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(57) Anotécia:

Molekuly nukleovych kyselin, ktoré obsahuji kédové re-
tazce pre aminopeptiddzy hlist, ich antigénne fragmenty
alebo funkéne ekvivalentné varianty, pouZitie tychto
nukleovych kyslin na vyrobu vakciny, spdsob vyroby
syntetickych polypeptidov, pre ktoré su kédom tieto nuk-
leové kyseliny, polypeptidy samotné a vektor na expresiu
alebo klonovanie, v ktorom s uloZené molekuly uvede-
nych nukleovych kyselin. RieSenie sa tyka aj vakciny na
stimul4ciu imunologickej odpovede proti parazitickym
hlistam a niektorych oligosacharidov.
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Molekuly nukleovych kyselin, vektor na expresiu alebo klono-
vanie, syntetické polypeptidy, sposob ich vyroby, vakcina,
pouzitie nukleovej kyseliny na vyrobu vakciny a oligosacha-

ridy

Oblast techniky

Vynalez sa tyka rekombinantnych molekul DNA, ktoré su
kédovymi molekulami pre aminopeptiddzy, vektorov na expresiu
alebo klonovanie s obsahom tychto nukleovych kyselin a pou-
iitié tychto nukleovych kyselin pri vyrobe vakcin proti in-

fekcii parazitmi, najm& hlistami.

Doteraijs$i stav_ techniky

Parazitarne infekcie su zodpovedné za cely rad ochoreni
domédcich zvierat. veducich k strate reprodukcie a cCasto
k uhynutiu zvierat a maju teda velky ekonomicky vyznam. Na-
priklad parazit Haemonchus, ktory sa zivi krvou, infikuje
viazbové tkanivo zaludoé¢ného a &revného traktu prezuvavcov,

spbsobuje anémiu a stratu hmotnosti a bez lieCenia Casto ve-

die k uhynutiu zvierata. Zvierata, infikované pribuznym pa-
razitom Ostertagia taktiez neprospievaju a v pripade, ze
infekcia nie je liecena, mdézu zahynut. Tiez dals$i paraziti
maju ekonomicky vyznam, ide napriklad o Trichostrongylus

a Nematodirus, sposobujuce zapaly &revnej sliznice u roéznych
zivodichov a tiez o parazitov zo skupiny trematddov.

Zna&éné problémy tieZz vznikaju pri infekcii réznymi ne-
matdédami, ako st napriklad machovci , ako Necator, Ancylosto-
ma, Uncinaria a &elad Bunostomum a dal$ie podobné celade pa-
razitov, ako Fasciola, Paramphistomum a Dicrocoelium, ktoré
okrem prezuvavcov a domacich zvierat mézu infikovat aj clo-
veka, c¢asto so smrtelnym vysledkom.

Potladenie parazitov tohto typu spoc¢iva predovSetkym
v pouziti antelmintik a tiez v rdéznych opatreniach, ktoré sa
tykaju spoésobu pastvy. Tieto postupy vsak maji rad nevyhod.

Ide predovietkym o nutnost ¢astého podavania lieciv a tiez



opatrenia, tykajuce sa pastvy sa casto velmi tazko vykonava-
ju, okrem toho sa objavuje rad kmenov, ktoré uZ su odolné
proti podavanym liecivam.

Bolo by preto potrebné najst uc¢innd vakcinaciu proti
tymto chorobam, v tomto smere uzZ boli v poslednych rokoch
vyvijané snahy. Az dosial nebola pripravena zZiadna moleku-
larna alebo podobna vakcina pre hlavné celade, najmad pre
gastrointestinalne nematédy u prezuvavcov, ako su Haemonchus
a Ostertagia.

NajslubnejsSie vysledky boli az dosial ziskané za pouzZi-
tia novych bielkovin, izolovanych z Haemonchus, ktoré su po-
vazované sa potencidlne ochranné antigény nielen proti
Haemonchus, av3ak tiez proti radu dalsSich parazitov. Bolo
dokazané, z2ze najmid proteinovy dublet H110D, ktory sa
nachadza na povrchu vnutorného priestoru c¢riev H. contortus,
moéze vyvolat imunitu proti haemonchoéze oviec.

H110D z H. contortus ma pribliZznd molekulovi hmotnost
110 000 za reduké&nych a neredukénych podmienok, ako bolo do-
kézané elektroforézou na SDS-PAGE a bol opisany v medzina-
rodnych patentovych prihlaskach, =zverejnenych pod <¢cislami
VO88/00835 a V090/11086. Pojem H110D je pouzivany na oznace-
nie proteinového dubletu H110D, tak ako bol definovany vo
vy$sdie uvedenych patentovych prihlaskach. V poslednej dobe
boli dokazané zodpovedajuce bielkoviny aj v inych caladiach,
napriklad v ¢eladi Necator americanus.

V medzinarodnej patentovej prihlasSke W088/00835 je opi-
sany rad metéd na c¢istenie H110D, ktoré su dostatocéné na
zistenie vlastnosti tejto bielkoviny a je mozZné ich pouzit
na vyrobu tejto bielkoviny v mnozstve, dostatocnom na pokus-
né aj komeréné ucely. Bolo by vs$ak potrebné najst dostatoény
zdroj, v ktorom by bolo mozné ziskat nielen H110D ale aj
pribuzné antigénne bielkoviny, najmid by bolo potrebné najst
postup na baze rekombinantnej technolégie DNA, ktorym by bo-
lo mozné dosiahnut expresiu tychto bielkovin v prokaryotic-
kych a/alebo eukaryotickych organizmoch, vhodnym spOsobom
transformovanych.

Vyndlez si kladie za ulohu navrhnit takyto zlepSeny
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postup. Bola vykonand analyza retazca cDNA pre H110D
z Haemonchus contortus a bolo dokazané, zZe zisteny retazec
aminokyselin je homogénny so skupinou aminopeptidaz, integ-
rdlnych v réznych membranach a systematickym nazvom uvadza-
nych ako mikrosomdlne hydrolazy alfa-aminoacylpeptidov.

Aminopeptidazy, integralne v membradnach cicavcov st
ulozené v rade tkaniv, napriklad v riasinkovom epitole ma-
lych klkov v ¢revach a tiez v oblickach. Ich uloha v oblic-
kach nie je celkom jasna, avsSak ich funkciou v ¢&revach je
Stiepenie malych peptidov, ktoré su koneCnymi produktami
v priebehu travenia, ako je zrejmé napriklad zo suhrnych
publikacii Kenny a Maroux, 1982, Kenny a Turner, 1987, Noren
a dalsi, 1986 a Semenza, 1986.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvoria molekuly nukleovych kyselin,
obsahujuce jeden alebo v&acs$i pocet nukleotidovych retazcov,
ktoré su kédovymi retazcami pre aminopeptidazy hlist alebo
ich antigénnej c¢asti, v podstate zodpovedajuce celym nukleo-
tidovym retazcom alebo jej c¢astiam, zndzornenym na obr. 2,
3, 4 alebo 5 (retazec ¢. 1 az 15) alebo mbZe ist o retazce,
ktoré su kodovymi retazcami pre aminopeptidazy hlist a su
v podstate homolégne alebo hybridizuju s ktorymkolvek z vys-
$ie uvedenych retazcov.

V pripade nukleovych kyselin podla vynalezu mdze teda
ist o DNA, cDNA alebo RNA s jednoduchym alebo s dvojitym re-
tazcom.

Variacie v nukleotidovych retazcoch, ktoré su kédovymi
retazcami pre aminopeptidazy sa mdézZu objavit medzi rdéznymi
kmenmi hlist v ramci jednej &elade, v réznych Stadiach zi-
votnych cyklov hlist, napriklad medzi Stadiom larvy a Sta-
diom dospelého jedinca, medzi podobnymi kmenmi rézneho zeme-
pisného p6évodu a niekedy tieZz u rovnakych hlist. Aj tieto
varidcie st zahrnuté do rozsahu vynalezu.

"V podstate homolégne" su tie retazce, ktoré maju to-

tozny retazec na 50 a viac percent, napriklad na 60 % alebo
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viac a tieZz mdéze ist o funkéne ekvivalentné allelové varian-
ty a pribuzné retazce, modifikované vymenou jednej alebo
vac$ieho poc¢tu baz alebo pridanim a/alebo vypustenim niekto-
rych baz. Pod pojmom "funkéne ekvivalentny" sa rozumeju re-
tazce nukleovych kyselin, ktoré su kédovymi retazcami pre
latky s u¢innostou aminopeptidazy, pricom tieto enzymy su
podobnym sposobom imunoreaktivne, to znamena, zZe vyvolavaju
u hostitela tvorbu ochrannych protilatok proti hlistam.

