factor, G-CSF). CD4+ buiiky byly izolovany z buné&ného produktu standardnimi

metodami pred ziskem DC bunék.

Obr. 4

Obr. 4 ukazuje schopnost T bunék ziskanych z ascitiéké tekutiny pacientd
s karcinomem pankreatu rozeznat a proliferovat rizné syntetické peptidy odvozené od
mutovaného BAX (Sekv. Id. ¢.1, 9 — 12) a mutovaného TGFBRII (Sekv. Id. €.15,17-21). T
bun&na linie byla ziskana po expanzi T bunék pfitomnych v ascitické tekutiné pacientu
s pankreatickym adenokarcinomem. T buné¢na linie byla expandovana in vitro kultivaci s 100
U/ml rekombinantniho interleukinu-2 (IL-2) (Amersham, Aylesbury, UK) po dobu jednoho
tydne pred tim, nez byly provedeny proliferacni testy.

Autologni, ozafené (30 Gy), PBMC buiiky byly vysety 5 x 104 do jamek ve tvaru U
v destidce s 96 jamkami a vystaveny pulzu jednoho syntetického peptidu po o koncentraci
20 uM po dobu 2 hodiny. Do kaZzdé jamky byly pfidany T buriky 5 x 104 a desticky byly
inkubovany po dobu 4 dnii pfi teploté 37 °C s pfidavkem 18,5 x 104 Bq/ml 3H-thymidinu po
dobu poslednich 12 hodin inkubace pfed sklizenim. Desticky byly vyhodnoceny pomoci
scintilatoru pro kapalné vzorky (liquid scintillation counter, Packard Topcount). Data
predstavujici specifickou proliferaci vii¢i riznym syntetickym peptidim jsou vyjadiena jako
pramér tii paralelnich stanoveni. Tyto vysledky ukazuji, Ze T buiiky izolované z karcinomu
pankreatu pacientl jsou schopné odpovédi vi¢i panelu peptidii nesoucich aminokyselinové

sekvence odvozené od mutovaného BAX a TGFBRIL

Obr. 5

Obr. 5 dale ukazuje schopnost T bun&k jiného pacienta s karcinomem pankreatu
rozeznat a proliferovat riizné syntetické peptidy odvozené od mutovaného BAX a
mutovaného TGFBRIL. T buné&na linie byla ziskina po expanzi T bunék pfitomnych
v ascitické tekutiné pacientii s pankreatickym adenokarcinomem. Experiment byl proveden
stejnym zptisobem jako ve vyse uvedeném piikladu. Data pfedstavujici specifickou proliferaci
vidi miznym syntetickym peptidiim jsou vyjadfena jako prumér tii paralelnich stanoveni.

S cilem studovat T bun&énou odpovéd u pacientl s karcinomem pankreatu v pozdni

fazi, byly klonovany odpovidajici T buiiky. Peritonealni makrofagy byly ozafeny (30 Gy) a
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vysety 1 x 104 do jamek ve tvaru U v desti€ce s 96 jamkami (Costar) spoleCné s peptidy o
koncentraci 25 uM. T buiiky byly spo&itany a na kazdou jamku bylo vyseto 5 bun€k spoletné
se 100 U/ml rekombinantniho interleukinu-2 (rIL-2) (Amersham, Aylesbury, UK) do
celkového objemu 200 ul. Po 14 dnech byly T bunécné klony pfeneseny na 24-jamkové
desti¢ky (Costar) s 1 mg/ml fytohemaglutininu (PHA, Wellcome, Dartford, UK), 100 U/ml
rIL-2 a alogennimi, ozafenymi bufikami PBMC jako zdrojovymi “feeder” buiikami PBMC a

testovany na specificitu viéi peptidim po 7 a 14 dnech.

Obr. 6

Pro dal§i charakterizaci byly vyselektovany T buné¢né klony 520.5, 520.7, a 520.8,
které vykazovaly fenotyp bun&¢ného povrchu CD3+, CD8+ a TcR+ Obr. 6 ukazuje
rozpoznavaci schopnost a cytotoxicitu T bun&¥nych kloni 520.5, 520.7, a 520.8 wii
autolognim cilovym buiikam vystavenym pulzu peptidu (Sekv. Id. & 10). Autologni B-buiiky
transformované Epstain-barr virem (EBV) byly oznaceny pfes noc 3H-thymidinem (9,25 x
104 Bg/ml), jednou promyty a vysety v koncentraci 2500 bunék na jamku v 96-jamkové
destidce s a/nebo bez syntetického peptidu o koncentraci 25 mM (Sekv. Id. & 10) a 1%
DMSO v médiu. Po 30 minutach inkubace pfi 37 °C byly desti¢ky pied piidavkem T bun€k
promyty. Destitky byly dale inkubovany pfi teplot& 37 °C po dobu 4 hodin a potom sklizeny
pfed vyhodnocenim pomoci scintilatoru pro kapalné vzorky (liquid scintillation counter,
Packard Topcount). Data pfedstavuji procenta specifické lyze cilovych bunék vystavenych
pulzu peptidii a oznadenych 3H-thymidem jako pomér efektorovych a cilovych bunék 10/1.
Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry tii paralelnich méfeni. Tyto vysledky demonstruji, ze
tfi rizné klony T bunék ziskané z ascitické tekutiny pacienti s karcinomem pankreatu,
vykazuji specifickou cytotoxicitu autolognich EBV cilovych bunék vystavenych pulzu
odpovidajiciho peptidu (Sekv. Id. &. 10) odvozeného od mutovaného BAX genu.

Obr. 7

Obr. 7 ukazuje cytolytické vlastnosti tfi riznych kloni T bun&k ziskanych od jednoho
pacienta. Tyto klony T bunék byly kultivovany a expandovany zpiisobem popsanym vyse, ale
byly generovany vii¢i syntetickému peptidu (Sekv. Id. &. 17) nesoucimu aminokyselinovou
sekvenci odvozenou od mutantniho TGFBRII genu. V3echny tfi T bunééné klony 538.1, 538.3
a 538.4 vykazovaly fenotyp buné&ného povrchu CD3+, CD8+ a TcR+. Experimentalni
podminky byly stejné jako vy3e popsané (obr. 6). Data pfedstavuji procenta specifické lyze
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cilovych buné€k vystavenych pulzu peptidu (Sekv. Id. €. 428) a oznacenych 3H-thymidem jako
pomér efektorovych a cilovych bunék 10/1. Hodnoty jsou vyjadfeny jako priméry tfi
paralelnich méfeni. Tyto vysledky demonstruji, Ze tii rizné klony T bunék ziskané z ascitické
tekutiny pacientii s karcinomem pankreatu, vykazuji specifickou cytotoxicitu autolognich
EBV cilovych bunék vystavenych pulzu odpovidajiciho peptidu (Sekv. Id. & 428)

odvozeného od mutovaného TGF@RII genu.

Obr. 8

Obr. 8 ukazuje specificitu dvou CD4+ T bunéénych klond IMT8 a IMT9, ziskanych
zbiopsie tumoru pacientd s adenokarcinomem lokalizovanym v proximalnim stfevé.
Imunohistochemicky bylo stanoveno, Ze pacient mél abundantni infiltraci pfevazn¢ CD4+ T
bunék, z nichZ vétsina nesla znamky aktivace. V oblastech CD4+ T buné¢nych infiltraénich
ostruvki HLA byly pozorovany DR pozitivni tumorové buriky. T bunécné klony byly ziskany
Casti vtumoru infiltrovanych lymfocyt, které vyrostly z kultivace nasledujici po biopsii
v médiu obsahujicim 15 U/ml rekombinantniho lidského interleukinu IL-2 po dobu 16 dni. T
burky, ziskany touto kultivaci, byly klonovany pomoci limitniho fedéni (1 bufika na jamku)
v Terasakiho desti¢kach s ozafenymi APC builtkami vystavenymi pulzu peptidid a 100 U/ml
interleukinu IL-2. Pouzita smés peptidi pro autologni APC buiiky byla slozena z TGFBRII
peptidi vznikajicich posunem &teciho ramce (Sekv. Id. €. 15, 17 a 18) v mnoZstvi 1 ug/ml
kazdého peptidu v pfitomnosti 3 pg/ml purifikovaného lidského B2 mikroglobulinu a 10
ng/ml rekombinantniho lidského TNFa a APC buriky byly vystaveny plisobeni této smési po
dobu 3 hodin pfi teploté 37 °C. PfedbéZné testy ukazaly, ze ze 14. kloni, které mohly byt
expandovany, dva reagovaly vii¢i peptidové smési pouZité pfi klonovani. Po expanzi byly
klony testovany na reaktivitu s jednotlivymi peptidy ve standardnich prolifera¢nich testech.
Vysledky ukazuji, Ze jak IMT8 tak IMT9 reaguji specificky s peptidem vznikajicim posunem
teciho ramce u TGFBRII genu se Sekv. Id. & 17, daldich dvou testovanych peptidi
vznikajicich posunem &teciho ramce nebyla pozorovana zadna reaktivita.

Obr. 8 ukazuje vysledky konvenéniho T buné&ného proliferaéniho testu, kde klonované
T buiiky (5x10*) a ozafené APC buiiky (5x10%) byly pred sklizenim kultivovany spoleéné tfi
dny ve tfech paralelnich systémech. Pro méfeni proliferaéni kapacity kultur, byl do kultury
pfed sklizenim pfes noc pfidan 3H-thymidin (3,7x10* Bq/jamku). Hodnoty jsou vyjadfeny

jako pruméry poéta za minutu (cpm) tii paralelnich méfeni.
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Obr. 9

Obr. 9 demonstruje, Ze specificka reaktivita dvou T bun&fnych kloni IMT8 a IMT9
vuéi peptidu se Sekv. Id. &. 17 je kompletné blokovana pusobenim bunék s protilatkami, které
specificky rozpoznavaji HLA-DR molekuly, jelikoz reaktivita po blokovani je stejna jako
pozadi reaktivity kloni s APC v nepfitomnosti peptidu. Na druhou stranu, protilatky vaci
HLA izotyptim II. tfidy HLA-DQ a HLA-DP neblokovaly reaktivitu klont vii¢i APS buiikam
vystavenym pulzu peptidd. Tento experiment jednoznacné identifikoval HLA-DR jako
molekulu odpovédnou za predkladani peptidi témto dv€éma T buné€énym klonim. V
experimentech s blokovanim protilatkami byly jako APC buriky pouzity homozygotni EBV
transformované buriky linie 9061 (nomenklatura IHWS9). APC buiiky byly pred pfidanim
blokujici protilatky 1.243 (pan-DR protilatka), SPVL3 (pan-DQ protilatka) a B7.21 (pan-DP
protilatka) o koncentraci 10 pg/ml vystaveny pulzu peptidi o koncentraci 15 pg/ml po dobu
jedné hodiny pii teploté 37 °C. Jako negativni, respektive pozitivni kontroly slouzily APC
buriky nevystavené, respektive vystavené pulzu peptidi za nepfitomnosti blokujicich

protilatek. Vysledky jsou vyjadieny stejné jako v obr. 8.

Obr. 10

Pacient IMT byl HLA typizovan a byl zafazen jako HLA: Al,2; B7,8; DR3,14; DQ1,2.
Pro uréeni, které molekuly HLA-DR byly odpovédné za prezentaci peptidu se Sekv. Id. ¢. 17,
byl ziskan pracovni HLA panel odvozenych homozygotnich BCL bun&nych linii, které byly
vystaveny pulzu peptidu se Sekv. Id. ¢ 17. Obr. 10 popisuje identifikaci HLA-DR14
(DRA*0102, DRB*1401) jako HLA-DR molekuly odpovédné za prezentaci peptidu se Sekv.
Id. & 17 T bun&nym klonim IMT8 a IMT9. Specificka proliferativni odpovéd byla ziskana,
pokud byl peptid prezentovan autolognimi EBV transformovanymi bufikami (auto APC) a
buiikami linie 9054 (EK) a 9061 (31227ABO), které obé exprimovaly DR14 jako jedinou DR
molekulu na svém povrchu. Homozygotni bunééné linie davaly vétsi odpovéd’, coz odpovida
vétsi hlading exprese odpovidajictho komplexu molekula II. tfidy-peptid, diky vlivu
dvounasobného mnoZstvi genil koédujicich DR molekuly. Nebyla pozorovana zadna odpoveéd,
pokud byl peptid prezentovan bun&nou linii exprimujici HLA-DR3 (9018, LOO81785), ktera
piedstavuje jiné DR molekuly exprimované v pacientovych APC builkach, ani dalsimi
irelevantnimi HLA-DR molekulami. Experiment byl proveden, jak je popsano v obr. 9 s tou
vyjimkou, Ze nebylo provadéno blokovani protilatkami. Vysledky jsou vyjadfeny stejn€ jako

u obr. 8.
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Obr. 11

Obr. 11 popisuje kiivku davka-odpovéd’ ziskanou vystavovanim bunéné linie 9054
pulzim o vzristajicich koncentracich peptidu se Sekv. Id. & 17. Jak klon IMT8 tak IMT9
vykazuji zvySujici se proliferativni odpovéd’ v zavislosti na davce peptidu. Vysledky jsou
ziskany stejné jak je pospano v obr. 9 a 10 s peptidovou koncentraci vyznadenou na obr. 11.

Vysledky jsou vyjadfeny stejné jako u obr. 8.

Obr. 12

Obr. 12 popisuje reaktivitu bunédné linie ziskanou in vifro stimulaci T bunék
izolovanych z periferni krve od zdravého darce krve (darce 2892) a to tydenni stimulaci
ozafenymi autolognimi dendritickymi burikami vystavenymi pulzu peptidi se Sekv. Id. &. 16,
17 a 21. Specifickd odpovéd nad hodnotami pozadi byla ziskana, pokud T buriiky byly
inkubovany spoletné s autolognimi dendritickymi builkami vystavenymi pulzu peptidu se
Sekv. Id. ¢. 21. Po prvni a druhé in vitro stimulaci nebylo moZno pozorovat zadnou aktivitu.
Tyto vysledky ukazuji, Ze repertoar T bunék u normalnich jedinci obsahuje malo
prekurzorovych bunék, které maji kapacitu rozpoznat tyto peptidy vznikajici posuvnou mutaci
v TGFBRII, které se nevyskytuji u normalnich lidi. U dalSich dvou darcd krve (&. 2706 a &,
2896) byly hladiny prekurzorovych bunék s odpovidajici specificitou pod hladinou detekce.
Vysledky jsou vyjadieny jako sloupce na 10° T bunék testovanych konvenénim testem IFNg
ELISPOT. Tento test vyhodnocuje pocet bun€k pfitomnych ve smési bunék, které jsou
schopny specificky reagovat s definovanym antigenem. Struén&, 10’ T bunék (neadherentnich
bungk) byly tydné stimulovano 2 az 5x10° autolognimi dendritickymi bufikami (DC)
vystavenymi pulzu peptidd jako APC buriky. DC buiiky byly ziskany z adherentni bunécné
populace kultivaci po dobu jednoho tydne v prostiedi rekombinantniho lidského GM-CSF a
IL-4 podle standardnich protokoli popsanych v literatue. Po vystaveni bun€k peptidovému
pulzu 15 pg/ml pfes noc byly zralé DC buriky ziskany kultivaci s rekombinantnim TNFa.
Podle standardnich publikovanych protokold byl proveden ELISPOT s vyuZzitim
10* kultivovanych T bungk na jamku s jednou paralelni jamkou a 10* DC bun&k vystavenych
nebo nevystavenych pulzu peptidu jako APC buiiky. Vysledky jsou vyjadieny jako primeér
poétu bodt na 10* T bunék.
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Obr. 13

Obr. 13 ukazuje vysledky in vitro stimulace T bundk zdravého darce krve (Darce 322)
peptidy se Sekv. Id. &. 15 - 21. In vitro kultivace byla provadéna jak je popsano u obr. 12.
Proliferaéni odpovéd’ vyssi nez hodnoty pozadi byly pozorovany pokud kultura T bungk
inkubovana se smési peptidi se Sekv. Id. & 15 — 21 byla stimulovana peptidem 21 a kultura T
bunék inkubovana s peptidem se Sekv. Id. &. 17 byla stimulovana tim stejnym peptidem. Tyto
vysledky demonstruji, Ze normalni krevni darce ma mala mno¥stvi cirkulujicich T bunék
specifickych pro tyto posunové peptidy (peptidy s posunovou mutaci) a 7e je mozné
expandovat tyto buiiky v kultufe stimulaci pomoci posunovych peptidi. Tyto vysledky také
potvrzuji vysledky ukazané na obr. 8 az 11, které demonstruji, Ze peptid se Sekv. Id. & 17 je
imunogenni u lidi a naznaduji, ze peptid se Sekv. Id. & 21 miZe také byt vyuzit jako vakcina

proti rakoviné u lidi. Vysledky jsou vyj adfeny jak je uvedeno na obr. 8.

Obr. 14

Vysledky na obr. 14 ukazuji, z&¢ CD8+ T buiiky specifické pro HLA epitopy I. tfidy
mohou byt generovany z T bunék piitomnych v repertodru T bunék zdravého darce krve
(Darce 905). Nebyla pozorovana Zadna reaktivita vy$8i nez reaktivita pozadi s jakymkoliv
z peptidd po druhém kole restimulace in vitro. Po &tvrté restimulaci frekvence vyskytu T
buné€k specifickych pro peptid se Sekv. Id. & 428 vzrostla z nedetegovatelné hladiny na
priblizné 2,5 % bungk. Tyto vysledky ukazuji, ¢ CTL prekurzory CD8+ fenotypu jsou
pfitomny v repertoaru neinformovanych T bungk u zdravého darce krve. Takové T buriky
mohou byt expandovany in vitro specifickou stimulaci peptidem se Sekv. Id. & 428. To je
zaklad pro vyuziti peptidu jako vakciny proti rakoving vyvolavajici cytotoxicitu T bunék
specifickou vii€i posunovym peptidim u pacientd s rakovinou, které jsou postizeny t&mito
mutacemi. T buriky byly generovany tydenni restimulaci T bunék izolovanych z periferni krve
a stimulovany autolognimi DC buiikami vystavenymi peptidovému pulzu, jak je popsano u
obr. 12, s tou vyjimkou, Ze interleukiny I1-7 a 11-2 byly v pribéhu kultivace pfidany do média
podle standardnich postupt pro generovani cytotoxickych T bunék (CTL) s fenotypem CDS.
Byly pouzity peptidy se Sekv. Id. &. 428, 439, 446 a 451. Buriky byly testovany pomoci testu
ELSPOT, jak je popsano u obr.12. Vysledky jsou znazornény zptisobem jako u obr.12.

Peptid se Sekv. Id. & 17 byl vybran a navrzen jako protein, ktery obsahuje vazebny
motiv pro HLA molekuly jak L tfidy, tak II. tfidy. Tyto peptidy tak obsahuji epitopy jak pro
CD4+ T buriky, tak pro CD8+ T buiiky a byl piedurden k vyvolavani odpovédi jak CD4+ T
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bungk, tak CD8+ T bunék u pacienti s rakovinou za predpokladu, ze zpracovanim
odchyleného proteinu TGFBRII piirozeng se vyskytujiciho v rakovinnych bufikach hraje roli a
dava prekryvajici se peptid. To bylo vyzkouseno pro CD4+ T buiiky s vysledky v obrazcich 8
az 11. Ty to vysledky maji nasledujici dusledky:

Vysledky u obr. 8 potvrzuji, Ze mutovana forma TGFBRII receptoru, ktera se vyskytuje
ve velkém méfitku u pacientd s karcinomem, ktefi maji defekt ve svém opravném systému
chybného parovani, je tumorové specifickym antigenem.

Antigenni specifita infiltrovanych T bunék b&zné pozorovana u kolorektalnich
karcinomt neni obecné znama. Vysledky z obr. 8 ukazuji, Zze jedna komponenta T bunék
tvoticich populaci do tumoru infiltrovanych lymfocytl u tohoto pacienta je specificka vudi
posunové mutaci, COZ ukazuje, ze TGFPRIL posunoveé peptidy jsou imunogenni in vivo,
nahodné zvysujici spontanni T bunécnou aktivaci.

Z téchto pozorovani vyplyva, Ze probiha zpracovavani nefunkéni formy TGFBRI
receptoru, ktery je tvofen béZnymi posunovymi mutacemi. Toto zpracovavani miize hrat roli
nejen v buiice jako Cast pirozeného odbouravani poskozenych proteindl, ale také poté, co
rakovinna butika sama nebo uvolnéna forma receptoru je prevzata profesionalni butikou
predkladajici antigen (APC) nebo obéma.