Molekuly nukleovych kyselin, ktoré hybridizuji s retaz-
cami na obr. 2, 3, 4 alebo 5 (ide o retazce ¢. 1 az 15) ale-
bo akékolvek v podstate homolégne alebo funkéne ekvivalentné
retazce vo vy$SSie uvedenom vyzname su taktiez zahrnuté do
rozsahu vynalezu. Pojem "hybridizacia" definuje tie retazce,
ktoré sa mdOdzu za neobmedzujuicich podmienok (6 x SSC/50%
formamid pri teplote miestnosti) viazat a byt vymyté za malo
obmedzujicich podmienok (2 x SSC pri teplote miestnosti ale-
bo s vyhodou 2 x SSC pri teplote 42 °C) alebo za viac obme-
dzujicich podmienok, napriklad 2 x SSC pri 65 °C, kde SSC
— 0,15 M NaCl a 0,015 M citratu sodného s pH 7,2.

Spdsoby na vyrobu takychto derivatov uvedenych retaz-
cov, napriklad cielena produkcia mutacii, Statisticka pro-
dukcia mutacii alebo enzymatické Stiepenie a/alebo véazba
nukleovych kyselin si dobre zname rovnako ako spésoby, kto-
rymi je mozné stanovit, ¢i takto modifikovand nukleova kyse-
lina ma podstatnejs$iu homoldégiu s uréitym retazcom, naprik-
lad mo6ze ist o hybridizaciu.

Za pouzitia nukleovej kyseliny podYa vyndlezu je teda
mozné pripravit rekombinantné aminopeptidazy alebo imunogén-
ne fragmenty, ¢im je mozné ulahcit vyvoj vakciny proti hlis-
tam.

Podstatu vynalezu teda tvoria molekuly nukleovych kyse-
0lin, ktoré obsahujui jeden alebo vacsi pocet nukleotidovych
retazcov, ktoré su kédovymi retazcami pre jeden alebo vacési
pocet polypeptidov, schopnych vyvolavat tvorbu ochrannych
protilatok proti hlistam, pricom tieto retazce obsahuju jed-
nu alebo vacsi pocet oblasti, urcujucich antigénne vlastnos-

ti v kdédovych retazcoch pre aminopeptidazy z obr. 2, 3, 4



alebo S (retazce ¢. 1 az 15).

Podstatu vynalezu tvoria aj syntetické polypeptidy, ob-
sahujiuce jeden alebo vacs$i pocdet retazcov aminokyselin, tvo-
riacich enzym aminopeptididzu alebo antigénnu cast tohto en-
zymu, v podstate zodpovedajucu celému retazcu alebo casti
nukleotidového retazca =z obr. 2, 3, 4 alebo 5 (retazce C.
1 az 15) alebo funkéne ekvivalentnému variantu tychto retaz-
cov, odlisné od syntetického polypeptidu, zodpovedajuceho
proteinovému dubletu H110D alebo od syntetického polypepti-
du, zodpovedajuceho akémukolvek jednotlivému polypeptidovému
retazcu, opisanému v prihlaske V090/11086.

Vynadlez sa teda tyka aj syntetickych polypeptidov, kto-
ré obsahuju retazce aminokyselin, tvoriacich enzym aminopep-
tidazy alebo jej antigénnu cast, v podstate zodpovedajucu
celému retazcu alebo ¢asti nukleotidového retazca z obr. 2,
3, 4 alebo 5 (retazec ¢. 1 az 15) alebo mdéze ist o funkéne
ekvivalentny variant takéhoto retazca, v podstate zbaveny
inych zloziek Haemonchus contortus.

Vynalez sa dalej tyka vakciny na stimuldciu imunologic-
kej odpovede proti hlistam u <cloveka alebo wu iného zivo-
¢icha, vakcina obsahujé asponn jeden vys$sie definovany synte-
ticky polypeptid spolu s nosicom, prijatelnym z farmaceutic-
kého hladiska.

V medzinarodnej patentovej prihlaske W090/11086 sa opi-
suje cely rad polypeptidov alebo casti polypeptidovych re-
tazcov, ziskanych proteolytickym rozs$tiepenim alebo chemic-
kym $tiepenim proteinového dubletu H110D, méze ist o nasle-

dujice retazce:

(a) Met Gly Tyr Pro val Vval Lys Val Glu Glu

Phe
(b) Met Gly Phe Pro val Leu Thr Val Glu Ser
(c) Met Gly/Phe Asn Phe Lys Ile Gluy/Val Thr/Glu
Ala Gly
(d) Met Lys Pro/Glu Thr/Val Lys Asp/Ala  Thr/Lvs

Leu - Ile Thvr



(e)
(£)
(9)

(h)

()
(k)

(1)

(n)

(o)
(P)

(u)

(v)

(%)

(y)

Met Leu Ala Leu Asp Tyr His Ser - Phe Val
Met Leu Ala Glu/Tyr Asp Gln/Ala Glu Asp Val
Met Gly Phe Pro Leu Val Thr Val Glu Ala
Phe Tyr

Met Lys Thr Pro Glu Phe Ala Val/Leu Gln

Ala Phe/Thr Ala Thr Ser/Gly Phe Pro

Lys His/Tyr Asn/Val Ser Pro Ala Ala Glu
Asn/Leu Leu Asn/Gly

Lys - Thr Ser Val Ala Glu Ala Phe Asn

Lys Ala Ala Glu Val Ala Glu Ala Phe Asp -

Ile - - - Lys Gly

Lys Ala Val Glu Val/Pro Ala Glu Ala Phe

Asp Asp 1Ile Thr? Tyr - - Gly Pro Ser

Lys - Glu Glu Thr Glu Ile Phe Asn Met
Lys - - - Pro Phe Asn/Asp Ile Glu Ala
Leu

Asp Gln Ala Phe Ser Thr Asp Ala Lys

Met Gly Tyr Pro Val Val Lys Val Glu Glu
Phe -Ala Thr Ala Leu

Met Gly Phe - Pro Val Leu Thr VvVal Glu Ser -
Tyr? - Thr

Met Glu/Phe Asn Phe Leu Ile Glus/Val Thr/Glu
Ala Gly - Ile Thr

Met Gly Phe Leu Val Thr Vval Glu Ala Phe
Tyr - Thr Ser

Met Lys Thr Pro Glu Phe Ala Val/Leu Gln
Ala Phe/Thr Ala Thr Ser/Gly Phe Pro

Met Lys Pro/Glu Thry/val Leu Asp/Ala Thr/Lys

Leu - 1Ile Thr - Gly
Met Leu Ala Leu Asp Tyr His Ser - Phe Val
Gly? '

Met Leu Ala Glu/Tyr Asp Gln/Ala Glu Asp Val
Lys Hls/Tyr Asn/Val Ser Pro Ala Ala Glu
Asn/Leu Leu Asn/Gly

Lvs - Thr Ser Val Ala Glu Ala Phe Asn

Lvs Ala Ala Glu Vval Ala Glu Ala Phe Asp -
Ile - - - Lys Gly



(aa) Lys Ala Val Glu val/Pro Ala Glu Ala Phe

Asp Asp Ile Thr? Tyr - - Gly Pro Ser
(bb) Lys - Glu Gln Thr Glu Ile Phe Asn Met
(cc) Lys - - - Pro Phe Asn/Asp Ile Glu

Ala Leu
(dd) asp Gln Ala Phe Ser Thr Asp Ala Lys

Tam, kde nebola dosiahnuta istota, je tato skutocnost
vyjadrena napriklad vo forme Phe/Gly, kde prvy koéd z troch
pismen znamena pravdepodobne spréavny zvySok aminokyseliny
podla sily signalu alebo bola neistota znazornena uvedenim
otaznika, pripadne je formou "-" naznacena, Ze ide o zvySok,
ktorého povaha dosial nie je znama.

Vynalez sa tyka vys$$ie uvedenych typov retazcov s vy-
nimkou tych, ktoré boli uvedené v medzinidrodnej patentovej
prihlaske ¢. V090/11086.

Pod pojmom "polypeptid" su zahrnuté tak bielkoviny
s plnou dizkou, tak aj krat3ie retazce peptidov.

"Funkény ekvivalent” sa vo vztahu k polypeptidovému re-
fazcu aminokyselin rozumie ako polypeptidovy retazec, pri-
buzny alebo odvodeny od vys$ie uvedenych polypeptidovych re-
tazcov, pric¢om retazec aminokyselin bol modifikovany substi-
ticiou jednej alebo vacsSieho poctu éminokyselin, ich adiciou
alebo vypustenim, mozZe tiez ist o retazce, v ktorych boli
aminokyseliny chemicky modifikované vratane glykolyzy
alebo deglykolyzy, avsSak ktoré si wuchovavaju protektivnu
antigénnu alebo imunogénnu uUcéinnost. Takéto funkéne ekviva-
lentné varianty sa mézu vyskytovat ako prirodzené biologické
varidcie alebo je mozné ich pripravit za pouzitia znamych
postupov, je napriklad mozné pripravit funkéne ekvivalentné
rekombinantné polypeptidy =za pouzitia znamych postupov pre
cieleni produkciu mutacii, pre Statistickd tvorbu mutacii
alebo enzymatickym S$tiepenim a/alebo vdzbou aminokyselin.

Syntetické polypeptidy podYa vynadlezu je mozZné vSeobec-
ne oznacit ako retazce s ochrannym antigénnym ucinkom. Pod
pojmom "ochranny antigén", tak ako sa v priebehu prihlasky

pouziva, sa rozumeju antigény, ktoré su schopné u hostitela



vyvolat ochranni imunologickd odpoved, to znamena taku odpo;
ved, ktora vedie k vzniku imunologickych efektorovych bu-
niek, molekul alebo protilatok, ktoré poskodzuju, inhibujt
alebo usmrcuju parazity a tym "chréania” hostitela od klinic-
kych alebo subklinickych prejavov ochoreni a odpoved sa méze
za beZnych okolnosti prejavit tvorbou protilatok, schopnych
sposobit inhibiciu metabolickych funkcii parazita, co vedie
k spomaleniu jeho rastu, vymiznutia produkcie vajicok
a/alebo uhynutiu.

Syntetické polypeptidy podla vynalezu je mozné pripra-
vit expresiou v hostitelskej bunke, ktora obsahuje rekombi-
nantni molekulu DNA s nukleotidovym retazcom vo vy$Sie uve-
denom $irokom vyzname, operativne viazanym na retazec na
riadenie expresie alebo mdézZze ist o vektor na klonovanie re-
kombinantnej DNA s obsahom takejto molekuly DNA. Expresiu
polypeptidov je mozno dosiahnut aj priamym vstreknutim mole-
kuly DNA podla vynalezu do hostitelskej bunky.

Syntetické polypeptidy, k expresii ktorych tymto spOso-
bom doslo, mdZu byt polypeptidy, ziskané fuziou a obsahujuce
Sast, ktord je imunogénna a zahrnuje celu aminopeptidéazu
alebo jej cast a dal$i polypeptid, pre ktory je kodom, uve-
dena DNA alebo rekombinantna molekula, s 1ou spojend. Moze
byt napriklad Ziaduce ziskat zloZenu bielkovinu, ktora obsa-
huje syntetickt aminopeptidazu alebo iny polypeptid podla
vynalezu, viazany na bielkovinu, napriklad beta-galaktozida-
zu, fosfatazu, glutatién-S-transferdzu, uredzu, antigén jad-
ra hepatitidy B (Francis a dal$i, 1989) a podobne. Vacsina
zlozenych bielkovin je ziskand expresiou rekombinantného gé-
nu, v ktorom su spojené dva kodové retazce vo faze v cCitacom
ramci. Je v&ak mozné polypeptidy naviazat aj chemickym
sp6sobom in vitro. VSetky takéto derivaty molekuly nukleovej
kyseliny, ktora je kédom pre aminopeptiddzu a jej retazce
aminokyselin st do vynalezu zahrnuté. Technika na expresiu
pre rekombinantni DNA a polypeptid je opisanad napriklad
v publikédcii Sambrook a dal$i, 1989. Syntetické polypeptidy
je mozné ziskat aj chemickym spésobom, napriklad znamou

Merrifieldovou syntézou na tuhej faze.



Vynalez sa tyka aj pouzitia vys$sSie definovanych molekul
nukleovych kyselin alebo syntetickych peptidov alebo poly-
peptidov na vyrobu vakciny na stimuldciu imunologickej odpo-
vede u Cloveka a inych zivocichov, s vyhodou u cicavcov pro-
ti infekcii hlistami.

Uvedené retazce podla vynalezu je teda moZné vyuzZit na
stimulaciu imunologickej odpovede u &loveka alebo inych zi-
voc¢ichov, s vyhodou u cicavcov proti infekcii hlistami, na
tento ucel sa tymto zivocichom podava vakcina, ktord obsahu-
je jeden alebo vacs$i pocet polypeptidov, pre ktoré su kédo-
vymi retazcami vys$$ie definované nukleotidové retazce.

Vakciny je mozné pripravit =za pouzZitia postupov, ktoré
s na vyrobu vakcin vseobecne zname. Vakcina mdze obsahovat
jeden alebo vacsi pocet syntetickych polypeptidov podla vy-
ndlezu a pripadne jeden alebo vacsi pocet vhodnych pomocnych
prostriedkov, ako sui napriklad hydroxid hlinity, saponin,
QuilA alebo jeho vysoko Sistené formy, muramyldipeptid, mi-
neralne oleje alebo Novasomy a jeden alebo vacsi pocet
z farmaceutického hladiska prijatelnych nosicov alebo riedi-
diel. Vhodnymi nosiémi mdé6zZu byt kvapalné prostredia, naprik-
lad roztoky chloridu sodného, vhodné na podanie peptidov
alebo polypeptidov chorym. Prostriedky mO6zu obsahovat este
dalSie zlozky, napriklad konzervac¢né c¢inidla.

Vakcina méze obsahovat virus alebo hostitelskd bunku,
napriklad mikroorganizmus, tieto organizmy potom obsahuju
molekulu nukleovej kyseliny, napriklad molekulu DNA podla
vyndalezu na stimuldciu imunologickej odpovede proti polypep-
tidu, pre ktory je koédom uloZzena molekula nukleovej kyseli-
ny.

Vakcinu je mozné podavat akymkolvek bezZnym spodsobom,
napriklad peroralne alebo parenteralne, s vyhodou vniutrosva-
lovou injekciou, pripadne v urcéitych intervaloch, je naprik-
lad mozné pouzit dve injekcie, podané v intervale 7 az 28
dni.

Ako uz bolo wuvedené, retazec aminokyselin, ziskany
z nukleotidového retazca, zndzorneného na obr. 2, 3, 4 alebo

5 ma homolégiu retazca so skupinou aminopeptiddz, ktoré su
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integrované v membréanach, Tato skutoc¢nost bola dokadzanad ana-
lyzou roéznych databaz, ktoré su k dispozicii v software
Genetics Computer Group Sequence, verzia 7.01, z novembra
1991, ako je uvedené v publikécii Devereux a dalsi, 1984,
bola pouzZitd translacia retazcov z obr. 2, 3, 4 alebo 5.
Dvojaké porovnanie uvedeného typu je napriklad znazornené na
obr. 6.

Expresiu kédovych retazcov pre aminopeptidédzy podla vy-
nalezu je mozné dosiahnut za pouzitia znamych postupov
a znamych systémov pre expresiu vratane pouzitia proka-
ryotickych buniek, napriklad buniek E. coli a eukaryotickych
buniek, napriklad kvasiniek alebo systému hmyzovych buniek,
infikovanych baculovirusom alebo transformovanych buniek ci-
cavcov, pouzit je mozZné aj transgénnych zZivocichov a ras-
tlin. Zvlast vyhodné je dosiahnut expresiu nukleotidovych
retazcov za pouzitia transgenickych systémov nematdédov, na-
priklad systému pre nematdda Caenorhabditis, systém bol opi-
sany napriklad v publikaciach Fire, 1986, Fire a dalsi,
1989, Spieth a dalsi, 1988, Han a dals$i, 1990.

Vynalez sa tyka aj spdsobu vyroby syntetického polypep-
tidu tak, ako bol vys$sie definovany, postupuje sa tak, Ze sa
pestuje eukaryoticka alebo prokaryotickd bunka s obsahom
vyS§sSie definovanej molekuly nukleovej kyseliny za podmienok,
pri ktorych dochadza k expresii a polypeptid, ziskany tymto
spbsobom sa izoluje.

Podstatu vynéalezu tvoria aj vektory na klonovanie
a expresiu, ktoré obsahuju nukleotidové retazce podla vyna-
lezu. Takéto vektory na expresiu zahrnuji prislusné riadiace
retazce, napriklad retazce na translaciu, ako kodény pre za-
Cciatok a koniec a tieZ riadiace prvky na transkripciu, na-
priklad oblasti promdétor-operdtor, miesta pre vazbu ribozd-
mu, stop retazca na ukondenie transkripcie, +tieto prvky su
zaradené v cCitacom ramci s molekulou nukleovej kyseliny pod-
Ta vynalezu. A

Vektory podla vynalezu zahrnuji plazmidy a virusy vra-
tane bakteriofdgov a eukaryotickych virusov, je mozné ich

ziskat znamym spdsobom a dosiahnut expresiu v celom rade



systémov na expresiu, ako je v danej oblasti techniky vseo-
becne zname. Vhodnym virusovym vektorom vo vySSie uvedenom
zmysle je napriklad baculovirus a aj adenovirus a virusy
vaccinia. Je opisany este cely rad inych virusovych vekto-
rov.

SU zname rob6zne postupy, ktoré je mozné pouzZit na uloze-
nie takychto vektorov do prokaryotickych alebo eukaryotic-
kych buniek na dosiahnutie expresie alebo je mozZné tieto
vektory ulozit do zarodkovej expresie alebo do somatickych
buniek za vzniku transgenickych zivocichov. Vhodné postupy
na transformovanie alebo transfekciu si dostatoc¢ne opisané
v literature.

Transformované eukaryotické alebo prokaryotické hosti-
telské bunky, bunky po transfekcii alebo transgenické orga-
nizmy s obsahom nukleovej kyseliny podla vynéalezu, tak ako
boli uvedené vys$s$ie, tvoria tieZ sucast podstaty vynalezu.