Vysledky obr. 8 také naznaluji, ze peptid se Sekv. Id. & 17 je schopny vazby na HLA
molekuly II. tfidy, jelikoZ vystaveni APC bunék pulzu tohoto peptidu usti ve specifickou
proliferativni odpovéd vi&i peptidu, a jelikoz CD4+ T bun&&né odpovédi jsou vzdy omezeny
na IL tfidu. To, Ze se jedna o tento pfipad, je ukazano na vysledcich experimentu na obr. 9.
Zde je ukazano, ze specificka odpovéd vigi peptidu se Sekv. Id. & 17 je totalné blokovana
protilatkami vii¢i HLA-DR, ale ne protilatkami vii¢i dalSim dvéma HLA molekulam II. tfidy,
HLA-DQ a HLA-DP. Navic, s vyuZitim panelu standardnich homozygotnich EBV (Epstain
Barr Virus) transformovanych B bun&nych linii (BCL) pokryvajiciho vhodné HLA molekuly
IL. tfidy pfitomné na pacientovi vlastnich APC (antigen predkladajici buiiky) burikach, je
mozné identifikovat molekuly II tfidy, které jsou odpovédné za prezentaci peptidu se Sekv.
Id & 17 T bun&énym liniim (TCL) IMT8 a IMT9 jako HLA-DR 14. Tato zjisténi velice dobfe
odpovidaji imunohistologickym pozorovanim provadénych v paralelnich vzorcich odebranych
ze stejné biopsie tumoru, kde miZe byt ukazano, ze aktivované CD4+ T buiiky jsou vazany
v blizkosti rakovinnych bunék, které byly indukovany k expresi HLA-DR molekul. Vysledky
obr. 11 ukazuji, ze tyto T bunééné klony jsou schopné zahajit proliferativni odpovéd vici

Sirokému rozmezi davky peptidu a ze odpovédi jsou zavislé na davce.
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Jelikoz tyto T bunééné klony byly ziskany klonovanim T bunék izolovanych z biopsie
tumoru, dal§i disledek nasich vysledk? je ten, Ze aktivované T buiiky specifické pro peptid se
Sekv. Id. &. 17 jsou schopné navratu do tumorové tkan€ po aktivaci.

Jelikoz peptid se Sekv. Id. &. 17 je tumorové specificky antigen a jelikoz posunové mutace
zvy$uji hladinu tohoto peptidu nebo peptidi s prekryvajicimi se sekvencemi, které jsou b&zné
nalézany u karcinomi s defekty v enzymech, které jsou Casti opravného systému chybného
parovani, tento peptid miZe byt vyuzit jako vakcina k vyvolani T bunééné odpovédi u
pacientd s karcinomem nebo pacientli s vysokym rizikem vzniku rakoviny. Tyto T bunétné
odpovédi mohou potencialné ovlivnit rlst existujiciho tumoru nebo zabranit opétovnému
riistu tumoru po chirurgickém zakroku nebo dalsich formach lécby nebo mohou byt podavany
pacientiim s d&di¢nou formou rakoviny, u kterych je detekovana nebo pfedpokladana porucha
v enzymech, které jsou &asti opravného systému chybného parovani a u kterych je vysoké

riziko vzniku rakoviny, pokud je pfitomna mutace v systému oprav chybného parovani.

Piiklady provedeni vynalezu

V popisu a narocich jsou aminokyseliny oznaCeny jednopismennymi zkratkami v oboru
znamymi.

Peptidy podle vynalezu mohou byt jednoznaén& dolozeny piiklady dvou riznych
provedeni vynalezu, kde je vyvoj rakoviny zavisly na posunové mutaci ve specifickém genu,

konkrétné v genu BAX a TGFBRIL

) gen BAX

Bylo zjisténo, ze gen BAX je zahrnut v regulaci pfeZivani a smrti bun€k podporovanim
apoptozy. Lidsky gen BAX obsahuje repetiéni sekvence osmi deoxyguanosinovych bazi (G8)
ve tfetim exonu v kodonech 38 az 41 ( ATG GGG GGG GAG).

V této repetici G8 byly pozorovany posunové mutace a to jak G7 (ATG GGG GGG
AGQG), tak G9 (ATG GGG GGG GGA), obé u rakovinnych bun&k stfeva a prostaty. Vyskyt

byl u vice nez 50% testovanych piipadi (Rampino, N. a kol., , Somatic frameshift mutations

in the BAX gene in colon cancers of the microsatelite mutator phenotype.“, Science
(Washington DC), 275: 967-969, 1997). Modifikované produkty BAX genu nebyly schopné
vyvolat apoptozu, a tak umoziiovaly dalsi progresi tumoru. Modifikované genové produkty
byly pozorovany pouze u rakovinnych bunék, a predstavuji tak cile specificke imunoterapie.
Podle vynalezu, peptidy odpovidajici transformovanym proteinovym produktim BAX
genu mohou byt vyuZity jako terapeuticke latky s protirakovinovym ucinkem nebo jako
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vakciny s funkci spustit imunitni odpovéd’ T bunék viéi rakovinnym bufikam u pacientd

postizenych rakovinou spojenymi s pozménénym BAX genem.

Posunova mutace vBAX genu vede k mutovanym peptidovym sekvencim s prvni

aminokyselinou pozménéné sekvence v pozici 41 ve srovnani s normalnim BAX proteinem
(Tabulka 1, sekv. id. €. 1 az 4).

Tabulka 1

Aminokyselinova pozice 41 51 61 71
Normalni BAX peptid; EAPELALDPV PQDASTKKLS ECLKRIGDEL DS...

Sekv. Id. &. 1 (bax-1G); RHPSWPWTRC LRMRPPRS

Sekv. Id. €. 4 (bax+2G); GRHPSWPWTR CLRMRPPRS

Sekv. Id. ¢. 2 (bax-2G); GTRAGPGPGA SGCVHQEAER VSQAHRGRTG Q
Sekv. Id. &. 3 (bax+1G); GGTRAGPGPG ASGCVHQEAE RVSQAHRGRT GQ

Tabulka 2 ukazuje jednu skupinu peptidd podle vynalezu:

Tabulka 2

Sekv. Id. ¢. 5:
Sekv. Id. &. 6:
Sekv. Id. €. 7:
Sekv. Id. ¢. 8:

IQDRAGRMGGRHPSWPWTRCLRMRPPRS
IQDRAGRMGGGRHPSWPWT
IQDRAGRMGGGGTRAGPGPGASGCVHQEAERVSQAHRGRTGQ
IQDRAGRMGGGTRAGPGPG

Peptidy uvedené vtabulce 3 jsou vyuzity pro in vitro generovani T bunék, které

rozeznavaji mutovany BAX peptid.

Tabulka 3
Sekv. Id. &. 1
Sekv.Id. &. 9
Sekv. Id. €. 6:
Sekv. Id. €. 10:
Sekv. Id. €. 11:
Sekv. Id. ¢. 12:
Sekv. Id. €. 8:

RHPSWPWTRCLRMRPPRS
IQDRAGRMGGRHPSWPWTRCLR
IQDRAGRMGGGRHPSWPWT
ASGCVHQEAERVSQAHRGRTGQ
GGTRAGPGPGASGCVHQEAERV
IQDRAGRMGGGGTRAGPGPGAS
IQDRAGRMGGGTRAGPGPG



25 e

Nejvyhodnéjsi peptidy podle provedeni vynalezu jsou uvedeny v tabulce 4
Tabulka 4

Sekv. Id. ¢. 1: RHPSWPWTRCLRMRPPRS

Sekv. Id. ¢&. 2: GTRAGPGPGASGCVHQEAERVSQAHRGRTGQ
Sekv. Id. €. 3: GGTRAGPGPGASGCVHQEAERVSQAHRGRTGQ
Sekv. Id. €. 4: GRHPSWPWTRCLRMRPPRS

Sekv. Id. ¢. 5: IQDRAGRMGGRHPSWPWTRCLRMRPPRS

Sekv. Id. €. 6: IQDRAGRMGGGRHPSWPWT

Sekv.Id. €. 7: IQDRAGRMGGGGTRAGPGPGASGCVHQEAERVSQAHRGRTGQ
Sekv. Id. ¢. 8: IQDRAGRMGGGTRAGPGPG

Sekv. Id. €. 9: IQDRAGRMGGRHPSWPWTRCLR

Sekv. Id. €. 10  ASGCVHQEAERVSQAHRGRTGQ

Sekv.1d. &. 11:  GGTRAGPGPGASGCVHQEAERV

Sekv. Id. €. 12: IQDRAGRMGGGGTRAGPGPGAS

IT) TGFBRII gen

Bylo zjisténo, ze gen TGFBRII je zahrnut v regulaci bunééného ristu. TGFBRII je
receptor pro TGFp, ktery zpomaluje bunéény rast. Lidsky gen kodujici TGFBRII obsahuje
repetini sekvenci deseti deoxyadeninovych bazi (A10) v rozmezi bazi 709 az 718 (GAA
AAA AAA AAG CCT). U karcinomi stfeva a pankreatu byl pozorovan vyskyt posunovych
mutaci a to jak A9 ( GAA AAA AAA AGC) tak A1l ( GAA AAA AAA AAA GCC) repetic

v pfiblizné 80 % ptipadi (Yamamoto, H., , Somatic frameshift mutations in DNA mismatch

repair and proapoptosis genes in hereditary nonpolyposis colorectal cancer.”, Cancer
Research 58, 997-1003, 1. bfezen 1998). Modifikovany produkt TGFBRII je neschopny vazat
TGFp a predat tak signal snizujici bunéény rust, coZz umoziuje dal§i progresi tumoru.
Modifikované genové produkty jsou navic detekovany pouze v rakovinnych buifikach, a tak
jsou vhodnym cilem pfi imunoterapii.

Nasledné, peptidy odpovidajici transformovanym proteinovym produktim TGFBRII
genu, mohou byt vyuzity jako terapeutické latky s protirakovinnym ut¢inkem nebo jako
vakciny s funkci spustit imunitni odpovéd T bunék vii¢i rakovinnym buifikam u pacientl

postizenych rakovinou spojenou s pozménénym TGFBRII genem.
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Posunové mutace v TGFBRII genu vedou k mutovanym peptidovym sekvencim s prvni
aminokyselinou pozménéné sekvence bud’ v pozici 133 (delece jedné a dvou bazi) nebo
v pozici 134 (inzerce jedné a dvou bazi) ve srovnani snormalnim TGFBRII proteinem

(Tabulka 5, sekv. id. &. 13 az 21).
Tabulka 5

Aminokyselinova pozice 133

Normaini TGFBRII; °~ KPGETFFMCSC SSDECNDNII FSEEYNTSNP DLLL
Sekv. Id. €. 13 (-1A); S LVRLSSCVPV ALMSAMTTSS SQKNITPAIL TCC
Sekv. Id. &. 13 (+2A); SLVRLSSCVP VALMSAMTTS SSQKNITPAI LTCC
TGFBRII +1A); AW

TGFBRII -2A); AW

Tabulka 6 ukazuje jednu skupinu peptidd podle vynalezu:

Tabulka 6
Sekv.Id. €. 14:  SPKCIMKEKKSLVRLSSCVPVALMSAMTTSSSQKNITPAILTCC
Sekv. Id. &. 15:  PKCIMKEKKKSLVRLSSCV
Sekv. Id. €. 19: SPKCIMKEKKAW
Sekv. Id. €. 20: PKCIMKEKKKAW

Tabulka 7 obsahuje peptidy, které jsou vyuZity pro in vitro generovani T bungk, které
rozpoznavaji mutované TGFBRII peptidy.

Tabulka 7
Sekv. Id. & 15 PKCIMKEKKKSLVRLSSCV
Sekv.Id. €. 16: ALMSAMTTSSSQKNITPAILTCC
Sekv.Id. ¢. 17 SLVRLSSCVPVALMSAMTTSSSQ
Sekv. Id. ¢. 18:  SPKCIMKEKKSLVRLSSCVPVA
Sekv. Id. €. 19:  SPKCIMKEKKAW
Sekv. Id. ¢. 20  PKCIMKEKKKAW
Sekv.Id. ¢.21:  AMTTSSSQKNITPAILTCC
Sekv. Id. €. 428:  SLVRLSSCV
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Nejlepsi peptidy tohoto provedeni podle vynalezu jsou:

Tabulka 8
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. €.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. <.

13:
14:
15:
16:
17:
18:
19:
Sekv. Id. €. 20:
Sekv. Id. ¢. 21:
Sekv. Id. ¢. 428:

SLVRLSSCVPVALMSAMTTSSSQKNITPAILTCC
SPKCIMKEKKSLVRLSSCVPVALMSAMTTSSSQKNITPAILTCC
PKCIMKEKKKSLVRLSSCV

ALMSAMTTSSSQKNITPAILTCC
SLVRLSSCVPVALMSAMTTSSSQ
SPKCIMKEKKSLVRLSSCVPVA

SPKCIMKEKKAW

PKCIMKEKKKAW

AMTTSSSQKNITPAILTCC

SLVRLSSCV

Dalsi peptidy podle vynalezu mohou byt fragmenty peptidu uvedenych v tabulkach 1 az

8 uvedenych vyse. Tyto fragmenty jsou nejvyhodnéjsi v délce od 9 do 16 aminokyselin a

zahrnuji minimalné jednu aminokyselinu z mutované ¢asti peptidu.

V popisu a narocich vynalezu se pod pojmem fragment zamysli kratsi Cast delSiho

peptidu nebo proteinu.

Dalsi geny spojované s rakovinou, obsahujici repeti¢ni sekvence nukleosidovych bazi,

jsou proto citlivé vii¢i posunovym mutacim a nasledn& jsou potencialnimi kandidaty peptidd

podle vynalezu. Jsou jimi nasledujici (Sekv. Id. ¢. v tabulce 9 jsou u vSech genl uvedeny

v zavorkach):

Lidsky gen TGF-B-2 (hnTGFp2)

Deletovany gen kolorektalniho karcinomu (DCC)

Lidsky citlivy gen karcinomu prsu a ovarii (BRCA1)

Lidsky citlivy gen karcinomu prsu (BRCA2)

Lidsky gen proteinové tyrozin fosfatazy (hPTP)

Lidsky gen DNA topoizomerazy II (top2)

Lidsky gen kinazy (TKK)

Lidsky gen transkripéniho represoru (CTCF)

Lidsky gen FADD-homologni ICE/CED-3 podobné protedzy
Lidsky gen pfedpokladaného opravy chybného parovani /vazebného proteinu (hMSH3) (Sekv. Id. €.

Lidsky gen retinoblastem vazebného proteinu 1 izoforma I (hRBP1) (Sekv. Id. ¢
Lidsky gen FMR1 (hFMR1) (Sekv. Id. ¢&.
Lidsky gen TINUR (Sekv. Id. &.
b-raf onkogen (Sekv. Id. €.

¢

%

C.

(Sekv. Id. ¢&. 22-29)
(Sekv. 1d. &
(Sekv. 1d. ¢.
(Sekv. Id. &
(Sekv. Id. &.
(Sekv. Id.
(Sekv. Id. &.
(Sekv. Id.
(Sekv. Id. ¢.

30-34)
378-387)
35-94)
95-102)
103-108)
109-120)
121-127)
128-133)
134-147)
148-156)
157-161)
162-169)
170-175)
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Lidsky gen neurofibrominu (NF1)

Lidsky germline n-myc gen

Lidsky n-myc gen

Lidsky gen ras inhibitoru

Lidsky gen hMSH6

Lidsky gen karcinomu nasofaryngu EBV BNLF-1

Lidsky gen regulatoru bunééného cyklu proteinu p300 (E1A vazebny protein)

Lidsky gen proteinu kédujiciho B bunééného lymfomu-3 (bcl-3)
Lidsky gen indukovany transformujicim riistovym faktorem beta (BIGH3)
Lidsky gen transkripéniho faktoru ETV1

Lidsky gen vazebného proteinu ristového faktoru inzulinového typu (IGFBP4)

Lidsky gen MUC1

Lidsky gen proteinové tyrozin kinazy (JAK1)

Lidsky gen proteinové tyrozin kinazy (JAK3)

Lidsky gen Flt4 (pro transmembranovou tyrozin kinazu)

Lidsky gen s p53 asociovany

Lidsky gen can (hCAN)

Lidsky gen DBL (hDBL) proto-onkogen/lidsky gen MCF2PO (hMCF2PO)
Lidsky gen dek (hDEK)

Lidsky gen retinoblastom pfibuzného proteinu (p107)

Lidsky gen receptoru spojeného s G proteinem (hGPR1)

Lidsky gen pfedp. RNA vazebného proteinu (hRBP56)

Lidsky gen transkripéniho faktoru (hITF-2)

Lidsky gen metastatického supresoru maligniho melanomu (hKiSS-1)
Lidsky gen proteinu TP-1 asociovaného s telomerazou (hTP-1)

Lidsky gen FDF-5 (hFDF-5)

Lidsky gen mtal asociovany s metastazovanim (hMTAL)

Lidsky gen podjednotky transkripéniho faktoru TFIIB 90 kDa (hTFIIB90)
Lidsky gen tumorového supresoru (hLUCA-1)

Lidsky gen proteinu asociovaného s Wilmsovym tumorem (WIT-1)

L
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(Sekv. Id. & 176-181)
(Sekv. Id. & 182-188)
(Sekv. Id. & 189-194)
(Sekv. Id. & 195-199)

(Sekv. Id. & 200-203 a 293-297)
(Sekv. Id. & 204-210)
(Sekv. Id. & 211-218)
(Sekv. Id. & 219-226)
(Sekv. Id. & 227-232)
(Sekv. 1d. & 233-239)
(Sekv. Id. & 240-246)
(Sekv. Id. & 247-266)
(Sekv. Id. & 267-271)
(Sekv. Id. & 272-279)
(Sekv. Id. & 280-284)
(Sekv. 1d. & 285-292)
(Sekv. Id. & 298-300)
(Sekv. Id. & 301-306)

(Sekv. Id. &. 307-309)

(Sekv. Id. & 310-313)

(Sekv. Id. & 314-319)

(Sekv. Id. &. 320-325)

(Sekv. Id. & 326-327)

(Sekv. 1d. & 328-334)

(Sekv. Id. & 335-348)

(Sekv. Id. & 349-356)

(Sekv. Id. & 357-362)

(Sekv. Id. & 363-369)

(Sekv. Id. & 370-377)

(Sekv. Id. & 388-393)

Lidsky gen cysteinové proteazy (ICErel-III) (Sekv. Id. €. 394-398 a 459)
Lidsky gen ligandu Fas (FasL) ' (Sekv. Id. & 399-403)
Lidsky gen proteinu s RING doménou asociovany s BRCA1 (BARDI1) (Sekv. Id. ¢. 404-417)
Lidsky gen mcf.2 (hMCF.2) (Sekv. Id. €. 418-422)
Lidsky gen antigenu Fas (fas) (Sekv. Id. €. 423-427)
Lidsky gen DPC4 (Sekv. Id. €. 429-437)

Mutované peptidy podle vynalezu, jez jsou vysledkem posunové mutace

v odpovidajicich genech, jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tabulka 9
Sekv. Id. & 22; TVGRPHISC
Sekv. Id. &. 23; KTVGRPHISC
Sekv. Id. & 24; KQWEDPTSPANVIALLQT
Sekv. Id. €. 25; QWEDPTSPANVIALLQT
Sekv. Id. ¢ 26; QKTIKSTRKKTVGRPHSC
Sekv. Id. &. 27; QKTIKSTRKKKTVGRPHISC
Sekv. Id. €. 28; QKTIKSTRKKKQWEDPT SPANVIALLQT
Sekv. Id. ¢&. 29; QKTIKSTRKKQWEDI’I‘SPANVIALLQT
Sekv. Id. & 30; AADLQQQFVHFLDCWDVSSIPFTLHLPQAQDITT
Sekv. Id. & 31; GKDAKEKSS
Sekv. Id. ¢&. 32; GKDAKEKKSS
Sekv. Id. &. 33; GKDAKEKKAADLQQQFVHFLDCWDVSSIPFILI—EPQAQDHT
Sekv. Id. &. 34; GKDAKEKAADLQQQFVHFLDCWDVSSIPFTLHLPQAQDI’IT
Sekv. Id. €. 35; FSMKQTLMNVKNLKTK
Sekv. Id. ¢. 36; KFSMKQTLMNVKNLKTK
Sekv. Id. ¢. 37, VRTSKTRKKFSMKQTLMNVKNLKTK
Sekv. Id. &. 38; VRTSKTRKKKFSMKQTLMNVKNLKTK
Sekv. Id. & 39; VRTSKTRKKNFP
Sekv. Id. &. 40; VRTSKTRKNFP
Sekv. Id. ¢&. 41; IKKKLLQFQK
Sekv. Id. ¢. 42; KIKKKLLQFQK
Sekv. Id. &. 43; KSRRNYFNFKNNCQSRL
Sekv. Id. ¢. 44; SRRNYFNFKNNCQSRL
Sekv. Id. &. 45; TNLRVIQKIKKKLLQFQK
Sekv. Id. ¢. 46; TNLRVIQKKIKKKLLQFQK
Sekv. Id. &. 47, TNLRVIQKKSRRNYFNFKNNCQSRL
Sekv. Id. &. 48; TNLRVIQKSRRNYFNFKNNCQSRL
Sekv. Id. €. 49; KIMIT
Sekv. Id. &. 50; NIDKIPEKIMIT
Sekv. Id. €. 51; NIDKIPEKKIMIT
Sekv. Id. &. 52; [INAN
Sekv. Id. &. 53; KIINAN
Sekv. Id. ¢. 54; NDKTVSEKIINAN
Sekv. Id. &. 55; NDKTVSEKKIINAN
Sekv. Id. €. 56; NGLEKEYLMVNQKE
Sekv. Id. ¢. 57, SQT SLLEAKNGLEKEYLMVNQKE
Sekv. Id. ¢. 58; SQTSLLEAKKNGLEKEYLMVNQKE
Sekv. Id. &. 59; SQTSLLEAKKMA
Sekv. Id. ¢. 60; SQTSLLEAKMA
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Sekv. Id. & 61; TLVFPK