VSeobecne je mozné uviest, Ze eukaryotické systémy na
expresiu a najmid systémy na expresiu z nematdédov maju vyho-
du, ktorid spoc¢iva v tom, Ze mdze dochadzat k post-translac-
nému spracovaniu a najmad mOze dojst ku glykozylécii, pricom
v pripade transgenického systému z nematddov tato glykozyla-
cia zodpoveda spracovaniu, ku ktorému dochadza v pripade na-
tivnej bielkoviny. Tato skutoc¢nost je velmi dbélezitym znakom
spésobu podla vynalezu vzhladom na to, Z2e v celom rade pri-
padov je potrebné rekombinantnu bielkovinu dalej spracovéavat
na dosiahnutie optimalneho biologického GcCinku.

Expresia v systémoch buniek cicavcov ma aj cely rad vy-
hod. Bunkovy materidl z cicavca mbze zaistit dobri reproduk-
ciu nativnej formy a protektivnych epitdépov antigénu vzhla-
dom na to, ze v eukaryotickom systéme na expresiu bude
dochadzat k pribuznejs$im spbdsobom glykozyldcie, k vzniku
disulfidovych vdzieb a dal$ich post-translac¢nych modifikacii
nez v pripade E. coli, kde m6ze d6jst k produkcii nerozpus-
tnej bielkoviny, vyzZadujucej dals$ie spracovanie a vykazuju-
cej nedostatodnu reprodukciu v nativnej forme. Okrem toho
pri glykozyléacii v bunkovom materidli cicavcov zrejme nebude

dochadzat k vyvolaniu imunologickej odpovede, ktora znizZuje
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protektivnu odpoved proti bielkovine. V pripade, 2Ze ma byt
chraneny ¢lovek alebo hospodarske zvierata, je teda vyhodné
pouzit bunkové 1linie fibroplastov alebo myeldédmovych buniek
¢loveka alebo hospodarskych zvierat, ako s linie
Hela-Tudska bunkova linia, BHK-bunkovad linia obliciek zarod-
ku Skrecka, VERO-oblic¢kova bunkova linia opic, FR3T3-linia
Fusherovych fibroblastov potkana, NIH3T3-bunkova linia fib-
roblastov my$i, C127I-bunkova linia nadoru mliec¢nej zlazy
my$i, CV-1-bunkova 1linia oblickovych fibroblastov mys$ich
embryi, L-bunky-my$i bunkova linia, CHO-bunkova linia vajec-
nikov &inskeho skrecka, NSO, NSI, SP2 a dalSie bunkové linie
my$ieho myelému a aj bunkové linie potkanieho myeldému, ako
YB2/0 a Y3.

Vektory, vhodné pre rézne typy bunkovych linii cicavcov
st  zname. Vseobecne tieto vektory budi obsahovat prométor
a/alebo zosilnovad transkripcie, operativne spojeny s kodo-
vym nukleotidovym retazcom pre antigén alebo jeho fragment.
Vhodnymi prométormi su napriklad prométory typu SV40, na-
priklad vektor PSVL, prométor z cytomegalovirusu CMV, promo-
tor mys$ieho metalotioneinu I a dlhy opakujici sa terminalny
retazec virusu nadoru mysej mlie¢nej zlazy. Vektor s vyhodou
obsahuje vhodné oznacenie, napriklad gén pre reduktazu di-
hydrofolatu alebo pre glutaminsyntetdzu. Vektory tychto ty-
pov boli opisané vo zverejnenych medzinarodnych prihlaskach
V086,/05807, W0O87/04462, V089/01036 a WO/89/10404.

Transfekciu hostitelskych buniek je mozné uskutocnit za
pouzitia $tandardnych postupov, napriklad za pouzitia fosfo-
red¢nanu véapenatého, DEAE dextrénu, polybrénu, za pouzitia
fuzie protoplastov, lipozdémov, priamej injekcie alebo otvo-
renie pérov pdsobenim elektrického prudu. Posledny z uvede-
nych postupov je vyhodny, spOsoby transfekcie bunkovych
linii cicavcov za pouzitia otvorenia pérov posobenim elek-
trického prudu boli opisané v publikécii Andreason a dalsi,
1980. VSeobecne sa linedrna DNA do buniek ukladd TahSie nez
cirkularna DNA.

Bolo dokazané, ze bielkovina H110D je jedinecnym

a nezvyéajnym spdsobom glykozylovana, <o zrejme prospieva
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k imunologickému ucinku vzhladom na to, Ze cely rad az do-
sial ziskanych monoklonalnych protilatok proti H110D
z Haemonchus rozpoznava uhlohydratové epitépy, ktoré mobdZu
byt velmi délezité pri vyvoji vhodnej vakciny.

Zvlast boli dokazané nasledujuce zvlastnosti glykozyla-

cie H110B z Haemonchus:

i) priblizne 65 % oligosacharidov je viazanych na atom
dusika, zvy$ok na atdédm kyslika,

11i) prevazna ¢ast, napriklad 48 % oligosacharidov, viaza-
ného na atém dusika, je komplexného tvaru

iii) v podstate vs$etok oligosacharid, napriklad viac nez
95 % tejto latky je zbavenych naboja,

iv) relativny molarny obsah pre monosacharidy je N-acetyl-
galaktézamin 1,0, fukéza 3,6, galaktéza 4,1, glukdza
4,4, mandza 6,2 a N-acetylglukdzamin 5,2,

v) oligosacharidy, odli§né od hlavného oligosacharidu
(oznadovaného ako oligosacharid D) su v podstate odol-
né proti degradacii roéznymi exoglykozidézami, ako su
alfa-D-manozidaza, beta-D-manozidaza, beta-D-glukozi-
daza, beta-D—gélaktozidéza, alfa-D-galaktozidaza,
alfa-L-fukoziddza, beta-D-xylozidaza a beta-D—N—ace-

tylglukézamidaza.

Oligosacharidy a glykoproteiny tohto typu potom taktiez
tvoria podstatu vynalezu.

Oligosacharid D glykoproteinu H110D =z Haemonchus je
viazany dvoma zvys$kami fukozy, spojenymi véazbou alfa-1,3
a alfa-1,2 s jadrom, tvorenym manozo-(N-acetylglukézaminom),.

Podstatu vynalezu teda tvori aj oligosacharid, ktory je

mozné vyjadrit vzorcom

Man a 1
\ 3
Man B-1,4 Glc NacBl,4 Glc Nac
/ 6 L I J
Man a 1 (Fucal)2




a najmé vzorcom:

Fuc
al
Man a 1 |
\ 3 3
Man B 1 --->4 GlcNacfl --->4 Glc Nac
/ 6 2
Man a 1 |
al
Fuc

a to najmida v pripade vdzby na bielkovinu, napriklad na re-
kombinantnu bielkovinu, ako bielkovinu typu aminopeptidazy
z hlist alebo jej antigénny fragment alebo v pripade pouzi-
tia na tvorbu antiidiotypickych antigénov, najmid na imuniza-
ciu veImi mladych Zivocichov.

Zivo¢isne glykoproteiny maju zvycajne oligosacharid
s vazbou fukéza-alfa-1,6, takze vazba fukdza-alfa-3 v oligo-
sacharide podla vynadlezu je nezvycajna.

Vynalez bude dhléj‘ podrobnejsSie opisany so‘zvléétnym
ohladom na bielkovinu H110D z Haemonchus contortus. Je nutné
zd6raznit, Ze roOznymi postupmi, napriklad histochemickym
postupom a hybridizaciu DNA bolo mozZné dokazat ekvivalenty
bielkoviny D110D aj v inych celadiach parazitov. Je pravde-
podobné, Ze bielkovina H110D je komplex, ktcrého tvorby sa
zucastni vadcsi podet génov a ze okrem toho mdze kdédovy nu-
kleotidovy retazec javit rbzne variacie retazca medzi rodzny-
mi kmenmi a aj v roéznych $tddiach zZivotného cyklu hlist.
Okrem toho mbéZu existovat viacpocetné formy enzymu, takzvané
izoenzymy, k expresii ktorych méze dochadzat odlisSnym spdso-
bom v rdznych stuprioch alebo v rbéznych kmerioch. Pri tychto
postupoch boli retazce DNA a tym aj nasledné retazce amino-
kyselin stanovované z klonov cDNA a produktov PCR, ziskanych
z mRNA, zodpovedajuce génu pre H110D rekombinantnou techno-
légiou za pouzZitia DNA z réznych zdrojov a v réznych Zzivot-

nych Stadiadch parazita H. contortus.
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Analyza retazca cDNA a produktov PCR umoznila identifi-
kovat tri blizko pribuzné retazce pre H110D, ktoré boli
oznadené H11l-1 (retazec ¢&. 19), H11-2 (retazec ¢&. 20)
a H11-3 (retazec ¢. 21). H1l je tvoreny troma prekryvajucimi
sa retazcami, klonom cDNA AustB1 (retazec ¢&. 6).
PCR-produktom A-648 (retazec c. 9) a 3’-zakoncenim
PCR-produktu 014-178 (retazec ¢. 12). Retazec H11l-2 obsahuje
PCR-produkty A-650 a produkt s velkostou 2,5 kb (retazec C.
10 a 7). H11-3 obsahuje PCR-produkty s velkostou 3,5 kb
a A-649 (retazce &. 8 a 11). Specifické vztahy medzi jednot-
livymi analyzovanymi typmi cDNA a klonmi PCR-produktov
a medzi H11-1, H11-2 a H11-3 st zhrnuté na obr. 1 a podrob-
nej$ie znazornené na obr. 3, 4 a 5.