Sekv. Id. €. 62; KTLVFPK

Sekv. Id. ¢. 63; LKNVEDQKTLVFPK

Sekv. Id. €. 64; LKNVEDQKKTL VFPK

Sekv. Id. ¢. 65; LKNVEDQKKH

Sekv. Id. €. 66; LKNVEDQKH

Sekv. Id. &. 67; KKIQLY

Sekv. Id. ¢. 68; KKKIQLY '

Sekv. Id. €. 69; RKRFSYTEYLASIIRFIFSVNRRKEIQNLSSCNFKI

Sekv. Id. €. 70; LRIVSYSKKKKIQLY

Sekv. Id. €. 71; LRIVSYSKKKKKIQLY

Sekv. Id. & 72; LRIVSYSKKRKRFSYTEYLASIIRFIFS VRRKEIQNLSSCNFKI

Sekv. Id. ¢. 73; LRIVSYSKRKRFSYTEYLASIIRFIFSVNRRKEIQNLSSCNFKI

Sekv. Id. &. 74; QDLPLSSICQTIVITYWQ

Sekv. Id. €. 75; KQDLPLSSICQTIVITYWQ

Sekv. Id. €. 76; NRTCPFRLFVRRMLQFTGNK VLDRP

Sekv. Id. ¢. 77; GFVVSVVKKQDLPLSSICQTIVITYWQ

Sekv. Id. &. 78;GFVVSVVKKKQDLPLSSICQTIVITYWQ

Sekv. Id. €. 79; GFVVSVVKKNRTCPFRLF VRRMLQFTGNKV

Sekv. Id. €. 80;GFVVSVVKNRTCPFRLFVRRMLQFTGNKVLDRP

Sekv. Id. €. 81; YRKTKNQN

Sekv. Id. €. 82; KYRKTKNQN

Sekv. Id. ¢. 83; NTERPKIRTN

Sekv. Id. €. 84; DETFYKGKKYRKTKNQN

Sekv. Id. €. 85; DETFYKGKKKYRKTKNQN

Sekv. Id. €. 86; DETFYKGKKNTERPKIRTN

Sekv. 1d. €. 87, DETFYKGKNTERPKIRTN

Sekv. Id. €. 88; LSINNYRFQMKFYFRFTSHGSPFTSANF

Sekv. Id. €. 89; KLSINNYRFQMKFYFRFTSHGSPFTSANF

Sekv. Id. & 90; NSVSTTTGFR

Sekv. Id. €. 91; NIQLAATKKLSINNYRFQMKFYFRFTSHGSPFTSANF

Sekv. Id. €. 92; NIQLAATKKKLSINNYRFQMKFYFRFTSHGSPFTSANF

Sekv. Id. & 93; NIQLAATKKNSVSTTTGFR

Sekv. Id. ¢. 94; MEHVAPGRMSASPQSPTQ

Sekv. Id. €. 96; KMEHVAPGRMSASPQSPTQ

Sekv. Id. €. 97; WSTWLQAECQHLHSPQRSDKPQQAGLDQQHHCFALDSSPGPRPVFLQLLGL-
MGQGRHD

Sekv. Id. €. 98; WSTWLQAECQHLHSPQRSDKPQQAGLDQQHHCFALDSSPGPRPVFLQLLGLMG-
QGRHD

Sekv. Id. €. 99; TFSVWAEKMEHVAPGRMSASPQSPTQ



Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &

Sekv. Id. &.

Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. 1d. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. &
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. ¢.
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100; TFSVWAEKKMEHVAPGRMSASPQSPTQ

101, TFSVWAEKK WSTWLQAECQHLHSPQRSDKPQQAGLDQQHHCF ALDSSPGP-
RPVFLQLLGLMGQGRHD

102; TFSVWAEKWSTWLQAECQHLHSPQRSDKPQQAGLDQQHHCFALDSSPGP-
RPV FLQLLGLMGQGRHD

103;HKWLKFCLLRLVKESFHE

104;KHK WLKFCLLRLVKESFHE

105;KGGKAKGKKHKWLKFCLLRLVKESFHE

106; KGGKAK GKKKHK WLKFCLLRL VKESFHE

107, KGGKAKGKKNTNG

108; KGGKAKGKNTNG

109; VNNFFKKL

110; KVNNFFKKL

111; LSQGNVKK VNNFFKKL

112; LSQGNVKKK VNNFFKKL

113; GEKNDLQLFVMSDRRYKIYWTVILLNPCGNLHLKTTSL

114; KGEKNDLQLFVMSDRRYKIYWTVILLNPCGNLHLKTTSL

115; KGKKMICSYS

116; GKKMICSYS

117; SSKTFEKK GEKNDLQLFVMSDRRYKIYWTVILLNPCGNLHLKTTSL

118; SSKTFEKKK GEKNDLQLFVMSDRRYKIYWTVILLNPCGNLHLKTTSL

119; SSSKTFEKKK GKKMICSY

120; SSKTFEKKGKKMICSYS

121; QRKPKRANCVIQRRAKM

122; KQRKPKRANCVIQRRAKM

123; NKENQKEQTALLYRGGQRCRCVCLRF

124; PDYQPPAKKQRKPKRANCVIQRRAKM

125; PDYQPPAKKKQRKPKRANCVIQRRAKM

126; PDYQPPAKKNKENQKEQTALLYRGGQRCRCVCLRF

127, PDYQPPAKNKENQKEQTALLYRGGQRCRCVC

128; NLSSLLI

. 129; TCLPF
. 130; QPTFTLRKNLSSLLI

131; QPTFTLRKKNLSSLLI

. 132; QPTFTLRKKTCLPF

133; QPTFTLRKTCLPF

- 134, RATFLLSLWECSLPQARLCLIVSRTGLLVQS

135; GQHFYWHCGSAACHRRGCV

- 136; KENVRDKKRATFLLSLWECSLPQARLCLIVSRTGLLVQS

137. KENVRDKKKRATFLLSLWECSLPQARLCLIVSRTGLLVQS



Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id.
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.

x
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© Sekv. Id. €.

Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. <.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. €.
Sekv. 1d. ¢.
Sekv. Id. €.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. €.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. €.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. €.
Sekv. Id. ¢.
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138; KENVRDKKK GQHFY WHCGSAACHRRGCV
139; KENVRDKK GQHFY WHCGSAACHRRGCV

140; ITHTRWGITTWDSWSVRMKANWIQAQQNKSLILSPSFTK

141; KITHTRWGITTWDS WSVRMK ANWIQAQQNK SLILSPSFTK

142; KLLTPGGELPHGILGQ

143; LLTPGGELPHGILGQ

144; PPVCELEKITHTRWGITTWDSWSVRMKANWIQAQQNKSLILSPSFTK

. 145; PPVCELEKKITHTRWGITTWDSWSVRMK ANWIQAQQNKSLILSPSFTK

146; PPVCELEKKLLTPGGELPHGILGQ
147, PPVCELEKLLTPGGELPHGILGQ

. 148; SLKDELEKMKI

149; SLKDELEKKMKI
150; LGQSSPEKKNKN

151; LGQSSPEKNKN

152; RLRRINGRGSQIRSRNAFNRSEE

153; EPKVKEEKKT

154; EPK VKEEKKKT

155; EPKVKEEKKRLRRINGRGSQIRSRNAFNRSEE
156; EPK VKEEKRLRRINGRGSQIRSRNAFNRSEE
157; TFRYKGKQHPFFST

158; GPNAPEEKNH

159; GPNAPEEKK TFRYKGKQHPFFST

161; GPNAPEEK TFRYK GKQHPFFST

. 162; MOQNTCV

163; KMQNTCV

. 164; KCKIRVFSK

165; CKIRVFSK
166; FFKRTVQKMQNTCV

. 167. FFKRTVQKKMQNTCV

168; FFKRTVQKKCKIRVFSK
169; FFKRTVQKCKIRVFSK
170; LPHYLAH

. 171; CLITWLTN

172; GSTTGLSATPLPHYLAH
173; GSTTGLSATPPLPHYLAH
174; GSTTGLSATPPCLITWLTN
175; GSTTGLSATPCLITWLTN
176; RFADKPRPN

177. DLPTSPDQTRSGPVHVSVEP
178; DSAAGCSGTPRFADKPRPN

.
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Sekv. Id. &.

Sekv. Id. ¢.

Sekv. Id. ¢&.
Sekv. Id. &
Sekv. Id. &.

Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.

Sekv. Id. ¢.

Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢
Sekv. Id. ¢.

Sekv. Id. ¢.

Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. &
Sekv. Id. €.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢.
Sekv. Id. &.
Sekv. Id. ¢&.
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179; DSAAGCSGTPPRFADKPRPN

180; DSAAGCSGTPPDLPTSPDQTRSGPVHVSVE P

181; DSAAGCSGTPDLPTSPDQTRSGPVHVSVEP

182; AHPETPAQNRLRIPCSRREVRSRACKPPGAQGSDERRGKASPGRDCDVRT-
GRP

183; PAHPETPAQNRLRIPCSRRE VRSRACKPPGAQGSDERRGKASPGRDCDVR-
TGRP

184; RPFTRRHPRRIASGSPAVGGR

185; VAIRGHPRPPAHPETPAQNRLRIPCSRRE VR SRACKPPGAQGSDERRGK A-
SPGRDCDVRTGP

186; VAIRGHPRPPPAHPETPAQNRLRIPCSRREVRSRACKPPGAQGSDERRGK A-
SPGR DCDVRTGRP

187, VAIRGHPRPPRPTRRHPRRIASGSPAVGGR

188; VAIRGHPRPRPTRRHPRRIASGSPAVGGR

189; RGRTSGRSLSCCRRPRCRPAVASRSTAPSPRAGSRRCCLRTSCGAARPRR-
TRSAC GDWVASPPTRSSSRTACGAASPPARSWSAP

190; GGGHLEEV

191; YFGGPDSTPRGRTSGRSLSCCRRPRCRPAVASRSTAPSPRAGSRRCCLRTS-
CGAARPRRTRSACGDWVASPPTRSSSRTACGAASPPARSWSAP

192; YFGGPDSTPPRGRTSGRSLSCCRRPRCRPAVASRSTAPSPRAGSRRCCLRT-
SCGA ARPRRTRSACGDWVASPPTRSSSRTACGAASPPARSWSAP

193; YFGGPDSTPPGGGHLEEV

194; YFGGPDSTPGGGHLEEV

195; HRVADP

196; LSQSSELDPPSSR

197, LSQSSELDPPPSSR

198; LSQSSELDPPHRVADP

199; LSQSSELDPHRVADP

. 200; VILLPEDTPPS

201; VILLPEDTPPPS
202; VILLPEDTPPLLRA

203; VILLPELDPLLRA

204; PSPLP

205; PLLFHRPCSPSPALGATVLAVYRYE

206; LLFHRPCSPSPALGATVLAVYRYE

207, APRPPLGPPSPLP

208; APRPPLGPPPSPLP

209; APRPPLGPPPLLFHRPCSPSPALGATVLAVYRYE
210; APRPPLGPPLLFHRPCSPSPALGATVLAVYRYE
211; TQVLPQGCSLSLLHTTFPHRQVPHILDW
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Sekv. Id. & 212; PTQVLPQGCSLSLLHTTFPHRQVPHILDW

Sekv. 1d. & 213; PLQSFPKDAASAFSTPRFPTDKFPTSWTGSCPGQPHGTRAFCQPGPEFNAF-
SAC

Sekv. Id. & 214; LQSFPKDAASAFSTPRFPTDKFPTSWTGSCPGQPHGTRAFCQPGPEFNAFS-
AC

Sekv. Id. & 215; PSPRPQSQPPTQVLPQGCSLSLLHTTFPHRQVPHILDW

Sekv. Id. & 216; PSPRPQSQPPPTQVLPQGCSLSLLHTTFPHRQVPHILDW

Sekv. Id. &. 217; PSPRPQSQPPPLQSFPKDAASAFSTPRFPTDKFPTSWTGSCPGQPHGTRAF-
CQPGPEFNAFSAC

Sekv. 1d. & 218; PSPRPQSQPPLQSFPKDAASAFSTPRFPTDKFPTSWTGSCPGQPHGTRAFC-
QPGPEFNAFSAC

Sekv. Id. & 219; TAWPGRRRFTTPEPYCLCTPLGPWAPRFLW

Sekv. Id. & 220; PTAWPGRRRFTTPEPY CLCTPLGPWAPRFLW

Sekv. Id. & 221; PRPGPAGGALLPRSLTAFVPHSGHGLPVSSGEPAYTPIPHDVPHGTPPFC

Sekv. Id. & 222; RPGPAGGALLPRSLTAFVPHSGHGLPVSSGEPAYTPIPHDVPHGTPPFC

Sekv. Id. & 223; DLPAVPGPPTAWPGRRRFTTPEPY CLCTPLGPWAPRFLW

Sekv. Id. & 224; DLPAVPGPPPTAWPGRRRFTTPEPY CLCTPLGPWAPRFLW

Sekv. Id. & 225; DLPAVPGPPPRPGPAGGALLPRSLTAFVPHSGHGLPVSSGEPAYTPIPHDVP-
HGTPPFC

Sekv. Id. & 226; DLPAVPGPPRPGPAGGALLPRSLTAFVPHSGHGLPVSSGEPAYTPIPHDVPH-
GTPPFC

Sekv. Id. & 227; QWGLSWMS

Sekv. Id. & 228; NGDCHGCPEGRQSL

Sekv. Id. & 229; FTMDRVLTPQWGLSWMS

Sekv. Id. & 230; FTMDRVLTPPQWGLSWMS

Sekv. Id. & 231; FTMDRVLTPPNGDCHGCPEGRQSL

Sekv. Id. & 232; FTMDRVLTPNGDCHGCPEGRQSL

Sekv. Id. & 233; HHPARQCPHCIMHLQTQLIHRNLTGPSQLTSLHRSPYQIAATPWTTDFAASFF-
LNPVTPFLLCRRCQGKDVLCTNARCLSQTSPSHHKALSRTTTQCMNTTPWLAV-
RPAKAFPLL

Sekv. Id. &. 234; PHHPARQCPHCIMHLQTQLIHRNLTGPSQLTSLHRSPYQIAATPWTTDFAASF-

FLNPVTPFLLCRRCQGKDVLCTNARCLSQTSPSHHKALSRTTTQCMNTTPWLA-
VRPAKAFPLL

Sekv. Id. & 235; HTIQHASVPTASCISKLNSYTEN

Sekv. Id. & 236; PQVGMRPSNPPHHPARQCPHCIMHLQTQLIHRNLTGPSQLTSLHRSPYQIAA-
TPWTTDFAASFFLNPVTPFLLCRRCQGKDVLCTNARCLSQTSPSHHKALSRTTT-
QCMNTTPWLAVRPAKAFPLL

Sekv. Id. & 237, PQVGMRPSNPPPHHPARQCPHCIMHLQTQLIHRNLTGPSQLTSLHRSPYQIA-
ATPWTTDFAASFFLNPVTPFLLCRRCQGKDVLCTNARCLSQTSPSHHKALSRTT-
TQCMNTTPWLAVRPAKAFPLL
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Sekv. Id. &. 238; PQVGMRPSNPPHTIQHASVPTASCISKLNSYTEN

Sekv. Id. &. 239; PQVGMRPSNPHTIQHASVPTASCISKLNSYTEN

Sekv. Id. &. 240; WAARSWCERRAAAVAPLAPWAWGCPAGCTPPVAARACAATRPEGWRSPC-
TH

Sekv. Id. &. 241; PWAARSWCERRAAAVAPLAPWAWGCPAGCTPPVAARACAATRPEGWRSP-
CTH

Sekv. Id. &. 242; RGLRGAGARGGLRLLRHLRPGL.GDALRGVHPPLRLGPALLPAPRGGEAPAH-
TDARARRVHGAGGDRGHPGPAAL ‘

Sekv. Id. & 243; EEKLARCRPPWAARSWCERRAAAVAPLAPWAWGCPAGCTPPVAARACAAT-
RPEGWRSPCTH

Sekv. Id. &. 244, EEKLARCRPPPWAARSWCERRAAAVAPLAPWAWGCPAGCTPPVAARACA-
ATRPEGWRSPCTH

Sekv. Id. €. 245; EEKLARCRPPRGLRGAGARGGLRLLRHLRPGLGDALRGVHPPLRLGPALLP-
APRGGEAPAHTDARARRVHGAGGDRGHPGPAAL

Sekv. Id. &. 246; EEKLARCRPRGLRGAGARGGLRLLRHLRPGLGDALRGVHPPLRLGPALLPA-
PRGGEAPAHTDARARRVHGAGGDRGHPGPAAL

Sekv. Id. &. 247; QPPVSPRPRRPGRPRAPPPPQPMYV! SPRRRTTGPPWRPPPLQSTMSPPPQA-
LHQAQLLLWCTTAPLPGLPQPQPARALHSQFPATTLILLPPLPAIAPRLMPVAL-
TIARYLLSPPPITALLPSCLLGSLSFSCLFTFQTSSLIPL WKIPAPTTTKSCRETFLK-
w

Sekv. Id. ¢&. 248, SPGCHLGPGDQAAPGLHRPPSPWCHLGAGQQARLGVHRPSSPQCHLGLRL-
CIRLSFYSGAQRHLCQGYHNPSQQEHSILNSQPPL

Sekv. Id. &. 249; KPAPGSTAPQPPVSPRPRRPGRPRAPPPPQPMVSPRRRTTGPPWRPPPLQ-
STMSPPPQALHQAQLLLWCTTAPLPGLPQPQPARALHSQFPATTLILLPPLPA-
IAPRLMPVALTIARYLLSPPPITALLPSCLLGSLSFSCLFTFQTSSLIPL WKIPA-
PTTTKSCRETFLKW

Sekv. Id. &. 250; KPAPGSTAPPQPPVSPRPRRPGRPR APPPPQPMVSPRRRTTGPPWRPPPL-
QSTMSPPPQALHQAQLLLWCTTAPLPGLPQPQPARALHSQFPATTLILLPPLPAI-
APRLMPVALTIARYLLSPPPITALLPSCLLGSLSFSCLFTFQTSSLIPLWKIPAPTT-
TKSCRETFLKW

Sekv. Id. €. 251; KPAPGSTAPPSPGCHLGPGDQAAPGLHRPPSPWCHL GAGQQARLGVHRPS-
SPQCHLGLRLCIRLSFYSGAQRHLCQGYHNPSQQEHSILNSQPPL

Sekv. Id. €. 252; KPAPGSTAPSPGCHLGPGDQAAPGLHRPPSPWCHLGA GQQARLGVHRPSS-
PQCHLGLRLCIRLSFYSGAQRHLCQGYHNPSQQEHSILNSQPPL

Sekv. Id. €. 253; QPMVSPRRRTTGPPWRPPPLQSTMSPPPQALHQAQLLL WCTTAPLPGLPQP-
QPARALHSQFPATTLILLPPLPAIAPRLMPVALTIARYLLSPPPITALLPSCLLGSL-
SFSCLFTFQTSSLIPLWKIPAPTTTKSCRETFLKW

Sekv. Id. &. 254, SPWCHLGAGQQARLGVHRPSSPQCHLGLRLCIRLSFY SGAQRHLCQGYHN-
PSQQEHSILNSQPPL

Sekv. Id. ¢. 255; RPPPGSTAPQPMVSPRRR
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Sekv. Id. ¢. .256; RPPPGSTAPPQPMVSPRRR
Sekv. Id. &. 257, RPPPGSTAPPSPWCHLGA
Sekv. Id. ¢. 258; RPPPGSTAPSPWCHLGA
Sekv. Id. &. 259; RPRAPPPPSPWCHL

Sekv. Id. &. 260; RPRAPPPPPSPWC

Sekv. Id. €. 261; RPRAPPPPAHGVTSAP
Sekv. Id. &. 262; RPRAPPPPPAHGV

Sekv. Id. ¢. 263; APGLHRPPQPMVSP

Sekv. Id. &. 264; AAPGLHRPQPMVSPR
Sekv. Id. €. 265; PGLHRPPPAHGVT

Sekv. Id. ¢. 266; APGLHRPPAHGVTS

Sekv. Id. &. 267, VDRPQHTEWLSWSNLYRIRHQ
Sekv. Id. ¢. 268; HYLCTDVAPR

Sekv. Id. ¢. 269; HYLCTDVAPPR

Sekv. Id. & 270; HYLCTDVAPPVDRPQHTEWLSWSNLYRIRHQ
Sekv. Id. &. 271, HYLCTDVAPVDRPQHTEWLSWSNLYRIRHQ
Sekv. Id. €. 272; SAYLSPLGTTWLRTCACRLPRPAASCLCTTPSLLWPRRTCPAGSPRATSSP-

WRMPAPKSCCTTGLAFT SPIGLGWRSATASGYARIWPVLSLTCQSWSTSLPS-

TAVTW

Sekv. Id. ¢. 273, PSAYLSPLGTTWLRTCACRLPRPAASCLCTTPSLLWPRRTCPAGSPRATSSP-
WRMPAPKSCCTTGLAFTSPIGLGWRSATASGYARIWPVL SLTCQSWSTSLPS-

TAVIW
Sekv. Id. ¢. 274; PAPIFLLWGPLG
Sekv. Id. &. 275; APIFLLWGPLG

Sekv. Id. €. 276; LPARAPGPPSAYLSPLGTTWLRTCACRLPRPAASCLCTTPSLLWPRRTCPAG-
SPRATSSPWRMPAPKSCCTTGLAFT SPIGLGWRSATASGYARIWPVLSLTCQ-

SWSTSLPSTAVTW

Sekv. Id. €. 277, LPARAPGPPPSAYLSPLGTTWLRTCACRLPRPAASCLCTTPSLLWPRRTCPA-
GSPRATSSPWRMPAPKSCCTTGLAFTSPIGLGWRSATASGYARIWPVLSLTC-

QSWSTSLPSTAVTW
Sekv. Id. €. 278; LPARAPGPPPAPIFLLWGPLG
Sekv. Id. ¢. 279; LPARAPGPPAPIFLLWGPLG
Sekv. Id. &. 280; DLEHHGGVTRHRHR
Sekv. Id. &. 281; LVSDYSMTPRP
Sekv. Id. ¢..282; LVSDYSMTPPRP

Sekv. Id. ¢. 283; LVSDYSMTPPDLEHHGGVTRHRHR
Sekv. Id. ¢. 284; LVSDYSMTPDLEHHGGVTRHRHR

Sekv. Id. ¢. 285, FHHIATDVGPFVRIGFLKIK GKIK GK SLRKPN WK TQHKLKRALMFLIVKKL

Sekv. Id. &. 286; PFHHIATDVGPFVRIGFLKIK GKIK GKSLRKPNWK TQHKLKRALMFLIVKKL

Sekv. Id. €. 287; PSITLQQMLAPS
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Sekv. Id. & 288; SITLQQMLAPS

Sekv. Id. ¢. 289; TSCNEMNPPFHHIATDVGPF VRIGFLKIKGKIK GKSLRKPNWK TQHKLKRALF-
LIVKKL

Sekv. Id. ¢. 290; TSCNEMNPPPFHHIATDVGPFVRIGFLKIK GKIK GKSLRKPNWK TQHKLKRAM-
FLIVKKL

Sekv. 1d. & 291; TSCNEMNPPSITLQQMLAPS

Sekv. Id. &. 292; TSCNEMNPPPSITLQQMLAPS

Sekv. Id. &. 293; LEMILFLMTF

Sekv. Id. & 294; HPCITK TFLEMILFLMTF

Sekv. 1d. & 295; HPCITK TFFLEMILFLMTF

Sekv. Id. &. 296; HPCITKTFFWR

Sekv. Id. &. 297; HPCITKTFWR

Sekv. Id. & 298; LMFEHSQMRLNSKNAHLPIISF

Sekv. Id. &. 299; EYGSIIAFLMFEHSQMRLNSKNAHLPIISF

Sekv. Id. &. 300; EYGSIIAFFLMFEHSQMRLNSKNAHLPIISF

Sekv. Id. &. 301; HLNKGRRLGDKIRAT

Sekv. Id. & 302; FHLNKGRRLGDKIRAT

Sekv. Id. &. 303; VTSGTPFFHLNK GRRLGDKIRAT

Sekv. Id. & 304; VTSGTPFFFHLNKGRRLGDKIRAT

Sekv. Id. &. 305; VTSGTPFFFIRIHFSK

Sekv. Id. &. 306; VTSGTPFFI

Sekv. Id. & 307; CEIERIHFFF

Sekv. Id. &. 308; CEIERIHFFSK

Sekv. Id. & 309; CEIERIHFSK

Sekv. Id. &. 310; FRYISKSI

Sekv. Id. & 311; RYISKSI

Sekv. Id. &. 312; FKKYEPIFFRYISKSI

Sekv. Id. & 313; FKKYEPIFRYISKSI

Sekv. Id. & 314; FPDSDQPGPLYPLDPSCLISSASNPQELSDCHYTHLAFGFSNWRSCPVLPGH-
CGVQ

Sekv. Id. ¢ 315: PDSDQPGPLYPLDPSCLISSASNPQELSDCHYIHLAFGFSNWRSCPVLPGHC-
GVQ

Sekv. Id. & 316; LNMFASVFS

Sekv. Id. & 317; LNMFASVFFS

Sekv. Id. & 318; LNMFASVFFPDSDQPGPL YPLDPSCLISSASNPQELSDCHYIHLAFGFSNWR-
SCPVLPGHCGVQ

Sekv. Id. &. 319; LNMFASVFPDSDQPGPLYPLDPSCLISSASNPQELSDCHYTHLAFGFSNWRS-
CPVLPGHCGVQ

Sekv. Id. &. 320; AMEETVVVAVATVETEVEAMEETGVVAAMEETEVGATEETEVAMEAK WEEE-
TTTEMISATDHT
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Sekv. Id. & 321; LWVRPWLWEWLR WRPK WRL WRRQEWWRLWRRPR WGLRRRPRWL WRE-
NGRKKRLQK

Sekv. Id. & 322; YGGDRSRGAMEETVVVAVATVETEVEAMEETGWAAMEETEVGATEETEV-
AMEAKWEEETTTEMISATDHT

Sekv. Id. & 323; YGGDRSRGGAMEETVVVAVATVETEVEAMEETGWAAMEETEVGATEETEV-
AMEAKWEEETTTEMISATDHT

Sekv. Id. & 324; YGGDRSRGGL WVRPWLWEWLRWEPKWRL WRRQEWWRLWRRPR WGLR-
RRPRWL WRENGRKKRLQK

Sekv. Id. &. 325, YGGDRSRGLW VRPWL WEWLRWEPK WRLWRRQE WWRL WRRPRWGLRR-
RPRWLWRENGRKKRLQK

Sekv. Id. & 326; EFGGGRRQK

Sekv. Id. & 327; EFGGRRQK

Sekv. Id. &. 328; RRAKGGGAGASNPRQ

Sekv. Id. & 329; GRRAKGGGAGASNPRQ

Sekv. Id. &. 330; DVGLREGALELPTRGNKRNVA

Sekv. Id. & 331; MRGGGGVGGRRAKGGGAGASNPRQ

Sekv. Id. &. 332; MRGGGGVGGGRRAKGGGAGASNPRQ

Sekv. Id. & 333; MRGGGGVGGDVGLREGALELPTRGNKRNVA

Sekv. Id. &. 334; MRGGGGVGDVGLREGALELPTRGNKRNVA

Sekv. Id. &. 335; VWQLAGPMLAGWRSLGSWFCRMYGI

Sekv. Id. &. 336; CGSWPALCWRAGGVWAVGSAGCMEYDPEALPAAWGPAAAATVHPRR

Sekv. Id. &. 337; RRYPCEWGVWQLAGPMLAGWRSLGSWFCRMYGI

Sekv. Id. &. 338; RRYPCEWGGTOQLAGPMLAGWRSLGSWFCRMYGI

Sekv. Id. &. 339; RRYPCEWGGCGSWPALCWRAGGVWAVGSAGCMEYDEALPAAWGPAAAA-
TVHPRR

Sekv. Id. &. 340; RRYPCEWGCGSWPALCWRAGGVWAVGSAGCMEYDPEALPAAWGPAAAA-
TVHPRR

Sekv. Id. & 341; LWLWAGWTVWWSCGPGEKGHGWPSLPTMALLLLRFSCMRVASY

Sekv. Id. &. 342; GLWLWAGWTVWWSCGPGEKGHGWPSLPTMALLLLRFSCMRVASY

Sekv. Id. & 343; GCGCGPAGQYGGAVGLARRGTAGCLPCPPWLCCCCAFPACGLPGTDGWR-
GWQGSGCVRVSGSAPWAPGFPFSPPCPLCGTQPRW

Sekv. Id. &. 344; CGCGPAGQYGGAVGLARRGTAGCLPCPPWLCCCCAFPACGLPGTDGWRG-
WQGSGCVRVSGSAPWAPGFPFSPPC-PLCGTQPRW

Sekv. Id. €. 345; LAFNVPGGLWLWAGWTVWWSCGPGEKGHGWPSLPTMALLLLRFSCMRVA-
SY

Sekv. Id. & 346; LAFNVPGGGLWLWAGWTVWWSCGPGEK GHGWPSLPTMALLLLRFSCMR-
VASY

Sekv. Id. &. 347, LAFNVPGGGCGCGPAGQYGGAVGLARRGTAGCLPCPPWLCCCCAFPACGL-
PGTDGWRGWQGSGCVR VSGSAPWAPGFPFSPPCPLCGTQPRW

Sekv. Id. & 348; LAFNVPGGCGCGPAGQY GGAVGLARRGTAGCLPCPPWLCCCCAFPACGLP-
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GTDGWRGWQGSGCVRVSGSAPWAPGFPFSPPCPLCGTQPRW

Sekv. Id. &. 349; PPMPMPGQREAPGRQEA

Sekv. Id. &. 350; GPPMPMPGQREAPGRQEA

Sekv. Id. &. 351; GHQCQCQGKGRHRADRRPDTAQEE

Sekv. Id. & 352; HQCQCQGKGRHRADRRPDTAQEE

Sekv. Id. €. 353; GGHSYGGGPPMPMPGQREAPGRQEA

Sekv. Id. ¢&. 354; GGHSYGGGGPPMPMPGQREAPGRQEA

Sekv. Id. & 355; GGHSYGGGGHQCQCQGKGRHRADRRPDTAQEE

Sekv. Id. & 356; GGHSYGGGHQCQCQGKGRHRADRRPDTAQEE

Sekv. Id. &. 357, APCPQSSGGG

Sekv. Id. &. 358; LPAPSQAAADELDRRPG

Sekv. Id. &. 359; TKVRLIRGAPCPQSSGGG

Sekv. Id. &. 360; TKVRLIRGGAPCPQSSGGG

Sekv. Id. &. 361; TKVRLIRGGLPAPSQAAADELDRRPG

Sekv. Id. &. 362; TKVRLIRGLPAPSQAAADELDRRPG

Sekv. Id. ¢&. 363; CSLAKDGS'IEDTVSSLCGEEDTEDEELEAAASHLNKDLYRELLGG

Sekv. Id. &. 364; GCSLAKDGSTEDTVSSLCGEEDTEDEELEAAASHLNKDLYRELLGG

Sekv. Id. &. 365; AAAWQKMAPPRTPRPACVARR

Sekv. Id. &. 366; ENSRPKRGGCSLAKDGSTEDTVSSLCGEEDTEDEELEAAASHLNKDLYRELL-
GG

Sekv. Id. &. 367, ENSRPKRGGGCSLAKDGSTEDTVSSLCGEEDTEDEELEAAASHLNKDLYRE-
LLGG

Sekv. Id. &. 368; ENSRPKRGGAAAWQKMAPPRTPRPACVARR

Sekv. Id. &. 369; ENSRPKRGAAA WQKMAPPRTPRPACVARR

Sekv. Id. ¢. 370; HCVLAASGAS

Sekv. Id. &. 371; GHCVLAASGAS

Sekv. Id. &. 372; GTASSRPLGLPKPHLHRPVPIRHPSCPK

Sekv. Id. & 373; TASSRPLGLPKPHLHRPVPIRHPSCPK

Sekv. Id. ¢. 374; AGTLQLGGHCVLAASGAS

Sekv. Id. &. 375; AGTLQLGGGHCVLAASGAS

Sekv. Id. €. 376; AGTLQLGGGTASSRPLGLPKPHLHRPVPIRHPSCPK

Sekv. Id. €. 377; AGTLQLGGTASSRPLGLPKPHLHRPVPIRHPSCPK

Sekv. Id. &. 378; RRTPSTEKR

Sekv. Id. &. 379; RRTPSTEKKR

Sekv. Id. &. 380; RRTPSTEKKGRSEC

Sekv. Id. €. 381; RRTPSTEKGRSEC

Sekv. Id. €. 382; STTKCQSGTAETYN SWKVKNLQLEPRRVTSQMNRQVK-DMTAILSQS

Sekv. Id. ¢. 384, SSEEIKKKST'I'KCQSGTAETYNSWKVKNLQLEPRRVTSQMNRQVKDMT AILS-
Qs

Sekv. Id. &. 385; SSEEIKKKKS’I'I’KCQSGTAETYNSWKVKNLQLEPRRVTSQMNRQVKDMTAIL-

Cx

O



40 . e

SQS
Sekv. Id. & 386; SSEEIKKKKVQPNASQAQQKPTTHGR
Sekv. Id. & 387; SSEEIKKKVQPNASQAQQKPTTHGR
Sekv. Id. ¢&. 388; NRGWVGAGE
Sekv. Id. & 389; [EAG
Sekv. Id. & 390; VHNYCNMKNRGWVGAGE
Sekv. Id. & 391; VHNYCNMKKNRGWVGAGE
Sekv. Id. & 392; VHNYCNMKKIEAG s
Sekv. Id. & 393; VHNYCNMKIEAG
Sekv. Id. &. 394; QLRCWNTWAKMFFMVFLIWQNTMF
Sekv. Id. & 395, VKKDNHKKQLRCWNTWAKMFFMVFLIWQNTME
Sekv. Id. & 396; VKKDNHKKKQLRCWNTWAKMFFMVFLIWQNTMF
Sekv. Id. &. 397, VKKDNHKKKNS
Sekv. Id. &. 398; VKKDNHKKNS
Sekv. Id. & 399; GAEESGPFNRQVQLK VHASGMGRHLWNCPAFWSEV
Sekv. Id. & 400; HPSPPPEKRS
Sekv. Id. & 401; HPSPPPEKKRS
Sekv. Id. & 402; HPSPPPEKK GAEESGPFNRQVQLK VHASGMGRHL WNCPAFWSEV
Sekv. Id. & 403; HPSPPPEK GAEESGPFNRQVQLKVHASGMGRHLWNCPAFWSEV
Sekv. Id. &. 404; MQVLSKTHMNLFPQVLLQMFLRGLKRLLQDLEKSKKRKL
Sekv. Id. & 405; RCKSARLI
Sekv. Id. &. 406; VQTQPAIKKMQVLSK THMNLFPQVLLQMFLRGLKRLLQDLEKSKKRKL
Sekv. Id. & 407; VQTQPAIKKKMQVLSK THMNLFPQVLLQMFLRGLKRLLQDLEKSKKRKL
Sekv. Id. & 408; VQTQPAIKKRCKSARLI
Sekv. Id. & 409; VQTQPAIKRCKSARLI
Sekv. Id. & 410; ARSGKKQKRKL
Sekv. Id. & 411; ARSGKKQKKRKL
Sekv. Id. &. 412; ARSGKKQKKENFS
Sekv. Id. & 413; ARSGKKQKENFS
Sekv. Id. & 414; KASARSGKSKKRKL
Sekv. Id. & 415; KASARSGKKSKKRKL
Sekv. Id. & 416; KASARSGKK AKKENSF
Sekv. Id. & 417; KASARSGKAKKENSF
Sekv. Id. & 418; HLNKGRRLGDKIRAT
Sekv. Id. & 419; VISGTPFFHLNKGRRLGDKIRAT
Sekv. Id. & 420;VTSGTPFFFHLNKGRRLGDKIRAT
Sekv. Id. & 421:VTSGTPFFFI
Sekv. Id. & 422; VTSGTPFFI
Sekv. Id. & 423;VTLLYVNTVTLAPNVNMESSRNAHSPATPS AKRKDPDLTWGGFVFFFCQFH
Sekv. Id. &. 424; KCRCKPNFFVTLLY VNTVTLAPNVNMESSRNAHSPATPSAKRKDPDLTWGGF-

Ox
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VFFFCQFH

Sekv. Id. & 425;KCRCKPNFFFVTLLY VNTVTLAPNVNMESSRNAHSPATPSAKRKDPDLTWG-
GFVFFFCQFH

Sekv. Id. &. 426;KCRCKPNFFL

Sekv. Id. &. 427;KCRCKPNFL

Sekv. Id. &. 429;L VKKLKEKKMNWIL

Sekv. Id. &. 430;LVKKLKEKKKMNWIL

Sekv. Id. & 431;,LVKKLKEKKR

Sekv. Id. & 432;L VKKLKEKR

Sekv. Id. & 433;AAIVKDCCR

Sekv. Id. & 434;SQPASILGRKL

Sekv. Id. & 435;SQPASILGKRKL

Sekv. Id. & 436;SQPASILGKAAIVKDCCR

Sekv. Id. & 437;SQPASILGAAIVKDCCR

Sekv. Id. & 459;NTWAKMFFMVFLIWQNTMF

Pfiklady rakoviny, které jsou vhodné pro 1é&bu pomoci jednoho nebo vice téchto
slouCenin jsou, karcinom kolorekta, karcinom prsu, malobunéény karcinom plic,
nemalobunéény karcinom plic, karcinom jater (primérni i sekundarni), melanom, karcinom
ovarii, karcinom mozku, renalni karcinom, karcinom hlavy a krku, karcinom pankreatu,
karcinom Zaludku, karcinom jicnu, karcinom prostaty, leukemie a lymfomy.

NiZe jsou uvedeny nékteré piiklady genii, jejichz mohou vést ke genovym produktim,
které pfispivaji k vyvoji tumorti.

Pfedpoklada se, Ze vznik karcinomu kolorekta vyplyva ze série genetickych odchylek
v nasledujicich genech : Delece v genu kolorektalniho karcinomu (DCC) (Sekv. Id. & 30-34),
lidsky gen cysteinové proteazy (ICErel-III) (Sekv. Id. ¢. 394-398 a 459), lidsky gen
predpokladané opravy chybného parovani /vazebného proteinu (hMSH3) (Sekv. Id. &. 134-
-147), lidsky gen h(MSH6 (Sekv. Id. & 202-203 a 293-297), lidsky n-myc gen  (Sekv. Id. &.
189-194), lidsky gen TGF-B-2 (hTGFB2) (Sekv. Id. €. 22-29), lidsky gen s p53 asociovany
(Sekv. Id. €. 285-292).

Lidsky citlivy gen karcinomu prsu (BRCA2) (Sekv. Id. ¢. 35-94) a lidsky gen proteinu
s RING doménou asociovany s BRCA1 (BARD1) (Sekv. Id. ¢. 404-417) jsou zapojeny do
vyvoje karcinomu prsu a do vyvoje karcinomu mozku je zapojen lidsky gen hMSH6 (Sekv.
Id. ¢. 200-203 a 293-297).

Odchylky v genech jsou &asté u mnoha typd adenokarcinomi, niZe jsou uvedeny ty

geny, které jsou u mnoha karcinomd mutované:
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Lidsky citlivy gen karcinomu prsu (BRCA2) (Sekv. Id. & 35-94), delece v genu
kolorektalniho karcinomu (DCC) (Sekv. Id. & 30-34), lidsky gen pfedpokladané opravy
chybného parovani/vazebného proteinu (hMSH3) (Sekv. Id. &, 134-147), lidsky gen hMSH6
(Sekv. Id. €. 200-203 a 293-297), lidsky n-myc gen (Sekv. Id. &. 189-194), lidsky gen TGF-B-
2 (hTGFB2) (Sekv. Id. ¢. 22-29), lidsky gen s p53 asociovany (Sekv. Id. &. 285-292), lidsky
gen MUC1 (Sekv. Id. & 247-266), lidsky germline n-myc gen (Sekv. Id. ¢&. 182-188), lidsky
gen proteinu asociovaného s Wilmsovym tumorem (WIT-1) (Sekv. Id. &. 388-393), lidsky gen
karcinomu nasofaryngu EBV BNLF-1 (Sekv. Id. & 204-210), lidsky gen indukovany
transformujicim ristovym faktorem beta (BIGH3) (Sekv. Id. €. 227-232).

Mnoho mutovanych gendi miZze vyustit ve vznik leukémii a lymfom&: lidsky gen
neurofibrominu (NF1) (Sekv. Id. &. 176-181), b-raf onkogen (Sekv. Id. & 170-175), lidsky gen
proteinové tyrozin kinazy (JAK1) (Sekv. Id. &. 267-271), lidsky gen proteinové tyrozin kinazy
(JAK3) (Sekv. Id. & 273-279).

Geny uvaZzované u maligniho melanomu: lidsky gen metastatického supresoru
maligniho melanomu (hKiSS-1) (Sekv. Id. & 328-334), geny uvaZované v souvislosti
s metastazovanim: lidsky gen mtal asociovany s metastazovanim (hMTA1) (Sekv. Id. &. 357-
362).

Rizeni bun&&ného cyklu a signalni transdukce jsou pfisné regulovany. Mutace
posunujici Cteci ramec u téchto genti mohou ustit v nekontrolovatelny bunéény rist. Piiklady
gendi, které mohou byt vii¢i témto mutacim citlivé jsou: lidsky gen proteinové tyrozin
fosfatazy (hPTP) (Sekv. Id. & 95-102), lidsky gen kinazy (TKK) (Sekv. Id. &. 109-120),
lidsky gen transkripéniho represoru (CTCF) (Sekv. Id. & 121-127), lidsky gen regulatoru
bunééného cyklu proteinu p300 (E1A vazebny protein) (Sekv. Id. & 211-218), lidsky gen
indukovany transformujicim ristovym faktorem beta (BIGH3)( Sekv. Id. &. 227-232), lidsky
gen Flt4 (pro transmembranovou tyrozin kinazu) (Sekv. Id. &. 280-284), lidsky gen receptoru
spojeného s G proteinem (hGPR1) (Sekv. Id. & 314-319), lidsky gen transkrip&niho faktoru
(hITF-2) (Sekv. Id. €. 326-327), lidsky gen proteinu TP-1 asociovaného s telomerazou (hTP-
1) (Sekv. Id. €. 335-348), lidsky gen podjednotky transkripéniho faktoru TFIIB 90 kDa
(hTFIIB90) (Sekv. Id. & 363-369), lidsky gen FADD-homologni ICE/CED-3 podobné
proteazy (Sekv. Id. ¢. 128-133).