Rozdiely a variacie v retazcoch, ktoré boli ziskané
z klonov cDNA a z PCR-produktov su zrejmé najmid z obr. 2, 3,
4 a5 (retazce ¢. 1 az 15 a 19 az 21), vysledky su tieZ

zhrnuté v tabulke 1.
Tabulka 1

Homolégia odvodenych retazcov aminokyselin, ziskanych trans-

laciou nukleotidovych retazcov z obr. 2

% podobnosti % totozZnosti
H1i1-1 : H11-2 77 63
H11-1 : H11-3 79 65
H11-2 : H11-3 82 ' 69

Rozdiely su zrejmé spésobené odlisnym mRNA (v skupine
génov) . Okrem toho mézu byt varidcie aspon z cCasti spOsobené
rdéznymi variantami kédového retazca pre H110D alebo mRNA,
pritomné v réznych $tadiach zivotného cyklu alebo v kmefoch,
liSiacich sa zemepisnym pévodom.

V nasledujtucej tabulke 2 su dalej uvedené stupne tOTOZ-

nosti a podobnosti medzi zodpovedajuicim odvodenym retazcom
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aminokyselin a dvoma znamymi retazcami pre aminopeptidazy

cicavcov.

Tabulka 2

Homolégia retazca aminokyselin H110D, aminopeptidazy M (ApM)

potkana a aminopeptidazy A (ApA) mysi

% podobnosti % totoznosti
H11-1 : ApM 55 32
H11-1 : ApA 55 31
H11-2 : ApM 52 31
H11-2 : ApA 54 31
H11-3 : ApM 53 32
H11-3 : ApA 52 30

Prehlad obrazkov na vvkresoch

Na obr. 1 je znazornena mapa analyzovanej cDNA pre
H110D =z H. contortus a klonov PCR-produktov a ich vztahy
a relativne polohy v mRNA pre H110D.

Na obr. 2 je znazorneny nukleotidovy retazec H110D
oznac¢eny H11-3 (retazec ¢. 21), odvodeny od klonovanych PCR
produktov z retazcami ¢. 8 a 11 a klon cDNA M1AUS s retazcom
¢. 5), dalej H11-2 (retazec ¢. 20, odvodeny od klonovanych
PCR-produktov s retazcami 7 a 10) a H11-1 (retazec ¢. 19,
odvodeny od klonovanych PCR-produktov s retazcami &. 9 a 12

a klon cDNA AustBl s retazcom &. 6).

Na obr. 3 je znadzorneny retazec H11-3 (retazec ¢&. 21
z obr. 2) spolu s klonmi cDNA M1 a M1AUS (retazec ¢. 1 a 5).

Na obr. 4 je zndzorneny retazec H11-2 (retazec ¢. 20
z obr. 2) a klon cDNA B2 (retazec ¢&. 4).

Na obr. 5 je znazorneny retazec H1l1l-1 (retazec ¢. 19)

a jeho porovnanie s cDNA B1lA a Aust Bl (retazce &. 2 a 6).
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Na obr. 6 s znazornené a) odvodené retazce aminokyse-
lin (retazec ¢. 22, 23 a 24) od retazcov DNA H11-1, H11-2
a H11-3 z obr. 2, dalej bi) a ii) su odvodené retazce amino-
kyselin z H11-3 v porovnani so znamym retazcom aminokyselin
pre aminopeptidazu M z potkanich mikrozémov (Vatt a dalsi,
1989) a s retazcom pre aminopeptidazu A z mySich mikrézémov
(Wu a dalsi, 1990). Totozné useky su v ramcekoch, pomlcky
oznaduju priestory, ktoré boli =zavedené tak, aby bolo mozZné
vyznac¢it homoldégiu medzi porovnanymi retazcami. Je pouzZity
k6d pre aminokyseliny s vyuzitim jediného pismena pre kazdu
aminokyselinu. Horizontalna ¢iara nad retazcom oznaCuje po-
lohu transmembranovej oblasti, hviezdickami je znazornena
poloha &asti retazca pre vazbu zinku. Stupne podobnosti su
uvedené v tabulkach 1 a 2.

Na obr. 7 s porovnané retazce aminokyselin (oznadené
Pep A, Pep B, Pep C, Pep D a Pep E), ziskané z CNBr
a Lys-C-fragmentov bielkoviny H110D vys$sSie opisanym spdsobom
(podla medzinarodnej patentovej prihlasky V090/11086, poly-
peptidové retazce a), b), e), k) a aa)), uvedené su tiez tri
nové retazce (retazce ¢&. 16, 17 a 18) =ziskané z bielkoviny
H110D $tiepenim, elastdzou alebo termolyzinom pri translacii
a) H11-1, b) H11l-2 a c) H11-3. ‘

Na obr. 8 je znazorneny Vestern blot integrdalnych biel-
kovin membrany, ktoré sa nachadzaju v extrakte dospelych je-
dincov Haemonchus contortus po pouziti afinitnych ¢istenych
protilatok z potencialnych klonov H110D a) antigény
v extrakte Haemonchus =za pouzZitia zmacadla, rozpoznavané
antisérom proti extraktu, b) protilatky, vymyvané v toho
istého priuzku ako v pripade a) po opakovanej skiSke proti
blotu uvedeného extraktu, potvrdena je uspesna elucia, c)
protilatky rovnaké ako v pripade b), schopné sa viazat na
klon M1 bielkoviny po expresii silno rozpoznavaji oblast
s velkostou 110 000 (a pomerne ostro ohraniceny pas s mole-
kulovou hmotnostou 205 000) a d) nedochadza k véazbe proti-
latky v pripade, Ze sa spolu so sérom pouzZije nerekombinan-
tnd bielkovina.

Na obr. 9 je znazorneny Northern blot pre Cistenu mRNA
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z Haemonchus contortus vo veku 11, 15 a 23 dni po pouziti a)
cDNA, klonu M1 (retazec ¢. 1), b) cDNA, klon M1 AUS (retazec
¢. 5), ¢) cDNA, klon B1lA (retazec ¢. 2 a 3), d) cDNA, klon
AustB1l (retazec ¢. 6), e€) klonovany PCR-produkt 014-872 (3,
S - 2, retazec ¢. 8) a f) klonovany PCR-produkt 014-015 (re-
tazec ¢&. 7). Cisla 11, 15 a 23 oznacuju vek Haemonchus,
z ktorého bola ziskana mRNA.

Na obr. 10 je =znazorneny Southern blot DNA-gendmu
Haemonchus contortus za pouzitia cDNA klonu M1AUS (retazec
¢. S), Bl1A (retazec ¢. 2 a 3) a AustBl (retazec ¢&. 6)
a PCR-produktov 014-872 (3,5 - 2, retazec ¢. 8) a 014-015
(retazec ¢. 7).

a) bloty boli premyté pri mierne obmedzujucich podmienkach,
b) bloty boli premyté pri vysoko obmedzujucich podmienkach.

V pripade kazdej vzorky obsahovala draha 1 vzorku
lambda-DNA, rozS$tiepené HindIII ako oznacenie alebo neobsa-
hovala Ziadne oznacenie, drahy 2 a 3 obsahovali DNA gendmu
Haemonchus, rozs$tiepend enzymami EcoRI a HindIII.

Na obr. 11 je znazorneny Vestern blot rekombinantnych
zlozenych bielkovin GST-M1 a GST-B1lA, ako sonda boli pouzité
protilatky proti elektroforeticky c&istenej bielkovine H110D
(H110DE), ¢istené afinitnou chromatografiou.

Na obr. 12 je znazorneny Vestern blot antigénu ConA
H110D, ako sonda bol pouzity antisérum proti ConA H110D
a antisérum proti rekombinantnym zlozenym bielkovinam
GST-M1 a GST-B1A.

Na obr. 13 si znazornené a) vysledky analyzy bielkovin
H110D a aktivita enzymu aminopeptidazy vo frakciach, ktoré
boli ziskané chromatografiou na ionomenici za pouzZitia ConA
H110D na stilpci MonoQ, b) SDS-PAGE pre frakcie, znadzornené
na obxr. 13a).

Na obr. 14 sd znazornené
a) hodnoty pH, pri ktorych boli ziskané frakcie pri pokuse

so stanovenim izoelektrického bodu,
b) elektroforéza na SDS-PAGE =za redukénych podmienok pre
frakcie =z obr. 14a), spodny péas dubletu H110D je vo

frakcii 6 a horny pas vo frakcii 16, mnozstvo v jednot-
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livych frakciach sa zmeni,

c) Vestern blot pre frakcie, znazornené na obr. 14b), ako
sonda boli pouzité i) monoklondlne protilatky TS 3/19,7
a ii) afinitnou chromatografiou Ccistené polyklonalne
protilatky proti M1, kontrolné protilatky nevyvolali
Zziadnu zistiteInid reakciu.