Mutace vDNA syntetickych nebo reparalnich enzymech mohou také vést
k nekontrolovanému bun&&nému riistu: lidsky gen DNA topoizomerazy II (top2) (Sekv. Id. &.
103-108), lidsky gen pfedpokladané opravy chybného parovani/vazebného proteinu (hMSH3)
(Sekv. Id. €. 134-147), lidsky gen hMSH6 (Sekv. Id. &. 200-203 a 293-297).
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Dale jsou uvedeny tumory supresorovych geni: lidsky gen retinoblastom vazebného
proteinu 1 izoforma I (hRBP1)(Sekv. Id. &. 148-156), lidsky gen neurofibrominu (NF1) (Sekv.
Id. & 176-181), lidsky gen s p53 asociovany (Sekv. Id. ¢. 285-292), lidsky gen retinoblastom
pfibuzného proteinu (p107) (Sekv. Id. & 310-313), lidsky gen tumorového supresoru
(hLUCA-1) (Sekv. Id. & 370-377). Mutace v téchto genech mohou vést ke vzniku rakoviny.

Dale jsou uvedeny onkogeny, proto-onkogeny nebo pfedpokladané onkogeny: lidsky
germline n-myc gen (Sekv. Id. & 182-188), lidsky n-myc gen (Sekv. Id. & 189-194), lidsky
gen can (hCAN) (Sekv. Id. &. 298-300), lidsky gen dek (hDEK) (Sekv. Id. €. 307-309), b-raf
onkogen (Sekv. Id. &. 170-175), lidsky gen DBL (hDBL) proto-onkogen/lidsky gen MCF2PO
(hAMCF2PO) (Sekv. Id. & 301-306). Ke vzniku rakoviny mohou vést posunové mutace u
téchto genu.

Syntéza

Peptidy byly syntetizovany pomoci peptidové syntézy s vyuzitim kontinulniho toku na
pevné fazi. Byly pouzZity A-a-Fmoc-aminokyseliny s vhodnou ochranou bo¢ni skupiny. Fmoc-
aminokyseliny byly aktivovany pro vazbu jako pentafluorfenylestery nebo s vyuZitim bud
TBTU, nebo diisopropylkarbodiimidovou aktivaci pfed vazbou. Pro selektivni odstranéni
Fmoc po kazdém navazani byl pouZit 20% piperidin v DMF. Odstépovani od pryskyfice a
koneéné odstranéni ochrannych skupin vedlej§ich fetézcl bylo provedeno pomoci 95% TFA
obsahujici vhodnou zachycujici latku. Peptidy byly purifikovany a analyzovany pomoci
HPLC chromatografie na reverzni fazi (C18). Peptidy byly identifikovany pomoci
hmotnostni elektrosprejové spektroskopie (Finnigan mat SSQ710).

Touto metodou byly syntetizované peptidy pouZité vin vitro studiich T bun€¢né
stimulace.

K syntéze peptidii mtize byt pouZita jakakoliv metoda znama odbornikovi v oblasti.

Ptiklady zpiisobii pro stanoveni novych mutovanych posunovych peptidi.

V tomto pfikladu je pro ilustraci principu pouZit BAX gen.

V kazdém z krokt uvedenych nize prvni fadek odpovida genové sekvenci a druhy fadek
aminokyselinové sekvenci.

V krocich 2 az 5 uvedené sekvence piedstavuji mutovanou ast proteinu.

Krok 1:
Normalni BAX gen:
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ATG GGG GGG GAG GCA CCC GAG CTG GCC CTGGACCCGGTG.....
M G G E A P E L A L D P V.

Krok2:

Ze sekvence je deletovano 1G

ATG GGG GGG AGG CAC CCG AGC TGG CCC TGG ACC CGG TGC CTC

MGGRHPSWPWTRCL

AGG ATG CGT CCA CCA AGA AGC TGA

R M R P P R S sop

Krok 3:

Ze sekvence je deletovano 2G

ATG GGG GGA GGC ACC CGA GCT GGC CCT GGA CCC GGT GCC
M G G G T R A G P G P G A

TCA GGA TGC GTC CAC CAA GAA GCT GAG CGA GTG TCT CAA GCG
$ 6 €C VH Q E A E R V § Q A
CAT CGG GGA CGA ACT GGA CAG TAA
H R G R T G Q stop

Krok 4:

1G je vloZeno do genové sekvence
ATG GGG GGG GGA GGC ACC CGA GCT GGC CCT GGA CCC GGT GCC

M G G G G T R A G P G P G A
TCA GGA TGC GTC CAC CAA GAA GCT GAG CGA GTG TCT CAA GCG
S G C V H Q E A E R VvV S Q A
CAT CGG GGA CGA ACT GGA CAG TAA

H R G R T G Q Stop

Krok 5:

2G jsou vloZena do genové sekvence

ATG GGG GGG GGG AGG CAC CCG AGC TGG CCC TGG ACC CGG TGC
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M G G G R H P S WP W TR C
CTC AGG ATG CGT CCA CCA AGA AGC TGA

L R M R P P R S Stop

V dal$im ptikladu je pro ilustraci principu pouZit TGFBRII gen.
V kazdém z krokii uvedenych nie prvni fadek odpovida genové sekvenci a druhy fadek
aminokyselinové sekvenci.V krocich 2 aZ 5 znazornéné sekvence reprezentuji mutovanou &ast

proteinu.

Krok 1:

Normalni TGFBRII.

GAA AAA AAA AAG CCT GGT GAG ACT TTC TTC ATG TGT TCC....

E K K K P G E T F F M C S.

Krok 2:

Z genové sekvence je deletovano 1A

GAA AAA AAA AGC CTG GTG AGA CTT TCT TCA TGT GTT CCT GTA
E K K S L V R L § S C V P V
GCT CTG ATG ACT GCA ATG ACA ACA TCA TCT TCT CAG AAG AAT
A L M S A M T T S S S Q K N
ATA ACA CCA GCA ATC CTG ACT TGT TGC TAG

I T P A I L T C C sop

Krok 3:

Z genové sekvence je deletovano 2A
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GAA AAA AAA GCC TGG TGA

E K K A W Stp

Krok 4.

Do genové sekvence je vioZeno 1A

GAA AAA AAA AAA GCC TGG TGA

E K K K A W Stp

Krok 5:

Do genové sekvence je vioZzeno 2A

GAA AAA AAA AAA AGC CTG GTG AGA CTT TCT TCA TGT GTT CCT
E K K K 8 L V R L S S C V P
GTA GCT CTG ATG ACT GCA ATG ACA ACA TCA TCT TCT CAG AAG
Vv A L M S A M T T 8§ 8§ § Q K
AAT ATA ACA CCA GCA ATC CTG ACT TGT TGC TAG

N 1I T P A I L T € C Stop
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Seznam sekvenci

Obecné informace platné pro vSechny sekvence

Typ sekvence: peptid
Jednotka sekvence: aminokyselina

Topologie: linedrni

SEKVENCE ID C. 1

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
RHPSWPWTRCLRMRPPRS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 2

DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin
GTRAGPGPGASGCVHQEAERVSQAHRGRTG
1 5 10 15 20 25 30
Q

SEKVENCE ID C. 3

DELKA SEKVENCE: 32 aminokyselin
GGTRAGPGPGASGCVHQEAERVSQAHRGRT
1 5 10 15 20 25 30

G Q

SEKVENCE ID C. 4

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
GRHPSWPWTRCLRMRPPRS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 5

DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin
IQDRAGRMGGRHPSWPWTRCTLR MRPPRS
1 5 10 15 20 25



Z

SEKVENCE ID C. 6

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
IQDRAGRMGGGRUHPSW
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 7
DELKA SEKVENCE: 42 aminokyselin
IQDRAGRMGGGGTRAG

1 5 10 15
RVSQAHRGRTGDOQ
35 40

SEKVENCE ID C. 8

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
IODRAGRMGGGTRAGTP
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 9

DELKA SEKVENCE: 22 aminokyselin
IQDRAGRMGGRHPSWEP
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 10

DELKA SEKVENCE: 22 aminokyselin
ASGCVHQEAERVSOQAH
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 11

DELKA SEKVENCE: 22 amihokyselin
GGTRAGPGPGASGCVH
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 12

DELKA SEKVENCE: 22 aminokyselin
IQDRAGRMGGGGTRAG
1 5 10 15

PWT

.
tevsos

PGPGASGCVHOQEATE

R G R

PGP

20

CLR
20

TGOQ
20

ERYV
20

G A S
20

25

30
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SEKVENCE ID C. 13

DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin
SLVRLSSCVPVALMSAMTTSSSQKNTITPAT
1 5 10 15 20 25 30
LTCC

SEKVENCE ID C. 14
DELKA SEKVENCE: 44 aminokyselin
SPKCIMKEKKSLVRLSSCVEPYV ALMSAMTTS

1 5 10 15 20 25 30
SSQKNITPAILTCC
35 40

SEKVENCE ID €. 15

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
PKCIMKEKKKSLVRLSSCV
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 16

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
ALMSAMTTSSSQKNITPAILTCC
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID &. 17

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
SLVRLSSCVPVALMSAMTTSZSS S Q
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 18

DELKA SEKVENCE: 22 aminokyselin
SPKCIMKEKEKSLYVRLSSCVPVA
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 19



Je * .

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
SPKCIMKETKEKAW
1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 20

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
PKCIMEKEIKKEKAW

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 21

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
AMTTSSSQKNITPAILTC C
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 22

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
TVGRPHTISTC

1 5

SEKVENCE ID ¢. 23

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
KTVGRPHTISC

1 5 10

SEKVENCE ID C. 24

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
KQWEDPTSPANVIALL QT
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 25

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
QWEDPTSPANVIALTL QT
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 26

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
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QKTIKSTRKEKTVGRP HISsSC
1 5 10 15

SEKVENCE ID &. 27

DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin
QKTIKSTRKKKTVGRPHTISC
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID ¢. 28
DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin

QKTIKSTREKKKQWETDTP TSPANVIA

1 5 10 15 20

SEKVENCE ID ¢&. 29
DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin

QKTIKSTRKKQWETDTP TSPANVIAL

1 5 10 15 20

SEKVENCE ID ¢. 30
DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin

AADLQQQFVHFLDCWD VSSIPFTL

1 5 10 15 20
DITT

SEKVENCE ID ¢. 31

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
GKDAKEKS S

1 5

SEKVENCE ID ¢. 32

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
GKDAKEZKKS S

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 33
DELKA SEKVENCE: 42 aminokyselin

LLQrT
25

LQT
25

HLPQADYQ

25

30

GKDAKEKKAADTL QQQFVHFLDCWDVSSIPF



1 5 10 15 20 25 30
TLHLPQAQDTITT
35 40

SEKVENCE ID ¢. 34
DELKA SEKVENCE: 41 aminokyselin
GKDAKEKAADLQQQFVHFLDC WDVSSIPEFT

1 5 10 15 20 25 30
LEHLPQAQDITT
35 40

SEKVENCE ID C. 35

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
FSMKQTLMNVEKNLEKTEK
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 36

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
KFSMKQTLMNVK NLKTZK
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 37

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
VRTSKTREKKFSMEK OTLMNVEKNILEKTK
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID ¢. 38

DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin
VRTSKTREKEKEKTFSM KQTLMNVEKNLEKTZK
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID C. 39

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
VRTSKTREKEKNTFFP

1 5 10



SEKVENCE ID C. 40

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
VRTSKTREKNTFP

1 5 10

SEKVENCE ID C. 41

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
IKKKLLQFQK

1 5 10

SEKVENCE ID C. 42

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
KIKKKLLQFQK

1 5 10

SEKVENCE ID C. 43

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
KSRRNYFNFKNNCQSR
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 44

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
SRRNYFNFKNNCQSRL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 45

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
TNLRVIQKIKKEKLLOQF
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 46
DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin

TNLRVIQKKIKKKLLQFQK

1 5 10 15

SEKVENCE ID &. 47

3

XX K]



DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin

TNLRVIQKKSRRNYFNFKNNOC Q SRL
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID C. 48

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
TNLRVIQKSRRNYFNTFEKNNOC Q SR L
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 49

DELKA SEKVENCE: 5 aminokyselin
KIMIT

1 5

SEKVENCE ID C. 50

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
NIDKIPEEKIMIT

1 5 10

SEKVENCE ID C. 51

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
NIDKIPEEKEKIMTIT

1 5 10

SEKVENCE ID C. 52

DELKA SEKVENCE: 5 aminokyselin
IINAN

1 5

SEKVENCE ID C. 53

DELKA SEKVENCE: 6 aminokyselin
KIINAN

1 5

SEKVENCE ID C. 54

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin



NDKTVSEKIINAN
1 5 10

SEKVENCE ID C. 55

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
NDKTVSEKKTIINAN

1 5 10

SEKVENCE ID C. 56

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
NGLEKEYLMVNOQEKE

1 5 10

SEKVENCE ID C. 57

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
SQTSLLEAKNGLEEKTEY
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 58

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
SQTSLLEAKKNGTLETKTE
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 59

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
SQTSLLEAKIKMA

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 60

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
SQTSLLEAKMA

1 5 10

SEKVENCE ID C. 61
DELKA SEKVENCE: 6 aminokyselin
TLVFPEK

LMVNQKE
20

YLMVNQKE
20



SEKVENCE ID ¢. 62

DELKA SEKVENCE: 7 aminokyselin
KTLVFPK

1 5

SEKVENCE ID C. 63

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
LKNVEDQKTLVFPK

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 64

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
LKNVEDQEKKTTLVTFTZPEK
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 65

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
LKNVEDOQEKEKH

1 5 10

SEKVENCE ID C. 66

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
LKNVEDOQKH

1 5

SEKVENCE ID C. 67

DELKA SEKVENCE: 6 aminokyselin
KKIOQLY

1 5

SEKVENCE ID C. 68
DELKA SEKVENCE: 7 aminokyselin
KKKIOQLY

esen

-
esveen



SEKVENCE ID C. 69
DELKA SEKVENCE: 36 aminokyselin
RKRFSYTEYLASIIRFIFSVNRREKE IQNTLS

1 5 10 15 20 25 30
SCNVFKI
35

SEKVENCE ID ¢. 70

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
LRIVSYSKEKKEKTI QLY

1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 71

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
LRIVSYSKEKEKEKEKTI QLY
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢&. 72
DELKA SEKVENCE: 45 aminokyselin
LRIVSYSKKRKRFSYTEYLASIIRFIFSYV N

1 5 10 15 20 25 30
RRKEIQNLSSCNTFEKTI
35 40 45

SEKVENCE ID C. 73
DELKA SEKVENCE: 44 aminokyselin
LRIVSYSKREKRFSYT EYLASTIRFIVFSVNRT R

1 5 10 15 20 25
30
RKEIQNLSSCNTFEKTI

35 40

SEKVENCE ID C. 74



DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
QDLPLSSICQTIVTTIY
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 75

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
KQDLPLSSICQTIVTI
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 76

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
NRTCPFRLFVRRMLOQF
1 5 10 15

SEKVENCE 1D C. 77

DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin
GFVVSVVKKQDLPLSS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 78

DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin
GFVVSVVKKKQDLPLS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 79
DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin

GFVVSVVKKNRTCPTFR
1 5 10 15
LDRP '

SEKVENCE ID C. 80
DELKA SEKVENCE: 33 aminokyselin

GFVVSVVKNRTCPTFRL
1 5 10 15
DRP

SEKVENCE ID &. 81

w2 S¥

W Q

KVLDR
20

TIVTTI
20

QTIVT
20

RRMLQ
20

RMLQF
20

P
25

Y W Q
25

I YWQ
25

FTGNKYV

25

30

TGNKVL

25

30



DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
YRKTKNOQN

1 5

SEKVENCE ID C. 82

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KYRKTKNOQN

1 5

SEKVENCE ID C. 83

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
NTERPKIRTN

1 5 10

SEKVENCE ID C. 84

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
DETFYKGKKYREKTE KNG QN

1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 85

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
DETFYKGKKKYREKTE KNON
1 5 10 15

SEKVENCE ID &. 86

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
DETFYKGKKNTERPEKTIRT
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 87

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
DETFYKGKNTERPEKTIRTN
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 88
DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin

LSINNYRFQMKFYFRFTSHGSPFTSANF

1 5 10 15

20

25

XX R}



SEKVENCE ID C. 89

DELKA SEKVENCE: 29 aminokyselin
KLSINNYRFQMEKTFYFR
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 90

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
NSVSTTTGTFR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 91
DELKA SEKVENCE: 37 aminokyselin
NIQLAATKEKLSINNY R

1 5 10 15
PFTSANTF
35

SEKVENCE ID C. 92
DELKA SEKVENCE: 38 aminokyselin
NIQLAATKKKLSINNY

1 5 10 15
SPFTSANTF
35

SEKVENCE ID C. 93

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
NIQLAATKKNSVSTTT
1 5 10 ° 15

SEKVENCE ID C. 94

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
NIQLAATKNSVSTTTG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 95
DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin

FTSHGSPFTSANTF
20 25

FOQOMKFYFRFTSHGS
20 25 30

RFOQOMKFYFRFTSHG
20 25 30

F R



MEHVAPGRMSASPQSPTOQQ

1 5 10 15
SEKVENCE ID C.
DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
KMEHVAPGRMSASTP Q S

1 5 10 15

96

SEKVENCE ID C. 97

DELKA SEKVENCE: 59 aminokyselin

KWSTWLQAECOQHLHSTP

1 5 10 15

HHCFALDSSPGPRPVFEF
35 40 45

SEKVENCE ID C. 98

DELKA SEKVENCE: 58 aminokyselin

WSTWLQAECQHILHSTP Q

1 5 10 15

HCFALDSSPGPRPVFL
35 40 45

SEKVENCE ID &. 99
DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin

TFSVWAEKMEHVAPGR R
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 100

DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin
TFSVWAEKKMEHVATPG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 101

DELKA SEKVENCE: 67 aminokyselin
TFSVWAEKKWSTWLOQA
1 5 10 15

6]

DKP
20
LGL
50

KPQ
20
G L
50

S P OQ
20

ASP
20

HLH
20

AGLDQQ
25 30
QGRHED

55

GLDQQH
25 30
GRHD

55

T Q
25

PTAQ
25

QRSDKP
25 30



PN os oo e
16 to e

QOQAGLDQQHHCFALDSSTP GPRPVFLQLLGTL
35 40 45 50 55 60
MGQGRHD
65

SEKVENCE ID C. 102
DELKA SEKVENCE: 66 aminokyselin
TFSVWAEKWSTWLQAECOQHTLHS P QR SDEKPQ

1 5 10 15 20 25 30
QAGLDQQHHCFALDSSPGEP RPVFLQLLGLM
35 40 45 50 55 60
GQGRHD
65

SEKVENCE ID C. 103

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
HKWLKFCLLRLVEKESTFHE
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 104

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
KHKWLKFCLLRLVEKESGSTFHE
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 105

DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin
KGGKAKGKKHKWLKFCLLRLVEKESTFTHFE
1 5 10 ° 15 20 25

SEKVENCE ID ¢. 106

DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin
KGGKAKGKKKHKWLKFCLLRLVEKESTFEHTE
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID C. 107
DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin



b3 -t

KGGKAKGKKNTNG
1 5 10

SEKVENCE ID C. 108

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
KGGKAKGKNTNG

1 5 10

SEKVENCE ID C. 109

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
VNNFFKKL

1 5

SEKVENCE ID C. 110

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KVNNFFEKKL

1 5

SEKVENCE ID C. 111

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
LSQGNVKKVNNTFTFEKZKL
1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 112

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
LSQGNVEKKEKVNNTFTFEK KL
1 5 10 15

SEKVENCE ID &. 113
DELKA SEKVENCE: 38 aminokyselin
GEKNDLQLFVMSDRRYKIYWTVILLNPCGN

1 5 10 15 20 25 30
LHLKTTSL
35

SEKVENCE ID ¢&. 114
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DELKA SEKVENCE: 39 aminokyselin
KGEKNDLQLFVM SDRRYKIYWTVI LLNPCG

1 5 10 15 20 25 30
NLHLKTTSL
35

SEKVENCE ID €. 115

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
KGKKMICSYS

1 5 10

SEKVENCE ID C. 116

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
GKKMICSYS

1 5

SEKVENCE ID C. 117
DELKA SEKVENCE: 46 aminokyselin
SSKTFEKKGEKNDLQLFVMSDRRY KIYWTYV

1 5 10 15 20 25 30
ILLNPCGNLHLEKTTS L
' 35 40 45

SEKVENCE ID C. 118
DELKA SEKVENCE: 47 aminokyselin
SSKTFEKKKGEKNDLOQLFVMSDRRYKTIVYHW T

1 5 10 ° 15 20 25 30
VILLNPCGNLHLEKTTS L
35 30 45

SEKVENCE ID C. 119

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
SSKTFEKKEKGEKEKM I CSYSs
1 5 10 15



SEKVENCE ID ¢. 120

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
SSKTFEKKGKKMICSY
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 121

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
QRKPKRANCVTI ORRAK
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 122

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
KQRKPEKRAN CVIQRRA
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 123

DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin
NKENOQKE QTALLYRGG
1 5 10 15