Na obr. 15 st znazornené a) hodnoty pH, pri ktorych bo-
1i ziskané frakcie pri dalsom pokuse na ziskanie hodnoty
izoelektrického bodu , b) elektroforézou na SDS-PAGE za re-
duk&nych podmienok pre frakcie z obr. 15a), spodny pas dub-
letu H110D sa nachadza vo frakciach 4 az 6 a spodny pas vo
frakcidach 16 az 18, mnozstvo v jednotlivych frakciach sa me-
ni, c) Specifické ucinnosti frakcii =z obr. 15b) vzhladom na
mikrosomalnu aminopeptidéazu.

Na obr. 16 je znazornena ochrana oviec vakcinaciou za
pouzitia oddeleného horného pasu (U), spodného pasu (L),
zmesi pasov (U + L) a dubletu (D) bielkoviny H110D.

a) Kladenie vajicok (pocet vajicok na + g vykalov),
b) uhynuté &ervy relativne v porovnani s kontrolami.

Na obr. 17 je zndzornend ochrana oviec po vakcinacii za
pouzitia vo vode rozpustného fragmentu H11S, ziskaného
z bielkoviny H110D rozs$tiepenim pésobenim'elastézy a za pou-
2itia H11A fragmentu, rozpusteného v zmdcadle z bielkoviny
H110D.

a) Kladenie vajic¢ok (pocet vajicok na 1 g vykalov),
b) uhynuté éervy relativne v porovnani s kontrolami (C).

Na obr. 18 su znazornené priklady vztahov medzi inhibi-
ciou Ai), Bi) u¢innostou podobné aminopeptidiaze M a Aii),
Bii) udinnostou podobné aminopeptidédze A bielkoviny H110D po
posobeni antisér jednotlivych oviec, ockovanych bielkovinou
H110D, ochrana bola meranid v pripade Ai) a Aii) percentom
redukcie uhynutych ¢&ervov a v pripade Bi) a Bii) redukciou
znizenia podtu vajidok vo vykaloch v percentiach. Prazdne
§tvordeky znamenaju u€innost proti H110D, plné Stvorceky
t¢innost proti ferritinu kona ako kontrolnej latke.

Na obr. 19 je znazornena histochemicka lokalizacia

u¢innosti enzymu aminopeptidazy u dospelych jedincov Haemon-
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chus contortus, mikrofotografie zmrazenych rezov dospelych
samic Haemonchus contortus dokazuju uc¢innost aminopeptidazy
(Cervené reakéné produkty sa javia ako tmavy pas, oznaceny
ipkou) v spojeni s mikroklkmi (mv) &reva (i). Ziadne z dal-
§ich tkaniv, napriklad pokozka (c), hypodermis (h), genital-
ny systém (gt) alebo svalovina steny (wm) neobsahovala
enzym. Na obr. 19a bol ako substrat pouzity !-leucin-4-meto-
xy-beta-naftylamid, na obr. 19b bol ako substrat pouzZity
alfa- (4-metoxy-beta-naftylamid) kyseliny glutamovej.

Na obr. 20 je znazornena mapa PCR-produktu 3,5, klon
2 (retazec ¢. 8) po subklonovani vo vektore na expresiu
pBlueBacll z baculovirusu.

Na obr. 21 je zndzorneny Vestern blot extraktu z hmyzu
Spodoptera frugiperda po infekcii baculovirusom, extrakt bol
pripraveny =z buniek (Sf)9 za pouzitia protildtok proti
H110DN ako sondy. U dvoch klonoQanYch plakov, P3A a P4A dos-
lo k expresii imunopozitivnej bielkoviny H110D v plnej dizke
(oznacené Sipkou), v pripade kontrol nebolo mozZné expresiu
dokazat.

Podstatu vynalezu +tvoria aj molekuly nukleovych kyse-
1in, obsahujuce jeden alebo vacs$i pocet nukleotidovych re-
tazcov, v podstate zodpovedajucich alebo v podstate komple-
mentarnych k jednému alebo vacd$iemu poctu retazcov z klonov
M1, B1lA, B1A-3’, B2, M1AUS, AustB1l, 014-015 (2,5 PCR),
014-872 (3,5 PCR klon 2), A-648 (5’-zakonéenie B1l), A-650
(5’ ~zakonc¢enie AustB1l, klon 2), 014-178 (3’-zakoncenie
AustB1l, klony 6 a 6), 014-872 (3,5 PCR, klon 10) a 014-872
(3,5 PCR, klon 19) az 21 z obr. 2, 3, 4 a 5 alebo retazce,
ktoré si s tymito retazcami v podstate homolégne alebo ktoré
hybridizuju s ktorymkolvek z uvedenych retazcov.

Ako uZz bolo uvedené, pri porovnavani retazcov rbznych
vySsSie uvedenych klonov a poc¢itadovych databaz znamych re-
tazcov bolo mozné dokazat podstatnu homolégiu pre skupinu
mikrosomalnych aminopeptidaz (Ec. 3.4.11-). Enzymatické Stua-
die a Stidie, tykajuce sa inhibitorov, vykonavané s bielko-
vinou H110D a s jej frakciami potvrdzuju, Ze bielkovina je

v skutoCnosti mikrosomalnou aminopeptidazou (mikrosomalnou



hydrolazou alfa-aminoacylpeptidu). Tieto skusky dalej doka-
zali pritomnost u¢innosti typu aminopeptidazy A a aminopep-
tidazy M, takzZe pre kazdd =zo zloziek dubletu H110D je mozZné
jednotlivo dokazat enzymaticku a¢innost.

Boli tieZ vykonané skusky s proteolytickym Stiepenim
bielkoviny H110D. Pri pouziti enzymu elastadzy bolo mozné do-
kazat, ze bielkovinu H110D je mozZné ciastoCne rozsStiepit za
vzniku dvoch frakcii a +to frakcie, rozpustnej v zmacadlach,
ktord zostava spojend s membranou a frakcie, ktorda je roz-
pustna vo vode a bola oznacena H11lS. H11S sa vyskytuje vo
forme diméru bielkoviny, ktory je mozné rozlozit na dve
zlozky. Je zaujimavé, ze bolo dokadzané, Ze vo vode rozpustna
frakcia H11lS m& len uc¢innost <typu aminopeptidazy M, ale
frakcia, ktora je rozpustna v zmdcadlach, mé len Gc¢innost
typu aminopeptidazy A.

V nasledujiucom priklade je podrobne opisany rad poku-
sov, ktoré viedli k stanoveniu retazcov, znazornenych na

obr. 1 az 7.

Priklady uskutoc¢nenia vynalezu

Metody

Kon$trukcia banky U.K. lambdaGT11

Izolacia mRNA

0,5 g dospelych jedincov Haemonchus contortus pévodu
UK, zmrazenych v kvapalnom dusiku bolo rozdrvenych v kvapal-
nom dusiku za pouzitia vopred ochladeného maziara a tiéika.
RNA bola z rozdrveného materialu extrahovand za pouzitia 10
objemov 4 M guanidinhydrochloridu v 25 mM citratu sodného
s obsahom 0,5 % sarkosylu a 0,7 % 2-merkaptoetanolu s nas-
lednou extrakciou fenolom a chloroformom za pouzitia postupu
podla publikacie Chomczynski a Sacchi, 1987. Z tohto mate-
rialu bola pripravena mRNA afinitnou chromatografiou na oli-
go dT celulbéze, dvakrat opakovanou podla publikacie Maniatis

a dals$i, 1982, kvalita bola overenda translaciou in vitro za
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pouzitia skusobného balic¢ka s lyzatom retikulocytov kralika
a 35s_metioninu (Amersham International plc) podla navodu
vyrobcu. Tymto spdésobom boli dokazané polypeptidy az do mo-

lekulovej hmotnosti 120 000.
Priprava komplementarnej DNA

DNA, komplementarna k prvému retazcu (cDNA) bola synte-
tizovand z 1 mikrogramu mRNA za pouzitia nahodnej syntézy za
pouzitia priméru a reverznej transkriptazy vtéakov, druhy re-
tazec bol syntetizovany za pouzitia RNazy H a DNA polymerazy
I z E. coli, potom boli upravené 3’-precnievajiuce konce za
pouzitia T4 DNA polymerazy sposobom podla publikacie Gubler
a Hoffman, 1983. Vytazok cDNA s dvojitym retazcom (ds) bol
pribliZzne 400 ng z 1 mikrogramu mRNA. Tato ds cDNA bola ana-
lyzovani elektroforézou na 1% agardzovom géli a potom auto-
radiografiou a bolo dokazané, zZe jej velkost je v rozmedzi
0,5 az 2,3 kb.