SEKVENCE ID &. 124

DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin
PDYQPPRAKTK QRKPKRA
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 125

DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin
PDYQPPAKKEKOQREKPEKR
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 126

DELKA SEKVENCE: 35 aminokyselin
PDYQPPAKEKNK ENOQKE
1 5 10 15

VCLRF

S

KM

QTA

RCVCLRF
20 25

IQRRAKM
20 25

VIQRRAKM
20 25

LLYRGGQRCRC
20 25 30



35

SEKVENCE ID C. 127

DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin

PDYQPPAKNEKEN QOKEQTALTLYR GGQRCRCV
1 5 10 15 20 25 30

SEKVENCE ID ¢. 128

DELKA SEKVENCE: 7 aminokyselin
NLSSLLTI

1 5

SEKVENCE ID €. 129

DELKA SEKVENCE: 5 aminokyselin
TCLPF

1 5

SEKVENCE ID ¢. 130

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
QPTFTLREKNL SSLLTI

1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 131

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
QPTFTLREKEXKNTL S SLLTI
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 132

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
QPTFTLREKKT CLPF

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 133
DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
QPTFTLRKTCTLEPF
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SEKVENCE ID C. 134
DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin

(XY es L ‘e

ee o

©

- -
se e oo LR LA N N ] ee

RATFLLSLWEC CSTLTP QARLCLIVSRTGLTLYV Q

1 5 10 15
S

SEKVENCE ID C. 135

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
GOQHFYWHCGSAACEHTR R R
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 136
DELKA SEKVENCE: 39 aminokyselin
KENVRDKEKRATTFIL L S L

1 5 10 15
SRTGLLVQS
35

SEKVENCE ID C. 137
DELKA SEKVENCE: 40 aminokyselin
KENVRDKKKRATFLTLS

1 5 10 15
VSRTGLLVQS
35 40

SEKVENCE ID C. 138

DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin
KENVRDKKKGOQHFYWH
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 139

DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin
KENVRDKKGQHFYWHUC
1 5 10 15

20 25 30

GCV

WECSLPQARLCLIV
20 25 30

LWECSLPQARLCTLI
20 25 30

CGSAACHRRGCYV
20 25

GSAACHRRGCV
20 25

*
ersevce



1 éy .oo: .o

SEKVENCE ID C. 140
DELKA SEKVENCE: 39 aminokyselin
ITHTRWGITTWDSWSVRMEKANW I QAQQNKS

1 5 10 15 20 25 30
LILSPSFTZK
35

SEKVENCE ID ¢. 141
DELKA SEKVENCE: 40 aminokyselin
KITHTRWGTIT TWDSWSVRMEKAN WIOQAQQNK

1 5 10 15 20 25 30
SLILSPSTFTEK
35 40

SEKVENCE ID C. 142

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
KLLTPGGELPHGTILGQ
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 143

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
LLTPGGELPHGI LGOQ

1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 144
DELKA SEKVENCE: 47 aminokyselin
PPVCELEKITHTRWGITTWDSWS VR MKANW

1 5 10 15 20 25 30
IQAQONKSLILSPSFTXK
35 40 45

SEKVENCE ID C. 145
DELKA SEKVENCE: 48 aminokyselin
PPVCELEKKITHTRWGITTWDSWSVRMEKA AN
1 5 10 15 20 25 30
WIQAQQNKSLILSPSTF FTEK

35 40 45
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SEKVENCE ID C. 146

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
PPVCELEKKLLTPGGE
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 147

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
PPVCELEKLLTPGGEL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 148

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
SLKDELEKMEKTI

1 5 10

SEKVENCE ID C. 149

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
SLKDELEEKEKMEKII

1 5 10

SEKVENCE ID C. 150

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
LGQSSPEKEKNEKN

1 5 10

SEKVENCE 1D ¢. 151

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
LGQSSPEEKNEKN '

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 152
DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin

LPHGIULGDYQ
20

PHGIULGOQ
20

RLRRINGRGSQIRSRNAFNRSETE

1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 153

20

L d
escsse

.



DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
EPKVEKEEIEKIKT
1 5 10

SEKVENCE ID C. 154

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
EPKVKEEZKEKK KT

1 5 10

SEKVENCE ID C. 155

DELKA SEKVENCE: 32 aminokyselin
EPKVKEEKKRLRRING
1 5 10 15
E E

SEKVENCE ID &. 156

DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin
EPKVKEEKRLRRINGR
1 5 10 15
E

SEKVENCE ID €. 157

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
TFRYKGKOQHPFFST

1 5 10

SEKVENCE ID C. 158

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
GPNAPEEKNH

1 5 10

SEKVENCE ID €. 159

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
GPNAPEEIEKIKNH

1 5 10

ss oo

RGSQIRSRNAFNR RS

20

25

30

GSQIRSRNAFNRSE

20

25

30

L]
[ E X XN X



SEKVENCE ID C. 160

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
GPNAPEEKKTFRYKGKQHPFTFS T
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 161

DELKA SEKVENCE: 22 aminokyselin
GPNAPEEKTFRYKGKQHPFFST
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 162

DELKA SEKVENCE: 6 aminokyselin
MQNTCYV

1 5

SEKVENCE ID €. 163

DELKA SEKVENCE: 7 aminokyselin
KMQNTCV

1 5

SEKVENCE ID &. 164

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KCKIRVFSK

1 5

SEKVENCE ID C. 165

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
CKIRVFEFSHK

1 5

SEKVENCE ID C. 166

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
FFKRTVQKMOQNTCYV

1 5 10

SEKVENCE ID C. 167
DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin



277

FFKRTVQKKMOQNTCV
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 168

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
FFKRTVQKKCKIRVYVESHK
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 169

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
FFKRTVQKCKIRVTEFSK
1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 170

DELKA SEKVENCE: 7 aminokyselin
LPHYLAH

1 5

SEKVENCE ID ¢. 171

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
CLITWLTN

1 5

SEKVENCE ID &. 172

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
GSTTGLSATPLPHYLATH
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 173

DELKA SEKVENCE: 118 aminokyselin
GSTTGLSATPPLPHYTLAH
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 174

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
GSTTGLSATPPCLITWLTN
1 5 10 15
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SEKVENCE ID C. 175

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
GSTTGLSATPCLITWILTN
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 176

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
RFADKPRPN

1 5

SEKVENCE ID C. 177
DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin

DLPTSPDQTRSGPVHVSVETP

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 178
DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin

DSAAGCSGTPRFADEKPRPN

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 179
DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin

20

DSAAGCSGTPPRFADEKPRPN

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 180
DELKA SEKVENCE: 31 ami;nokyselin

20

DSAAGCSGTPPDLPTSPDQTRSGPVHYVSVE

1 5 10 15
P

SEKVENCE ID C. 181
DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin

20

25

30

DSAAGCSGTPDLPTSPDQTRSGPVHVSVEFP

1 5 10 15

20

25

30



SEKVENCE ID €. 182

DELKA SEKVENCE: 53 aminokyselin

AHPETPAQNRLRIPCS

1 5 10 15

QGSDERRGEKASPGRDC
35 40 45

SEKVENCE ID C. 183

DELKA SEKVENCE: 54 aminokyselin

PAHPETPAQNRLRIPC

1 5 10 15

AQGSDERRGKASPGRD
35 40 45

SEKVENCE ID C. 184

DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin
RPTRRHPRRIASGSPA
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 185

DELKA SEKVENCE: 63 aminokyselin

VAIRGHPRPPAHPETTP

1 5 10 15

RSRACKPPGAQGSDER
35 40 45

SEKVENCE ID C. 186

DELKA SEKVENCE: 64 aminokyselin

VAIRGHPRPPPAHPET

1 5 10 15

VRSRACKPPGAQGSDHE
35 40 45

T GR P

R

D

\%

A

V R
20
TG
50

EV
20
RT
50

R L
20
A S
50

N R
20
KA
50

RACKPPGA

S R

25 30

ACKPPG
25 30

CSRREYV

25 30
DCDVRT
55 60

PCSRRE

25 30
RDCDVR
55 60
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SEKVENCE ID C. 187
DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin

VAIRGHPRPPRPTRRHPRR R

1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 188

DELKA SEKVENCE: 29 aminokyselin
VAIRGHPRPRPTRRHTP

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 189

DELKA SEKVENCE: 85 aminokyselin
RGRTSGRSLSCCRRPR
1 5 10 15
RAGSRRC

35 40 45
SPPTRSSSRTACGA AR ZAS

65 70 75
SEKVENCE ID C. 190

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
GGGHLETEV
1 5

SEKVENCE ID C. 191

DELKA SEKVENCE: 94 aminokyselin

R I

RP

CLRTSCGAARTPR

P A

YFGGPDSTPRGRTSGRSTL S

1 5 10 15

ASRSTAPSPRAGSRRCCLR

35 40 45

RSACGDWVASPPTRSSSRT

65
WS AP

70 75

ASGSP
20

AVASR
20
RTRSA
50
RSWSA
80

CCRRP
20
TSCGA
50
ACGAA
80

PAVGGR

25 30
AV GGR

25
STAPSTEP
25 30
CGDWVYVA
55 60
P

85

RCRPAV
25 30
ARPRRT
55 60
S PPARS
85 90
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SEKVENCE ID C. 192
DELKA SEKVENCE: 95 aminokyselin
YFGGPDSTPPRGRTSGRSLSCCRRPRCRPA

1 5 10 15 20 25 30
VASRSTAPSPRAGSRRCCLRTSCGAARTPRR R
35 40 45 50 55 60
TRSACGDWVASPPTRSSSRTACGAASPPA AR
65 70 75 80 85 90
SWSAP
95

SEKVENCE ID €. 193

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
YFGGPDSTPPGGGHLEEYV
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 194

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
YFGGPDSTPGGGHLEEYV
1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 195

DELKA SEKVENCE: 6 aminokyselin
HRVADTP

1 5

SEKVENCE ID C. 196

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
LSQSSELDPPSSR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 197

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
LSQSSELDPPPSSR

1 5 10
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SEKVENCE ID C. 198

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
LSQSSELDPPHRVADTP
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 199

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
LSOSSELDPHRYVADTP
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 200

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
VILLPEDTTPZPS

1 5 10

SEKVENCE ID €. 201

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
VILLPEDTPZPPS

1 5 10

SEKVENCE ID C. 202

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
VILLPEDTPPLILRA

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 203

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
VILLPELDPLTLRA

1 5 10 °

SEKVENCE ID C. 204

DELKA SEKVENCE: 5 aminokyselin
PSPLP

1 5



SEKVENCE ID €. 205

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
PLLFHRPCSPSPALGATVLAVYRYE
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID C. 206

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
LLFHRPCSPSPAIL GATVLAVYRYTE
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID ¢. 207

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
APRPPLGPPSPLTP

1 5 10

SEKVENCE ID C. 208

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
APRPPLGPPPSPLTP

1 5 10

SEKVENCE ID C. 209

DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin

APRPPLGPPPILLT FH RPCSPSPALGATVTLA \%
1 5 10 15 20 25 30
YRYE

~

SEKVENCE ID C. 210

DELKA SEKVENCE: 33 aminokyselin
APRPPLGPPLLFHRYP CSPSPALGATVLAVY
1 5 10 15 20 25 30
RYE
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SEKVENCE ID &. 211

DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin
TQVLPQGCSLSLLHTTFPEHR QVPHILDUW
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID C. 212

DELKA SEKVENCE: 29 aminokyselin
PTOVLPQGCSLSLLETTFEPEHR R QVPHILDW
1 5 10 15 20 25

SEKVENCE ID ¢. 213
DELKA SEKVENCE: 54 aminokyselin
PLOSFPKDAASAFSTPRFPTD KFPTSWTG S

1 5 10 15 20 25 30
CPGQPHGTRATFOC QPGPEFNAFSAC
35 40 45 50

SEKVENCE ID &. 214
DELKA SEKVENCE: 53 aminokyselin
LOSFPKDAASAFSTPRFPTDEKEPFDP TSWTGSC

1 5 10 15 20 25 30
PGQPHGTRATFGC QPGPEFNAFSAC
35 40 45 50

SEKVENCE ID C. 215
DELKA SEKVENCE: 38 aminokyselin
PSPRPQOQS QPPTQVILTP QGCSLSLLHTTTFFP HR

1 5 10 15 20 25 30
QVPHILDUW® ‘
35

SEKVENCE ID C. 216
DELKA SEKVENCE: 39 aminokyselin
PSPRPQSQPPPT QVLPQGCSLSLLEH TTFPH
1 5 10 15 20 25 30
RQVPHILDW®

35
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SEKVENCE ID C.
DELKA SEKVENCE: 64 aminokyselin
PSPRPQSQPPPLOQSTFP
1 5 10 15
DKFPTSWTGSCPGOQPH
35 40 45

217

FSAC

SEKVENCE ID C. 218

DELKA SEKVENCE: 63 aminokyselin

PSPRPQSQPPLQSVFPK

1 5 10 15

KFPTSWTGSCPGOQPHG
35 40 45

SAC

SEKVENCE ID C. 219
DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin
TAWPGRRRFTTPETPYOC

1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 220

DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin
PTAWPGRRRFTTPETPY
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 221

DELKA SEKVENCE: 50 aminokyselin

KDAASAFSTPRTEPT

DAA

PRPGPAGGALLPRSLTATFV

1 5 10 15

20
AFCQP
50

SAFST
20
FCQPG
50

PLGPW
20

TPLGP
20

PHSGH
20

GEPAYTPIPHDVPHGTPPTFLC

35 40 45

50

25 30
GPEFNA
55 60

PRFPTD

25 30
PEFNATF
55 60

APRFLW
25 30

WAPRFLW
25

GLPVSS
25
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SEKVENCE ID C. 222
DELKA SEKVENCE: 49 aminokyselin

RPGPAGGALLPRSLTATF VPHSGHGLPYVSSG

1 5 10 15 20 25 30
EPAYTPIPHDVPHGTPPTFC
35 40 45

SEKVENCE ID C. 223
DELKA SEKVENCE: 39 aminokyselin
DLPAVPGPPTAW PGRRRFTTPETPYC LCTPL

1 5 10 15 20 25 30
GPWAPRFLW
35

~

SEKVENCE ID C. 224
DELKA SEKVENCE: 40 aminokyselin
DLPAVPGPPPTAWPGRRRFTTPEPYCTLCT P

1 5 10 15 20 25 30
LGPWAPRTFLW
35 40

SEKVENCE ID C. 225
DELKA SEKVENCE: 59 aminokyselin
D-L PAVPGPPPRPGPAG GALLPRSLTAFVPH

1 5 10 15 20 25 30
SGHGLPVSSGEPAYTPIPHDVEPH GTPPFLC
35 40 45 50 55

SEKVENCE ID C. 226
DELKA SEKVENCE: 58 aminokyselin
DLPAVPGPPRPGPAGGALLPRSLTAFVPEH S

1 5 10 15 20 25 30
GHGLPVSSGEPAYTPIPHDVEPH GTPPFC
35 40 45 50 55

SEKVENCE ID C. 227



x L

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
QWGL SWM S
1 5

SEKVENCE ID C. 228

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
NGDCHGCPEGROQSL

1 5 10

SEKVENCE ID C. 229

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
FTMDRVLTPQWGLSWMS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 230

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
FTMDRVLTPPQWGLSWMS
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 231

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
FTMDRVLTPPNGDCHGCTP
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 232

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
FTMDRVLTPNGDCHGCTPE
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 233

DELKA SEKVENCE: 115 aminokyselin

HHPARQCPHCIMHLOQTOQL

1 5 10 15

SLHRSPYQIAATPWTTTD
35 40 45

LLCRRCQGKDVLCTNARC
65 70 75

FA

oo .s (X4 e b
. . [} . . b4
e oo [3 . .
¢« o 0 Y . . e
. . L] -

GRQSL
20

RQSL
20

HRNLTGPSQLT
20 25 30
ASFFLNPVTEPF
50 55 60
SQTSPSHHKAL
80 85 90



SRTTTQCMNTTPWLAVR RP A KA

95 100 105

SEKVENCE ID C. 234
DELKA SEKVENCE: 116 aminokyselin

PHHPARQCPHCIMEHL QTQL

1 5 10 15

TSLHRSPYQIAATPWTTODF

35 40 45

FLLCRRCQGKDVLCTNA AR c

65 70 75

LSRTTTQCMNTTPWLAVRP

95 100 105

SEKVENCE ID C. 235

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
HTIQHASVPTASCTISEK L NS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 236
DELKA SEKVENCE: 126 aminokyselin

POQVGMRPSNPPHHPAROQCTP
1 5 10 15
HRNLTGPSQLTSLHRSPYQ
35 40 45
ASFFLNPVTPFLLCRRCOQG
65 70 75
SQTSPSHHKALSRTTTOQCM
95 100 105
KAFPLL
125

SEKVENCE ID C. 237

DELKA SEKVENCE: 127 aminokyselin
POVGMRPSNPPPHHPARO QC
1 5 10 15

110

I H
20
A A
50
L S
80
A K
110

Y T
20

HC
20
IA
50
KD
80
N T
110

F

115

TGPSQL
25 30
LNPV TP
55 60
PSHHKA
85 90
L L

115
LOTOQLTI
25 30
WTTDTFA
55 60
TNARCL
85 90
LAVRPA
115 120

PHCIMHLQTOQL

20

25 30

IHRNLTGPSQLTSLHRSPY QIAATPWTTDF



35

AASFFLNPVTPFLLCRRCQ

65

LSQTSPSHHKALSRTTTQC

95
AKAFPLL
125

40

70

100

SEKVENCE ID C. 238

DELKA SEKVENCE:

PQVGMRPSNPPHTIQHASYV

1 5
Y TEN

&

45

75

105

34 aminokyselin

10

SEKVENCE ID C. 239

DELKA SEKVENCE:

PQVGMRPSNPHTIQHASVP

1 5
TEN

15

33 aminokyselin

10

SEKVENCE ID C. 240

DELKA SEKVENCE:

WAARSWCERRAAAVAPLAP

1 5

PVAARACAATRPEGWRZSPC

35

15

51 aminokyselin

10

40

SEKVENCE ID C. 241

DELKA SEKVENCE:

PWAARSWCERRAAAVAPLA

1 5

PPVAARACAATRPEGWRSP

35

15

45

52 aminokyselin

10

40

15

45

s

4

L& ] (3] ‘e -3 L X3
.6 . »
e &4 <

50 .::.ég. os .::50 v .
GKDVLCTNARC

80 85 90
MNTTPWLAVRP

110 115 120

ow
sene
L RN ]
esaw
eeed
LEX X N J

PTASCISKLNS
20 25 30

TASCISKLNSY
20 25 30

WAWGCPAGCTP
20 25 30
T H
50

PWAWGCPAGCT
20 25 30
CTH

50
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SEKVENCE ID C. 242
DELKA SEKVENCE: 74 aminokyselin

RGLRGAGARGGLRLLRHLRPGLGDALRGVH

1 5 10 15
PPLRLGPALLPAPRGGEAP
35 40 45
GAGGDRGHPGPAAL
65 70

SEKVENCE ID C. 243

DELKA SEKVENCE: 61 aminokyselin
EEKLARCRPPWAARSWCER
1 5 10 15

AWGCPAGCTPPVAARACARA

35 40 45

SEKVENCE ID C. 244

DELKA SEKVENCE: 62 aminokyselin
EEKLARCRPPPWAARSWCE
1 5 10 15

WAWGCPAGCTPPVAARACA

35 40 45

SEKVENCE ID C. 245
DELKA SEKVENCE: 84 aminokyselin

EEKLARCRPPRGLRGAGAR

1 5 10 15

GLGDALRGVHPPLRLGPAL
35 40 45

HTDARARRVHGAGGDRGHP
65 70 75

SEKVENCE ID C. 246

DELKA SEKVENCE: 83 aminokyselin
EEKLARCRPRGLRGAGARG
1 5 10 15
LGDALRGVHPPLRLGPALL

20

25 30

AHTDARARRVH

50

R A
20
T R
50

R R
20
AT
50

GG
20
L P
50
G P
80

G L
20
PA

55 60

APLAPW

25 30
WRSPCTH
55 60

VAPLAP

25 30
GWRSPCTH
55 60

LRHLRP

25 30
GGEAPA
55 60

RHLRPG
25 30
GEAPAH

.
esrece



2 X
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seve ey

35 40 45 50 Shve teut 0800
TDARARRVHGAGGDRGHPGPARAL
65 70 75 80

SEKVENCE ID C. 247
DELKA SEKVENCE: 163 aminokyselin
OPPVSPRPRRPGRPRAPPPPQPMVSPE RRRT

1 5 10 15 20 25 30
TGPPWRPPPLQSTMSPPPOQA LHQAQLLLWC
35 40 45 50 55 60
TTAPLPGLPQPQPARALHESDO FPATTLILLP
65 70 75 80 85 90
PLPAIAPRLMPVALTIARY LLSPPPITALL
95 100 105 110 115 120
PSCLLGSLSFSCLFTFQTS SLIPLWKIPAP
125 130 135 140 145 150
TTTKSCRETTFLEKW
155 160

SEKVENCE ID C. 248
DELKA SEKVENCE: 85 aminokyselin
S P GCHLGPGDOQAA PGLHRPPSPWC HLGAGDZOQ

1 5 10 15 20 25 30
QARLGVHRPSSP QCHLGLRLCIR LSFYSGA
35 40 45 50 55 60
QORHLCQGYHNPSQQ EHSILNSOQPPL
65 70 . 75 80 85

SEKVENCE ID C. 249
DELKA SEKVENCE: 172 aminokyselin
KPAPGSTAPQPPVSP RPRRPGRPRAPPP P Q

1 5 10 15 20 25 30
PMVSPRRRTTGPPWRPPP LQSTMSPPPOQAL
35 40 45 50 55 60

HQAQLLLWCTTAPL PGLPQPQPARALHSAQ F
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3

L]
eore
eree

65 70 75 80 85 90
PATTLILLPPLPAIAPRLMPVALTIARYLIL

95 100 105 110 115 120
SPPPITALLPSCLLGSLSFSCLFTFQTSSL

125 130 135 140 145 150
IPLWKIPAPTTTEKSCRETTFLEKW

155 160 165 170

SEKVENCE ID C. 250
DELKA SEKVENCE: 173 aminokyselin
KPAPGSTAPPQPPVSPRPRRPGRPRAPPPP

1 5 10 15 20 25 30
QPMVSPRRRTTGPPWRPPPLQSTMSPPPOQA
35 40 45 50 55 60
LHQAQLLLWCTTAPLPGLPQPQPARALHSQ
65 70 75 80 85 90
FPATTLILLPPLPAIAPRLMPVALTIARYTL
95 100 105 110 115 120
LSPPPITALLPSCLLGSLSFSCLFTFQTSS
125 130 135 140 145 150
LIPLWKIPAPTTTEKSCRETTFLEKW
155 160 165 170

SEKVENCE ID €. 251

DELKA SEKVENCE: 65 aminokyselin
KPAPGSTAPPSPGCHLGPGDQAAPGLHRPP
1 5 10 15 20 25 30
SPWCHLGAGQQARLGVHRPSSPQCHLGLRL

CIRLSFYSGAQRHLCQGYHNPSQQEHSTILN
35 40 45 50 55 60
SQPPL
65

SEKVENCE ID C. 252
DELKA SEKVENCE: 94 aminokyselin
KPAPGSTAPSPGCHLGPGDQAAPGLHRPPS
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1 5 10 15 20 25 30
PWCHLGAGQQARLGVHRTEP SSPOQOCHLGLRLC
35 40 45 50 55 60
IRLSFYSGAQRHLUC QGYHNPSQQEHSTILNS
65 70 75 80 85 90
QPPL

SEKVENCE ID ¢. 253
DELKA SEKVENCE: 113 aminokyselin
QPMVSPRRRTTGPPW RPPPLQSTMSPPP Q A
1 5 10 15 20 25 30
LHQAQLLLWCTTATPIL PGLPQPQPARALHS Q
35 40 45 50 55 60
FPATTLILLPPLPATI APRLMPVALTIARTYTL
65 70 75 80 85 30
LSPPPITALLPSCTLL GSLSFSCLFTFQTSS

LIPLWKIPAPTTTEKSCRETTFLEKTW
95 100 105 110

SEKVENCE ID C. 254
DELKA SEKVENCE: 65 aminokyselin
SPWCHLGAGDO O QARLGVHRPSSTP QCHLGLRL

1 5 10 15 20 25 30
CIRLSFYSGAQRHLCOQGYHNTPS QQEHSILN
35 40 45 50 55 60
S QPPL
65

SEKVENCE ID C. 255

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
RPPPGSTAPQPMVSPRR RR R
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 256
DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin



w7

RPPPGSTAPPQPMVSPRRR

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 257

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
RPPPGSTAPPSPWCHL
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 258

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
RPPPGSTAPSPWCHLG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 259

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
RPRAPPPPSPWCHL

1 5 10

SEKVENCE ID C. 260

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
RPRAPPPPPSPWC

1 5 10

SEKVENCE ID C. 261

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
RPRAPPPPAHGVTSAP
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 262

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
RPRAPPPPPAHGYV

1 5 10

SEKVENCE ID C. 263
DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin

G A



APGLHRPPQPMVSTP
1 5 10

SEKVENCE ID C. 264

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
AAPGLHRPQPMVSPR

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 265

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
PGLHRPPPAHGVT

1 5 10

SEKVENCE ID C. 266

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
APGLHRPPAHGV VT S

1 5 10

SEKVENCE ID C. 267

DELKA SEKVENCE: 21 aminokyselin
VDRPQHTEWLSW SNLYRTIRHDZYOQ
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 268

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
HYLCTDVAPR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 269

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
HYLCTDVAPTPR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 270
DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin

HYLCTDVAPPVDREP QHTEWLSWSNLYRTIRH



rad

SEKVENCE ID C. 271

DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin

HYLCTDVAPVDRPQHTE

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 272

DELKA SEKVENCE: 108 aminokyselin

SAYLSPLGTTWLRTCAC

1 5 10 15

PSLLWPRRTCPAGSPRA

35 40 45

CTTGLAFTSPIGLGWRS

65 70 75

SLTCQSWSTSLPSTAVT

95 100 105

v

SEKVENCE ID C.
DELKA SEKVENCE:

273

109 aminokyselin

PSAYLSPLGTTWLRTTCA

1 5 10 15

T P SLLWPRRTCPAGSTPR

35 40 45

CCTTGLAFTSPIGLGWR

65 70 75

LSLTCQSWSTSLPSTAV

95 100° 105
SEKVENCE ID C. 274

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
PAPIFLLWGPTLG

1 5 10

SEKVENCE ID C. 275
DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
APIFLLWGPLG

W

R

A

W

A

20 25 30

SWSNLYRIRHDYQ
20 25 30

PRPAASCLCTT
20 25 30
SPWRMPAPKSC
50 55 60
ASGYARIWPVL
80 85 90

LPRPAASCLCT
20 25 30
SSPWRMPAPKS
50 55 60
TASGYARIWPYV
80 85 90
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SEKVENCE ID C. 276
DELKA SEKVENCE: 117 aminokyselin
LPARAPGPPSAYLSPLGTTWLRTCA ACR L PR

1 5 10 15 20 25 30
PAASCLCTTPSLLWPRRTCEP AGSPRATSSTP
35 40 45 50 55 60
WRMPAPKSCCTTGLAFTSTPI GLGWRSATA A S
65 70 75 80 85 90
GYARIWPVLSLTCQSWSTSLP STAVTW
95 100 105 110 115

SEKVENCE ID ¢. 277
DELKA SEKVENCE: 118 aminokyselin
LPARAPGPPPSAYL SPLGTTWLRTCACRTLTP

1 5 10 15 20 25 30
RPAASCLCTTPSLLWPRRTCEPA GSPRATSS
35 40 45 50 55 60
PWRMPAPKSCCTTGLAFTSPIGTL GWRSATA
65 70 75 80 85 90
SGYARIWPVLSLTCQSWSTSLPSTA ATV TW
95 100 105 110 115

~

SEKVENCE ID C. 278

DELKA SEKVENCE: 21 aminokyselin
LPARAPGPPPAPIFLLW GPLG
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID C. 279

DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin
LPARAPGPPAPIV FLLUW GPLG
1 5 10 15 20



SEKVENCE ID C. 280

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
DLEHHGGVT TRHRIER R

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 281

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
LVSDYSMTPRTP

1 5 10

SEKVENCE ID C. 282

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
LVSDYSMTPPRYP

1 5 10

SEKVENCE ID C. 283

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
LVSDYSMTPPDLEHEHG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 284

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
LVSDYSMTPDLEUHHGG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 285

DELKA SEKVENCE: 51 aminokyselin

FHHIATDVGPFVRIGTF

1 5 10 15

PNWKTQHKLKRALMEFL
35 40 45

SEKVENCE ID C. 286
DELKA SEKVENCE: 52 aminokyselin
seq id no 286;

PFHHIATDVGPFVRIGFTLEZK

1 5 10 15

GV

vV T

RHRHR
20

HR HR
20

KGKIKGKSLREK

20
KL
50

25

30

IKGKIKGKSTLR

20

25

30
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KPNWKTQHKLKRALMFLIVKKL

35 40 45 50
SEKVENCE ID ¢. 287
DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
PSITLQQMLATPS
1 5 10
SEKVENCE ID ¢. 288
DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
SITLQQMULATPS
1 5 10
SEKVENCE ID C. 289
DELKA SEKVENCE: 60 aminokyselin
TSCNEMNPPFHHIATDVGPFVRIG
1 5 10 15 20
KIKGKSLRKPNWKTQHKLEKRALMF
35 40 45 50
SEKVENCE ID C. 290
DELKA SEKVENCE: 61 aminokyselin
ITSCNEMNPPPFHHIATDVGPFUVRI
1 5 10 15 20
GKIKGKSLRKPNWKTQHKLEKRALM
35 40 45 50
L
SEKVENCE ID ¢. 291
DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin
TSCNEMNPPSITLQOQOMLATPS
1 5 10 15 20

SEKVENCE ID ¢. 292
DELKA SEKVENCE: 21 aminokyselin

TSCNEMNPPPSITLQQMLAPS

FLKTIZKG
25 30
LIVKKL
55 60

GFLEKTIK

25 30
FLIVEKEK
55 60



SEKVENCE ID C. 293

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
LEMILFLMTTF

1 5 10

SEKVENCE ID C. 294

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
HPCITKTFLEMIULTPFLM
1 5 10 15

SEKVENCE ID . 295

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
HPCITKTFFLEMILTFTL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 296

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
HPCITKTFFWR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 297

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
HPCITKTTFWR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 298

DELKA SEKVENCE: 22 aminokyselin
LMFEHSQMRLNSKNAH
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 299
DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin

20

MTF

LPIISTF
20

EYGSIIAFLMFEHSQMRLNSKNAHLPITISTF

1 5 10 15

20

25

30
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SEKVENCE ID C. 300

DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin
EYGSIIAFFLMFEHSQ
1 5 10 15
F

SEKVENCE ID ¢. 301

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
HLNKGRRLG‘DKIRAT
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 302

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
FHLNKGRRLGDEKTIRAT
1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 303

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
VT SGTPFFHLNEKGRRTL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 304

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
VTSGTPFFFHLNEKGRR
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 305 .

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
VTSGTPFFFTI

1 5 10

SEKVENCE ID C. 306

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
VTSGTPFFI

1 5

MRLNSKNAHLPTITIS

20

GDKIRAT
20

LGDKIRAT
20

25

30



97

SEKVENCE ID C. 307

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
CEIERIHFFTF

1 5 10

SEKVENCE ID C. 308

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
CEIERIHTFTFSEK

1 5 10

~

SEKVENCE ID C. 309

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
CEIERTIHTFSK

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 310

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
FRYISKSTI

1 5

SEKVENCE ID C. 311

DELKA SEKVENCE: 7 aminokyselin
R.Y I SKSTI

1 5

SEKVENCE ID C. 312

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
FKKYEPIFFRYISKSTI
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 313

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
FKKYEPIFRYTIS KSI

1 5 10 15

SEKVENCE ID ¢. 314



s 77 AN

DELKA SEKVENCE: 56 aminokyselin
FPDSDQPGPLYPLDPSCLISSASN PQELSD

1 5 10 15 20 25 30
CHYIHLAFGFSNWRSCPVLPGHCGYV o]
35 40 45 50 55

SEKVENCE ID ¢. 315
DELKA SEKVENCE: 55 aminokyselin
PDSDQPGPLYPLDPSCLISSASNPOQELSTDOC

1 5 10 15 20 25 30
HYIHLAFGFSNWRSCPVLPGHCGYVDQQ
35 40 45 50 55

SEKVENCE ID C. 316

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
LNMFASVTES

1 5

SEKVENCE ID C. 317

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
LNMFASVFTFS

1 5 10 15

SEKVENCE 1D C. 318
DELKA SEKVENCE: 64 aminokyselin
LNMFASVFFPDSDQPGPLYPLDPSCLTISSA

1 5 10 15 20 25 30
SNPQELSDCHYIHLAFGFSNWRSCPVLPGH

35 40 45 50 55 60
CGVQ

SEKVENCE ID C. 319
DELKA SEKVENCE: 63 aminokyselin



& 17 :

LNMFASVFPDSDQPGPLYPLDPSCTLI S SAS

1 5 10 15 20 25 30
NPQELSDCHYIHLAFGFSNWRSCPVLZPG HC

35 40 45 50 55 60
GV QQ

SEKVENCE ID C. 320
DELKA SEKVENCE: 63 aminokyselin
AMEETVVVAVATVETEVEAMEETGVVAAME

1 5 10 15 20 25 30
ETEVGATEETEVAMEAKWEEETTTEMTIGSAT

35 40 45 50 55 60
DHT

SEKVENCE ID C. 321
DELKA SEKVENCE: 55 aminokyselin
LWVRPWLWEWLRWRPEKWRILW RROQOEWWRLWR

1 5 10 15 20 25 30
RPRWGLRRRPRWLWRENGREKEKRTLOQEK
35 40 45 50 55

SEKVENCE ID C. 322
DELKA SEKVENCE: 71 aminokyselin
YGGDRSRGAMEETVVVAVATVETEVEAME E

1 5 10 15 20 25 30
TGVVAAMEETEVGATEETEVAMEAKWETEET
35 40 45 50 55 60
TTEMISATDHT
65 70

SEKVENCE ID C. 323
DELKA SEKVENCE: 72 aminokyselin
YGGDRSRGGAMEETVVVAVATVETEVEAME



/foc LN .s e .-l: LRd .
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1 5 10 15 20 25 30
ETGVVAAMEETEVGATEETEVYVAM EAKWETETE
35 40 45 50 55 60
TTTEMISATDHT
65 70

SEKVENCE ID C. 324
DELKA SEKVENCE: 64 aminokyselin
YGGDRSRGGLWVRPWLWEWLRWEPEKWRILWR

1 5 10 15 20 25 30
ROEWWRLWRRPRWGLRRRPRWLWREN G R KK

35 40 45 50 55 60
RL QK

SEKVENCE ID C. 325
DELKA SEKVENCE: 63 aminokyselin
YGGDRSRGLWVRPWLWEWLRWETP KWRILWRR R

1 5 10 15 20 25 30
QEWWRLWRRPRWGLRRRPRWLWRENGR REKZEKR

35 40 45 50 55 60
L QK

~

SEKVENCE ID C. 326

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
EFGGGRROQK

1 5

SEKVENCE ID C. 327

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
EFGGRROQK

1 5

SEKVENCE ID C. 328
DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin



A7

&5

RRAKGGGAGASNPRDQQ
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 329

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
GRRAKGGGAGASNTPR Q
1 5 10 15
SEKVENCE ID ¢. 330

DELKA SEKVENCE: 21 aminokyselin
DVGLREGALELPTRGN

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 331

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
MRGGGGVGGRRAKGGG
1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 332

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
MRGGGGVGGGRRAKGG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 333

DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin
MRGGGGVGGDVGLREG
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 334

DELKA SEKVENCE: 29 aminokyselin
MRGGGGVGDVGLREGA
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 335

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
VWQLAGPMLAGWRSILG
1 5 10 15

KRN

GAG

LEL

S WEF

V A
20

S N
20

A S
20

L P
20

PT
20

CR
20

NPROQ
25

TRGNEKRNYVA

25

RGNKRNVA
25

MYGTI
25

30
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SEKVENCE ID C. 336
DELKA SEKVENCE: 46 aminokyselin

CGSWPALCWRAGGVWAVGSAGCMETYDPEAL

1 5 10 15
PAAWGPAAAATVHPRR R
35 40 45

SEKVENCE ID C. 337

DELKA SEKVENCE: 33 aminokyselin
RRYPCEWGVWQLAGEPM
1 5 10 15
YGI

SEKVENCE ID C. 338

DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin
RRYPCEWGGVWOQLAGTP
1 5 10 15
MYGTI

SEKVENCE ID C. 339

DELKA SEKVENCE: 55 aminokyselin

RRYPCEWGGCGSWPATL

1 5 10 15

CMEYDPEALPAAWGTPA
35 40 45

SEKVENCE ID €. 340

DELKA SEKVENCE: 54 aminokyselin

RRYPCEWGCGSWPALC

1 5 10 15

MEYDPEALPAAWGTPARA
35 40 45

SEKVENCE ID ¢. 341
DELKA SEKVENCE:
LWLWAGWTVWWSCGPG
1 5 10 15

43 aminokyselin

LAG

M L

AAA

EKG

20

WRSLG
20

GWRSL
20

AGGVW
20
TVHPR
50

GGVWA
20
VHPRR
50

HGWPS
20

25 30

SWFCRM
25 30

GSWPFCR
25 30

AV GSAG
25 30
R

55

VGSAGC
25 30

LPTMATL
25 30
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LLLRFSCMRVASY
35 40

SEKVENCE ID C. 342
DELKA SEKVENCE: 44 aminokyselin

LX ] LA
[ L]
e 3o

es

.
000 e

»
vy ®
-

GLWLWAGWTVWWSCGPGEKGHGWPSLPTMA

1 5 10 15
LLLLRFSCMRVASY
35 40

SEKVENCE ID C. 343

DELKA SEKVENCE: 84 aminokyselin

GCGCGPAGQYGGAVGLA

1 5 10 15

LCCCCAFPACGLPGTDG
35 40 45

GSAPWAPGFPFSPPCPL
65 70 75

SEKVENCE ID C. 344

DELKA SEKVENCE: 83 aminokyselin

CGCGPAGQYGGAVGLAR

1 5 10 15

CCCCAFPACGLPGTDGW
35 40 45

SAPWAPGFPFSPPCPLC
65 70 ‘ 75

SEKVENCE ID C. 345

DELKA SEKVENCE: 51 aminokyselin

LAFNVPGGLWLWAGWTYV

1 5 10 15

PSLPTMALLLLRFSCMR
35 40 45

20

GT
20
GW
50
T Q
80

T A
20
W Q
50
QP
80

S C
20
S Y
50

G PG

25 30

LPCPPW
25 30
GCVRVS
55 60

PCPPWL
25 30
CVRVSG
55 60

EKGHGW
25 30



SEKVENCE ID C. 346

DELKA SEKVENCE: 52 aminokyselin
LAFNVPGGGLWLWAGWTV

1 5

10

15

WPSLPTMALLLLRFSCMR

35 ‘

SEKVENCE ID C. 347

40

45

DELKA SEKVENCE: 92 aminokyselin
LAFNVPGGGCGCGPAGQY

1 5

10

15

GCLPCPPWLCCCCAFPAC

35

40

45

GSGCVRVSGSAPWAPGTEFP

65
RW

SEKVENCE ID C. 348

70

75

DELKA SEKVENCE: 91 aminokyselin
LAFNVPGGCGCGPAGQYG

1 5

10

15

CLPCPPWLCCCCAFPACG

35

40

45

SGCVRVSGSAPWAPGTEFPTF

65
W

SEKVENCE ID C. 349

70

75

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
PPMPMPGQREAPGROQEA

1 5

SEKVENCE ID C. 350

10

15

.e

seosn

WSCGPGEZKGHG

20
ASY
50

GAV
20
LPG
50
S PP
80

AV G
20
PGT
50
PPC
80

L

P

25

AR
25
G W
55
LC
85

R R
25
W R
55
C G
85

30

GTA

30

60

90

30

60

90



101
s

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
GPPMPMPGQREAPGRDYQ
1 5 10 15
SEKVENCE ID ¢. 351

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
GHQCQCQGKGRHRADR R

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 352

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
HQCQCQGKGRHRADRR R
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 353

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
GGHSYGGGPPMPMPGDOQ
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 354

DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin
GGHSYGGGGPPMPMEPG
1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 355

DELKA SEKVENCE: 32 aminokyselin
GGHSYGGGGHQCQCQG
1 5 10 15
E E

SEKVENCE ID C. 356

DELKA SEKVENCE: 31 aminokyselin
GGHSYGGGHQCOQCOGEK
1 5 10 15
E

SEKVENCE ID C. 357
DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin

T A
20

A Q
20

PG
20

AP
20

HR
20

R A
20

QEE

E

IXRX]
ess e

RQEA

A

D

D

R

25

E A
25

RPDTARQ

25

30

PDTAQE

25

30



APCPQSSGGG
1 5 10

SEKVENCE ID C. 358

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
LPAPSQAAADETLDTRR P
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 359

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
TKVRLIRGAPCPQSSG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 360

DELKA SEKVENCE: xx aminokyselin
TKVRLIRGGAPCPQSSGGG

1 5 10

SEKVENCE ID C. 361

DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin
TKVRLIRGGLPRATPS Q A
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 362

DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin
TKVRLIRGLPATPS QAA
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 363
DELKA SEKVENCE: 45 aminokyselin

snee
veve

AADELDRRPG

20

25

ADELDRRPG

20

25

CSLAKDGSTEDTVSSLCGEEDTETDETEE LEAA

1 5 10 15
ASHLNKDLYRELLGG
35 40 45

20

25

30



SEKVENCE ID ¢. 364
DELKA SEKVENCE: 46 aminokyselin
GCSLAKDGS TEDTVS S

1 5 10 15
AASHLNKDLYRELTLG G
35 40 45

SEKVENCE ID €. 365

DELKA SEKVENCE: 21 aminokyselin
AAAWQKMAPPRTPR P A
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 366
DELKA SEKVENCE: 54 aminokyselin
ENSRPKRGGOC SLAKDG

1 5 10 15
TEDEELEAAASHLNEKD
35 40 45

SEKVENCE ID C. 367
DELKA SEKVENCE: 55 aminokyselin
ENSRPKRGGGCSILAKD

1 5 10 15
DTEDEELEARAASHTLNEK
35 40 45

SEKVENCE ID C. 368 ;