Klonovanie cDNA v lambdagtll

Vybranid cDNA bez vymedzenia velkosti molekul bola pou-
7it4d na konstrukciu banky v lambdagtll =za pouzitia Systému
na klonovanie cDNA, sku$obného balic¢ka ¢. RPN 1280 (Amersham
International plc) a skuSobného balic¢ka ¢. N 334, obsahujuca
prislusné extrakty na postup in vitro (Amersham Internatio-
nal plc) podla navodu vyrobcu, sucasne boli pouzité oligo-
nukleotidové spojovniky so zakoncenim po odStiepeni enzymom
EcoRI (5°'GGAATTCC). Vysledna banka bola pouzita spolu s kme-
fiom E. coli Y1090 v pritomnosti izopropyltio-beta-D-galakto-
zidu (IPTG) a 5-brém-4-chlér-3-indolyl-beta-D-galaktozidu
(X-gal), za tychto podmienok sa rekombinantna lambdagtll ja-
vi ako &ire "biele" plaky a prirodnd lambdagtll sa javi ako
modré plaky. Banka obsahovala 90 % bielych plakov a ucinnost
klonovania bola vypoc¢itana ako 4 x 107 jednotiek na tvorbu
plakov, pfu/mikrogram cDNA, titer banky bol 2 x 100 pfu/ml.

Analyza DNA v 20 nahodne odobratych vzorkach dokdzala prie-



- 23 -

merni velkost ulozeného retazca 0,51 kb. Tento priemer bol
v8ak o nieco meneny pritomnostou jediného klonu s velkostou
ulozeného retazca 3,5 kb. Vacésina ulozenych retazcov obsaho-
vala viac nez 300 parov baz, bp. Potom bola tato banka
}ambdagtll bez amplifikacie, odvodena od wuvedenej mRNA vy-

Setrenda na imunologicku u¢innost.

Priprava protildtok na pouzitie ako sondy

Antisérum proti bielkovinam, integrovanym v membrane

7Z dospelych jedincov Haemonchus contortus (poévodu UK)
boli vybraté ¢reva a homogenizovana v ladovom fyziologickom
roztoku chloridu sodného s fosfatovym pufrom s pH 7,4
s obsahom 1 mM kyseliny etyléndiamintetraoctovej, EDTA a 1
mM fenylmetylsulfonylfluoridu, PMSF. Homogenat bol 10 minut
odstredovany v mikroodstredivke a usadenina bola znova uve-
dena do suspenzie v rovnakom pufri s obsahom 0,1 % objemo-
vych Tween 20. Po opakovanom odstredeni bola usadenina znova -
uvedena do suspenzie v tom istom pufri s obsahom 2 % objemo-
vych prostriedku Triton X-100 a potom bola zmes extrahovana
2 hodiny pri teplote 4 °C. Extrakt bol odstredeny rovnakym
sposobom ako je uvedené vys$sie, ¢im bol ziskany supernatant,
obsahujici bielkovinu, typicku pre integrovanui bielkovinu
v membrane, IMP.

Ovce boli hyperimunizované za pouzitia IMP vo Freundo-
vom uplnom pomocnom prostriedku FCA vnutrosvalovou injekciou
50, 50, 120 a 130 mikrogramov IMP, injekcie boli postupne
v uvedenom poradi podané v tyzdroch 0, 7, 11 a 15. Sest tyz-

diiov po poslednej injekcii bolo odobrané sérum a oznacené

EE-068.

Priprava integrdalnych bielkovin membrany extrakciou Haemon-

chus contortus za pouzitia zmacadla

Extrakt bol pripraveny tak, =Ze hlisty boli homogenizo-
vané v 5 az 10 objemoch PBS s obsahom 1 mM EDTA a 1 mM PMSF.

Suspenzia bola odstredena pri 10 000 x g celkom 20 minut pri



teplote 4 °C a usadenina bola premyta tym istym pufrom
s obsahom 0,1 % objemovych prostriedku Tween 20, potom bol
materidl extrahovany piatimi objemami Tritonu X-100 v kon-
centracii 2 % objemové vys$sSie uvedenym spdOsobom. Supernatant
bol znovu odstredeny 1 hodinu pri 100 000 x g a vysledny su-
pernatant, obohateny o H110D a obsahujuici dalsi IMP, bol
pouzity pre Vestern blot a na pripravu nedenaturovanej biel-

koviny H110D, ako bude dalej uvedené.

Priprava H110D a protilatka proti H11O0DN, cCistena afinitnym

spOsobom

Extrakt, obohateny H110D bol podrobeny afinitnej chro-
matografii na ConA-agardze, potom bola vykonana chromatogra-
fia na ionomenic¢i na stipci MonoQ (podla patentovych prihla-
$ok WO88/00835 a ¥W090/11086). Cistena bielkovina H110D bola
vnutrosvalovo podana jahriatam v FCA. Boli podané tri davky
po 100 mikrogramoch v intervale 3 tyzdne. Sérum bolo odobra-

né 4 tyzdne po poslednej injekcii a cCistené afinitnym postu-

pom absorpciou na stipec, obsahujuci ¢istend bielkovinu
H110D, viazani na Sepharose (Pharmacia), aktivovanou broém-
kyéanom. Vdzba H110D na Sepharose, vézba antiséra a ellcia

protildtok proti H110D boli uskutocnené podla in$trukcii
Pharmacia. Tieto protilatky, <¢istené uvedenym afinitnym
spésobom boli oznacené anti-H110DN. Pismeno "N" odlisuje
tieto protilatky od protilatok, ktoré boli produkované proti
denaturovanej, elektroforeticky ¢istenej bielkovine H110D,

tieto protilatky boli oznacené anti-H11O0DE.

Vestern blot

Vestern blot bol vykonany zvyé&ajnym spésobom podla pub-

likacie Johnstone a dals$i, 1982.

Izolacia a charakterizéacia klonov

VySetrenie banky lambdagtll (p6évod UK) na imunologicku



ucéinnost

Na zistenie imunologickej Gc¢innosti banky bol v podsta-
te pouzity postup, opisany v publikdacii Bowtell a dalsi,
1986. Pred pouzitim bolo sérum (EE-068) zbavené protilatok
proti E. coli absorpciou lyzatom a uplnymi bunkami kmena E.
coli Y1090. Potom bola banka nanesend na platne s E. coli
Y1090 v mnozstve 10° pfu na jednu platnu s priemerom 90 mm.
Platne boli prevrstvené nitroceluldézovymi filtrami, impreg-
novanymi IPTG a inkubované cez noc. Filtre boli premyté TBST
(50 mM Tris s pH 7,4, 150 mM NaCl a 0,05 % objemovych Tween
20) a potom boli blokované konskym sérom v TBST s koncentra-
ciou S % objemovych po dobu 2 hodiny. Potom bolo pridané
sérum EE-068, riedené v pomere 1:200 v TBST s obsahom 5 %
konského séra a filtre boli inkubované 4 hodiny za mierneho
kolisavého pohybu. Potom boli filtre =znova premyté TBST
a inkubované spolu s konskymi protilatkami proti ovciemu
I1gG, konjugovanymi s peroxidazou z chrenu, HRP v riedeni 1:
500 v TBST s obsahom S % objemovych konského séra po dobu
2 hodin. (Anti-sérum proti ovciemu IgG bolo ziskané z kona,
protilatka proti IgG ovce bola <¢istend afinitnou chromato-
grafiou na stipci Sepharose s ov&im IgG a protilatky boli
konjugované s HPR podla publikacie Nakane a Kawaoi, 1974).
Filtre boli znova premyté TBST a pozitivne plaky boli ziste-
né za pouzitia 0,6 mg/ml 3,3’ -diaminobenzidinu (DAB) a 0,1%
peroxidu vodika (% objemové). Bolo odobratych 25 klonov
s pravdepodobnou pozitivitou a tieto klony boli znovu sledo-
vané na pritomnost protildatky proti afinitne ¢istenej biel-
kovine H110DN vy&Sie wuvedenym spoésobom. Po tejto druhej
skiske bolo 5 rekombinantnych klonov stale esSte pozitivnych,
pricom u klonu, oznaceného M1 bol dokazany najsilnejsSi sig-

nal.
Afinitné cCistenie protilatky na rekombinantnom fagu

Boli pripravené platne so suvislou vrstvou buniek kmerna

E. coli Y1090 tak, Ze na kazdt platfiu bolo nanesenych 103
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pfu kazdého z klonov lambda, pozitivnych na tvorbu protila-
tok alebo toho istého mnoZzstva nerekombinantného negativneho
kontrolného fagu lambdagtll. Platne boli inkubované 4 hodiny
pri teplote 42 °C a potom na ne boli ulozené filtre, impreg-
nované IPTG a platne boli dalej inkubované cez noc pri tep-
lote 37 °C. Potom boli filtre z platni odstrdnené a premyté
TBST, potom boli blokované konskym sérom v koncentracii
5 % objemovych po dobu jednej hodiny. Potom boli filtre in-
kubované 6 hodin v antisére EE-068 v riedeni 1:100, potom
boli dékladne oplachnuté TBST. Viazané protilatky boli
z filtra vymyté za pouzitia 2 x 2 ml eluc¢ného pufra (5 mM
glycinu, 500 mM NaCl, 0,2% Tween 20, pH 2,3) vzdy po dobu
2 az 3 minuty, potom bol materidl neutralizovany pridanim
200 mikrolitrov 1 M pufra Tris/HCl s pH 7,4, material bol
zriedeny v pomere 1:200 a pouzity na vySetrenie imunologic-
kej ucinnosti metddou Western blot za pouzZitia obohateného
extraktu H110D.