DELKA SEKVENCE: 30 aminokyselin
ENSRPKRGGAAAWOQE KM
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 369

DELKA SEKVENCE: 29 aminokyselin
ENSRPKRGAAAWQKMA
1 5 10 15

C

G

EEDTEDEETLE

20

R R
20

DT
20
E L
50

ED
20
R E
50

R T
20

TP
20

25

LCGETE
25

SLCGE
25

55

ACVAR
25

CVARR
25

.n

[X XX
soR e



e IV

SEKVENCE ID €. 370

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
HCVLAASGAS

1 5 10

SEKVENCE ID €. 371

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
GHCVLAASGAS

1 5 10

SEKVENCE ID C. 372
DELKA SEKVENCE: 28 aminokyselin

sees

GTASSRPLGLPKPHLHRPVPIRHPSCPK

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 373
DELKA SEKVENCE: 27 aminokyselin

TASSRPLGLPKPHLHRPVPIRHPSCTPK

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 374

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
AGTLQLGGHCVLAASGAS
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 375

DELKA SEKVENCE: 19 aminokyselin
AGTLQLGGGHCVLAASGA
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 376
DELKA SEKVENCE: 35 aminokyselin

20

20

25

25

AGTLQLGGTASSRPLGLPKPHLHRPVPIRIH

1 5 10 15
PSCPK
35

SEKVENCE ID C. 377

20

25

30



8- 109

DELKA SEKVENCE: 36 aminokyselin
AGTLQLGGGTASSREPL

1 5 10 15

HP SCPK
33

SEKVENCE ID C.
DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
RRTPSTEKR

1 5

378

SEKVENCE ID €. 379

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
RRTPSTEZ KIE KR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 380

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
RRTPSTEKKGRGSETZCGC

1 5 10

SEKVENCE ID . 381

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
RRTPSTEKGRSETC

1 5 10

SEKVENCE ID C. 382

DELKA SEKVENCE: 46 aminokyselin

STDPKCQSGTAETYNSW

1 5 10 15

QMNRQVEKDMTAILSOQS
35 40 45

SEKVENCE ID ¢. 383

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin

GLPKPHLHRPVPIR
20 25 30

KVKNLQLEPRRYVTS
20 25 30



s+ e

VQPNASQAQQKPTTHGR
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 384
DELKA SEKVENCE: 54 aminokyselin
SSEEIKKKSTTEKCQSGTA
1 5 10 15
LEPRRVTSQMNROQVEKDMT
35 40 45

SEKVENCE ID C. 385

DELKA SEKVENCE: 55 aminokyselin

SSEEIKKKKSTTEKCQSGT

1 5 10 15

QOLEPRRVTSQMNROQVEKDM
35 40 45

SEKVENCE ID C. 386

DELKA SEKVENCE: 26 aminokyselin

SSEEIKKEKKVQPNASOQADQQ

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 387

DELKA SEKVENCE: xx aminokyselin
SSEEIKKKVQPNASQAOQOQ
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 388

DELKA SEKVENCE: 9 amiﬁokyselin
NRGWVGAGE

1 5

SEKVENCE ID C. 389
DELKA SEKVENCE: 4 aminokyselin
I EAG

ETY
20

ATIL
50

AET
20

TATI
50

QKP
20

KPT
20

KVKNLDQ

25

30

WKVKNL

25

55

G R
25

30

esecae



SEKVENCE ID C. 390

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
VHNYCNMEKNRGWVYVGAG
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 391
DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin

VHNYCNMEKEKNRGWYVGAGE

1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 392

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
VHNYCNMEKEKTIEAG

1 5 10

SEKVENCE ID C. 393

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
VHNYCNMEKTIER AG

1 5 10

SEKVENCE ID C. 394
DELKA SEKVENCE: 25 aminokyselin

8
L]
LA X X4
[EXR]

QLRCWNTWAKMFFMVFLIIWQNTMEF

1 5 10 15

~

SEKVENCE ID C. 395 '
DELKA SEKVENCE: 33 aminokyselin

20 25

VKKDNHKKQLRCWNTWAKMFFMVFLITIW QN

1 5 10 15
TMF

SEKVENCE ID C. 396
DELKA SEKVENCE: 34 aminokyselin

20 25 30

VKKDNHKKKQLRCWNTWAKMFFMYVFLTITIW Q



66 ({1

NTMF

SEKVENCE ID €. 397

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
VKKDNHEKEKEKN S

1 5 10

SEKVENCE ID C. 398

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
VKKDNHEKEKN S

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 399
DELKA SEKVENCE: 35 aminokyselin

20

GAEESGPFNRQVQLKVHASGMGRHLWNCPA

1 5 10 15
FWSEV
35

SEKVENCE ID ¢. 400

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
HPSPPPEKR RS

1 5 10

SEKVENCE ID C. 401

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
HPSPPPEKKRS’

1 5 10

SEKVENCE ID ¢. 402
DELKA SEKVENCE: 44 aminokyselin

20

25

30

HPSPPPEKKGAEESGPFNRQVQLKVHASGM

1 5 10 15
GRHLWNCPAFWSEV

20

25

30



SL-A1% s ae
35 40
SEKVENCE ID C. 403

DELKA SEKVENCE: 43 aminokyselin
HPSPPPEKGAEESGPFNRQVQLEKVHASGMG

1 5 10 15 20 25 30
RHLWNCPAFWSEV
35 40

SEKVENCE ID C. 404
DELKA SEKVENCE: 39 aminokyselin
MQVLSKTHMNLFPQVLLQMFLRGLEKRLTL QD

1 5 10 15 20 25 30
LEKSKKRKL
35

SEKVENCE ID C. 405

DELKA SEKVENCE: 8 aminokyselin
RCKSARLTI

1 5

SEKVENCE ID C. 406
DELKA SEKVENCE: 48 aminokyselin
VOTQPAIKKMQVLSKTHMNLTFPQVLLQOQMEFTL

1 5 10 15 20 25 30
RGLKRLLQDLEKSEKKRIKL
35 40 45

~

SEKVENCE ID C. 407
DELKA SEKVENCE: 49 aminokyselin
VOQTQPAIKKKMQVLSKTHMNLTFPQVLLOQMEF
1 5 10 15 20 25 30
LRGLKRLLQDLEZXKXS SKEKREKL

35 40 45



&7y

SEKVENCE ID €. 408

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
VOTQPAIKKRCEKSARTL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 409

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
VOTQPAIKRCKSARLI
1 5 10 15

SEKVENCE ID €. 410

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
ARSGKEKOQEKREKL

1 5 10

SEKVENCE ID C. 411

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
ARSGKEKQKEKRIKL

1 5 10

~

SEKVENCE ID C. 412

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
ARSGKEKQKEKENSTFEF

1 5 10

SEKVENCE ID C. 413

DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
ARSGKEKQEKENSF

1 5 10

SEKVENCE ID C. 414

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
KASARSGEKSKKRIKL

1 5 10

SEKVENCE ID €. 415
DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin



KASARSGKKSKEKREKL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 416

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
KASARSGKKAKEKENSTF
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 417

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
KASARSGKAKEKENSTF
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 418

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
HLNKGRRLGDKTIRAT
1 5 10 15

SEKVENCE 1D C. 419

DELKA SEKVENCE: 23 aminokyselin
VITSGTPFFHLNEKGRRTL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 420

DELKA SEKVENCE: 24 aminokyselin
VISGTPFFFHLNEKGRR
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 421

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
VTSGTPFFFI

1 5 10

SEKVENCE ID C. 422

GDKIRAT
20

LGDKIRAT
20
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DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
VTSGTPFFTI
1 5

SEKVENCE ID C. 423
DELKA SEKVENCE: 51 aminokyselin
VITILLYVNTVTLAPNVNMESSRN A HSPATPS

1 5 10 15 20 25 30
AKRKDPDLTWGGFVFFFC Q FH
35 40 45 50

SEKVENCE ID ¢&. 424
DELKA SEKVENCE: 60 aminokyselin
KCRCKPNFFVTLLYVNTVTLAPNVNM ES SR

1 5 10 15 20 25 30
NAHSPATPSAKRKDPDTLTW GGFVFFFCQPFH
35 40 45 50 65 60

SEKVENCE ID C. 425
DELKA SEKVENCE: 61 aminokyselin

KCRCKPNFFFVTLLYVNT VTLAPNVNMES S

1 5 10 15 20 25 30
RNAHSPATPSAKRKDPDLTWG GFVFFFCQTF

35 40 45 50 65 60
H

SEKVENCE ID C. 426

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
KCRCKPNVFTFIL

1 5 10

SEKVENCE ID C. 427

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KCRCKPNFTL

1 5

SEKVENCE ID C. 428



wt AL

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
SLVRLSSCYV
1 5

SEKVENCE ID C. 429

DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
LVKKLKEEKKMNWTIL

1 5 10

SEKVENCE ID C. 430

DELKA SEKVENCE: 15 aminokyselin
LVKKLKEEKKEKMNWIL
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 431

DELKA SEKVENCE: 10 aminokyselin
LVKKLEKEZKEKR

1 5 10

SEKVENCE ID C. 432

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
LVKKLEKEZEKR

1. 5

SEKVENCE ID C. 433

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
AAIVKDCCR

1 5

SEKVENCE ID €. 434

DELKA SEKVENCE: 11 aminokyselin
SQPASILGRKL

1 5 10

SEKVENCE ID €. 435
DELKA SEKVENCE: 12 aminokyselin
SQPASILGEKRKL



SEKVENCE ID C. 436

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
SQPASILGKAAIVKDCCR
1 5 10 15

SEKVENCE ID . 437

DELKA SEKVENCE: 17 aminokyselin
SQPASILGAAIVEKDCCR
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 438

DELKA SEKVENCE: 18 aminokyselin
KSLVRLSSCVPVALMSAM
1 5 10 15
SEKVENCE ID C. 439

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
RLSSCVPVA

1 5

SEKVENCE ID C. 440

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
VRLSSCVPV

1 5

SEKVENCE ID C. 441

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
LVRLSSCVP

1 5

SEKVENCE ID C. 442
DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
SCVPVALMS



~

SEKVENCE ID C. 443

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
SSCVPVALM

1 5

SEKVENCE ID C. 444

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
LSSCVPVATL"

1 5

SEKVENCE ID C. 445

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
VPVALMSAM

1 5

SEKVENCE ID C. 446

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
CVPVALMSA

1 5

SEKVENCE ID C. 447

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KKKSLVRLS

1 5

SEKVENCE ID C. 448

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
EKKEKSLVRL

1 5

SEKVENCE ID C. 449

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KEKEKEKSLVR

1 5



SEKVENCE ID C. 450

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
MKEKKKSLYV

1 5

SEKVENCE ID C. 451

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
IMKEKEKKSTL

1 5

SEKVENCE ID C. 452

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
KCIMEKEZEKIKA A

1 5

SEKVENCE ID C. 453

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
CIMKEKEKAW

1 5

SEKVENCE ID C. 454

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
CIMKEKEKZKA

1 5

SEKVENCE ID C. 455

DELKA SEKVENCE: 9 aminokyselin
IMKEKKEKAW

1 5

SEKVENCE ID C. 456

DELKA SEKVENCE: 13 aminokyselin
HPSWPWTRCLRMR

1 5 10



{09

~

SEKVENCE ID C. 457
DELKA SEKVENCE: 14 aminokyselin
REHPSWPWTRCLRMR R

1 5 10

SEKVENCE ID C. 458

DELKA SEKVENCE: 16 aminokyselin
GASGCVHQEAERVSQA
1 5 10 15

SEKVENCE ID C. 459
DELKA SEKVENCE: 20 aminokyselin

NTWAKMFFMVFLIIWQNTMF

1 5 10 15

20



pUvodné pedanépatentove TATOKY)
PATENTOVE NAROKY
1. Peptid, ktery
a) je dlouhy aleponi 8 aminokyselin a je fragmentem mutovaného proteinu vznikajiciho na
zékladé posunové mutace v genu rakovinné buiiky; a
e) sestava z alespoii jedné aminokyseliny mutované &asti proteinové sekvence kodované
genem; a
f) obsahuje 0 az 10 aminokyselin z karboxylového konce normalni &asti proteinové
sekvence pfedchazejici aminovy konec mutované sekvence a muZe dale pokracovat ke
karboxylovému konci mutované asti proteinu, jez je urcen novym stop kodonem
vzniklym posunovou mutaci; a
g) indukuje bud’ ve své plné délce, nebo po zpracovani antigen predkladajicimi butikami,
T buné&nou odpovéd'.
2. Peptid podle naroku 1, ktery obsahuje 8 az 25 aminokyselin.
3. Peptid podle naroku 1, ktery obsahuje 9 az 20 aminokyselin.
4. Peptid podle naroku 1, ktery obsahuje 9 az 16 aminokyselin.
S. Peptidy podle naroku 1, ktery obsahuje 8 az 12 aminokyselin.
6. Peptidy podle naroku 1, ktery obsahuje 20 az 25 aminokyselin.
7. Peptid podle naroku 1, ktery obsahuje 9 aminokyselin.
8. Peptid podle naroku 1, ktery obsahuje 12 aminokyselin.

9. Peptid podle naroku 1, ktery obsahuje 13 aminokyselin.

10. Peptid podle naroku 1, ktery je fragmentem mutovaného proteinu kodovaného posunovou

mutaci v BAX nebo TGFBRII genu.



11

12.

14.

15.

16.

Peptid podle naroku I, ktery je fragmentem mutovaného proteinu kdédovaného posunovou
mutaci v hTGFB2 genu, DCC genu, BRCA1 genu, BRCA2 genu, hPTP genu, top2 genu,
TTK genu, CTCF genu, lidském genu FADD-homologni ICE/CED-3 podobné proteazy,
hMSH3 genu, hRBP1 genu, hFMR1 genu, lidském TINUR genu, b-raf onkogenu, NF1
genu, lidském germline n-myc gen, lidském n-myc genu, lidském genu ras inhibitoru,
hMSH6 genu, lidském genu karcinomu nazofaryngu EBV BNLF-1, lidském genu
regulatoru buriééného cyklu proteinu p300 (E1A vazebny protein), bel-3 genu, BIGH3,
lidském genu transkripéniho faktoru ETV1, IGFBP4 genu, lidském MUCI1 genu, JAK1
genu, JAK3 genu, lidském Flt4 genu, lidském genu asociovanym s p53, hCAN gemu,
hDBL proto-onkogen/hMCF2PO genu, hDEK genu, p107 genu, hGPR1 genu, hRBP56
genu, hITF-2 genu, hKiSS-1 genu, hTP-1 genu, hFDF-5 genu, hMTA1 genu, hTFIIB90
genu, hLUCA-1 genu, lidském genu asociovanym s Wilmsovym tumorem (WIT-1),
ICErel-III genu, FasL genu, BARDI1 genu, hMCF .2 genu, fas genu a lidském DPC4 genu.

Peptid podle naroku 1, ktery je vybran ze skupiny peptidi s nasledujicimi identifika¢nimi
Gisly sekvenci: Sekv. Id. &. 1 aZ 21, Sekv. Id. €. 428, Sekv. Id. €. 438 a Sekv. Id. €. 456 aZ
458 nebo fragmenti jakéhokoliv z téchto peptidi.

. Peptid podle naroku 1, ktery je vybran ze skupiny peptidd s nasledujicimi identifikaénimi

&isly sekvenci: Sekv. Id. & 22 a2 427, Sekv. Id. €. 429-437, Sekv. Id. €. 439 az 455 a Sekv.
Id. & 459 nebo fragmenti jakéhokoliv z téchto peptida.

Farmaceuticka kompozice, vyznadujici se tim, Ze obsahuje peptid podle jakéhokoliv vy3e

uvedeného naroku a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo fedidlo.

Vakcina proti rakoving, vyznalujici se tim, Ze obsahujice peptid podle jakéhokoliv

z narokt 1 aZ 13 a farmaceuticky pfijatelny nosi¢ nebo fedidlo.

Pouziti peptidu podle jakéhokoliv z narokii 1aZ 13 pro pfipravu farmaceutické kompozice

pro lécbu nebo prevenci rakoviny.
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17. Zpisob vakcinace osoby s dispozici pro rakovinu nebo postiZzené rakovinou, vyznadujici
se tim, Ze sestiva z podavani alespoii jednoho peptidu podle naroki 1 az 13 jednou nebo
vicekrat v mnoZstvi dostateéném pro indukci specifické T buné&né imunitni reakce vigi

mutovanym proteinim nebo jejich fragmentiim kédovanych geny s posunovou mutaci.

18. Zpisob podle naroku 17, vyznadujici se tim, 7e se mnoZstvi peptidi pohybuje v rozmezi
od 1 mikrogramu do 1 gram a vyhodn&ji v rozmezi od 1 mikrogramu do 1 miligramu pro

kazdé podani.

19. Zpisob lécby pacienta postizeného rakovinou, vyznaCujici se tim, Ze se pacienti stimuluji

peptidy podle narokti 1 aZ 13 in vivo nebo ex vivo.

20. Zpusob podle naroku 19, vyznadujici se tim, e mnoZstvi peptidi se pohybuje v rozmezi
od 1 mikrogramu do 1 gram a vyhodn&ji v rozmezi od 1 mikrogramu do 1 miligramu pro

kazdé podani.

21. Farmaceutickd kompozice nebo kompozice vakciny, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
kombinaci alespoii jednoho peptidu podle naroki 1 az 13 a alespoii jednoho peptidu podle
PCT/NO92/00032.

22. Zpisob identifikace novych peptidi, které odpovidaji fragmentiim proteinti vznikajicich
na zakladé genu s posunovou mutaci, vyznalujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:

1) identifikaci genu v rakovinné buiice citlivého k posunové mutaci, ktery ma repetiéni
sekvence mononukleosid o alespoii péti jednotkach nebo dinukleosidoveé repetiéni
sekvence s alespoii &tyfmi jednotkami dinukleosidovych bazi, a

2) odstranéni jedné baze nukleosidového zbytku nebo jedné baze dinukleosidové
jednotky zrepetiéni sekvence a identifikace aminokyselinové sekvence proteinu
kodovaného pozménénou genovou sekvenci az tak daleko, dokud nezahrnuje novy
stop kodon; a/nebo

3) odstranéni dvou bazi nukleosidového zbytku nebo dvou bazi dinukleosidové jednotky

z repetiCni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu kodovaného
pozménénou genovou sekvenci az tak daleko, dokud nezahrnuje novy stop kodon;
a/nebo
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4) vlozeni jedné baze nukleosidového zbytku nebo jedné baze dinukleosidové jednotky
z repetiéni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu kddovaného
pozménénou genovou sekvenci aZ tak daleko, dokud nezahrnuje novy stop kodon;
a/nebo

5) vloZeni dvou bazi nukleosidového zbytku nebo dvou bazi dinukleosidové jednotky
z repetiéni sekvence a identifikaci aminokyselinové sekvence proteinu kodovaného

pozménénou genovou sekvenci aZ tak daleko, dokud nezahruje novy stop kodon.

23. Zpusob podle naroku 22, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje nasledujici kroky:
6) stanoveni, zda je novy peptid, bud’ ve své plné délce, nebo jako krat§i fragmenty
peptidu schopny stimulovat T buiiky;
a pfipadné
7) stanoveni peptidi obsahujicich vlozené epitopy pro rizné molekuly hlavniho
histokompabilitniho systému HLA I. a nebo II. tridy.

24. Izolovana DNA sekvence obsahujici DNA sekvenci nebo jeji varianty kodujici posunové

peptidy podle naroku 1.

25. Izolovanid DNA sekvence kodujici peptidy obsahujici Sekv. Id. €. 1 az 21, Sekv. Id. &
428, Sekv. 1d. & 438 a Sekv. Id. & 456 aZ 458 nebo jejich varianty.

26. Izolovana DNA sekvence kodujici peptidy Id. &. 22 az 427, Sekv. Id. & 429 az 437, Sekv.
Id. & 439 az 455 a Sekv. Id. & 459 nebo jejich varianty.

27. PouZiti DNA sekvence podle jakéhokoliv z naroki 24 aZ 26 pro pfipravu farmaceutické

kompozice pro 1é¢bu a prevenci rakoviny.

28. Zpisob 1é&by osoby s dispozici k rakoviné nebo postizené rakovinou , vyznadujici se tim,
e se pacienti stimuluji pomoci DNA sekvence podle narokii 24 az 26 in vivo nebo ex

Vivo.

29. Plazmidovy nebo virovy vektor obsahujici DNA sekvenci podle naroku 24 kodujici

mutované posunove peptidy.
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30. Vektor podle naroku 29, kde vektorem je plazmid E. coli, Listeria vektor nebo
rekombinantni virové vektory, pfiemZ rekombinantni virové vektory obsahuji virus
orthopox, canary virus, capripox virus, suipox virus, vaccinia, baculovirus, lidsky

adenovirus, SV40 nebo hovézi papilloma virus.

31. Pouziti plazmidovych nebo virovych vektorii podle naroku 29 pro pfipravu farmaceutické

kompozice pro 1é¢bu a prevenci rakoviny.

Zplisob 1écby osoby s dispozici k rakoving nebo postizené rakovinou, vyznadujici se
tim, Ze se tato osoba stimuluje pomoci plazmidovych nebo virovych vektori podle naroku 29

in vivo nebo ex vivo.
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