Retazce DNA v klone M1

Z klonu M1 bola izolovana lambda DNA spdsobom podla
publikdcie Maniatis a dalsi, 1982. Fragment s velkostou
2,38 kb po Stiepeni enzymami KpnI-Sstl, obsahujuci fragmént‘
M1 s velkostou 300 bp sa izoluje elektroforézou na géli
a potom sa Cisti =za pouzitia skuSobného balidka GENECLEAN
(Stratagene, GENECLEAN je chrdnena slovna znamka BI0101)
a potom sa subklonuje v plazmide pBluescript Il SK (Strata-
gene). Fragment po Stiepeni enzymom EcoRI sa &isti rovnakym

spbésobom a potom sa znova subklonuje v rovnakom vektore.

Nukleotidovy retazec uloZeného retazca M1 sa stanovi za
pouzitia balicka na analyzu retazca T7 (Pharmacia, U. K.) =za

pouzitia beznych aj reverznych primérov M13.

Priprava banky hlisty australskeho pévodu v lambdagtll
a lambdaZAP



Izolacia mRNA

5 g dospelych jedincov Haemonchus contortus (australsky
kmenn McMaster) bolo zmrazenych v kvapalnom dusiku a potom
mletych taktiez v kvapalnom dusiku a RNA bola extrahovana
horicim fenolom podla publikacie Cordingley a dalsi, 1983.
Vytazok RNA bol celkom 10,35 mg. Potom bolo 1,3 mg tejto RNA
pouzitych na pripravu mRNA afinitnou chromatografiou na oli-
go dT celuldéze za pouzZitia dvojitého ¢istenia spdsobom podla
publikacie Maniatis a dalsi, 1982. Vytazok mRNA bol 21,6
mikrogramov. Kvalita mRNA bola overend in vitro translaciou
za pouzitia lyzatu retikolucytov kralika v pritomnosti
35S_metioninu (Amersham) podla navodu vyrobcu. Ziskany pro-
dukt translacie mal =zretelne odlisné pasy vratane péasov
s velkostou vy$sSou nez molekulova hmotnost 200 000, ako bolo
dokazané elektroforézou na SDS-polyakrylamidovych géloch

s naslednym vykonanim fluorografie.
Syntéza cDNA a priprava banky

Na pripravu cDNA za pouzitia oligo dT alebo Statistic-
kych primérov bol pouzity 1 mikrogram mRNA a skusSobny bali-
¢cek na syntézu cDNA (Amersham International plc) podla navo-
du vyrobcu. Bolo ziskanych 115 ng ds cDNA. Tato cDNA bola

analyzovana elektroforézou po oznaceni 32

p na alkalickom
agardzovom géli podla insStrukcii na skusSobnom balicku. Vel-
kost retazca cDNA, stanovena porovnanim s oznaéenim, ku kto-
rému bol pouzity lambda-HindIII (New England Biolabs) bola
150 bp aZz viac nez 10 kb, pricdom vadéSina retazcov produktu
mala velkost v rozmedzi 0,6 az 5 kb. Za pouzitia oligo
dT-primérov a Statistickych primérov boli ziskané vzorky ds
cDNA spojené a naviazané na prebytok spojovnikov s obsahom
8 baz po Stiepeni EcoRI, 5’-GGAATTCC3' (New England Biolabs,
¢islo kataldgu 1018) po oznaceni gama-32p-ATP
a T4-polynukleotidkinazou. Takto viazana c¢cDNA potom bola
rozStiepena enzymom EcoRl a prebytoc¢né spojovniky boli od-

stranené chromatografiou na Sepharose 4B (Pharmacia spdsobom
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podla publikacie Maniatis a dals$i, 1982. Frakcie zo stipca
boli spojené do dvoch podielov, =z ktorych jeden obsahoval
cDNA s viacdsou velkostou nez 2 kb a druhy cDNA s velkostou
nizsou nez 2 kb. KazZdy podiel bol potom oddelene naviazany
na 1 mikrogram lambdaZapll po spracovani enzymom EcoRI
a fosfatdazou (Stratagene) a spracovany oddelene za pouzitia
balic¢ka Gipack Gold (Stratagene). Za pouzZitia cDNA s vacsim
retazcom bolo ziskanych 1,3 x 10° rekombinantnych klonov, za
pouzitia cDNA s kratsSim retazcom bolo ziskanych 1,4 x 10°
rekombinantnych klonov, klony boli spojené, ¢im bola ziskana
banka, obsahujuca 2,7 x 10° klonov. Tato banka lambdaZap bo-
la amplifikovand za pouzitia buniek XL1-Blue (Stratagene)
a banky v mnozstve 2 x 104 pfu na jednu platnu s priemerom

135 mm. Titer amplifikovanej banky bol 7 x 107 pfu/ml.

Dal$ie 2 mikrogramy mRNA boli pouzité na pripravu cDNA
vysSie uvedenym spdsobom, avsak ako primér bol pouzity len
oligo dT. VytazZok ds cDNA bol 740 ng. Tato cDNA bola spraco-
vanad EcoRI metyladzou spbésobom podla publikacie Maniatis
a dals$i, 1982, potom boli pridané spojovniky EcoRI, v tomto
pripade spojovniky s 12 bazami, 5’CCGGAATTCCGG3® (New
England Biolabs, ¢. kataldégu 1019). Po rozs$tiepeni takto
viazanej cDNA pdsobenim EcoRI boli vsetky frakcie zo stipca
Sepharose 4B, ktoré obsahovali cDNA, spojené a naviazané na
2 mikrogramy lambdagtll po rozStiepeni EcoRl a po spracovani
fosfatazou (Stratagene). Naviazana zmes bola rozdelena na
dva podiely, ktoré boli spracované za pouzitia dvoch podie-
lov Gigapack Gold (Stratagene) a ziskané materialy boli opat
spojené za vzniku banky lambdagtll s obsahom 7 «x 106 pfu.
Tato banka bola amplifikovana za pouzitia buniek ST9 a §
x 10° pfu na jednu platriu s priemerom 135 mm. Titer amplifi-
kovanej banky lambdagtll bol 4,5 x 1011 pfu/ml.

VySetrenie banky lambdagtll z australskych hlist za pouzitia
antiséra proti H110D

Antiséra boli ziskané tak, Ze sa ovciam bola injekéne
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podana bielkovina H110D (p6évodu UK) po elektroforéze z poly-
akrylamidového gélu po elektroforéze na SDS nasledujiucim
spbésobom. ConA H110D, ziskany podla zverejnenych patentovych
prihlasok WO 88/00835 a WO 90/11086 bol podrobeny elektrofo-
réze na SDS polyakrylamidovom géli podla publikdcie Laemmli,
1970, ¢&im bola ziskand bielkovina H110D. Po elektroforéze
bola oblast polyakrylamidového gélu s obsahom bielkoviny
H110D vybrata, wulozend do =zariadenia pre elektroeluciu
(Atto) a elucia bola vykonavana 3 hodiny pri 10 V. Bielkovi-
na H110D, ziskana elektroeliciou a oznacena H110DE bola kon-
centrovana v zariadeni Centriprep 10 (Amicon) a potom bola
uskuto&nena vymena na stipci PD10 (Pharmacia), pufer bol vy-
meneny za 50 mM uhlicdéitan aménny s 0,07 % SDS, potom bol ma-
terial zmiesSany s pomocnymi prostriedkami a injekéne podany
ovciam. Imunoglobuliny zo sér boli vyzrazané siranom aménnym
podla publikacie Johnstone a Thorpe, 1982. Vyzrazané proti-
latky boli znova uvedené do suspenzie v mnozZstve 60 mg/ml vo
fyziologickom roztoku chloridu sodného s fosfatovym pufrom
a roztok bol dialyzovany proti roztoku chloridu sodného
s fosfatovym pufrom a potom zriedeny v pomere 1:10 vo fyzio-
logickom roztoku chloridu sodného s Tris-pufrom (TBS) s ob-
sahom 5 % hmotnostnych praskového odtuc¢neného mlieka. 10 mg
ConA H110D bolo rozpustenych na roztok s obsahom 0,5 % SDS,-
roztok bol zohriaty na 3 mindty na 100 °C a potom bol susSeny
na nitrocelulézovom filtri. Po premyti TBS s obsahom 0,2 %
objemovych Tween 20 a 0,5 % Tritonu X-100 (TBSTT) bol filter
inkubovany 1 az 2 hodiny pri laboratérnej teplote s proti-
latkami proti H11ODE. Po premyvani filtra 2 hodiny pri pou-
ziti TBSTT boli viazané protilatky vymyvané za pouzitia 3 ml
0,1 M glycinu, 0,15 M chloridu sodného s pH 2,6 celkom 2 mi-
nity, potom bolo pH roztoku okamZite upravené na neutralne
pridanim 75 mikrolitrov 1,5 M Tris s pH 8,0. Tieto protilat-
ky, ¢istené afinitnym postupom a oznacené anti-H11ODE boli
pouzité na analyzu 5 x 10° pfu banky cDNA lambdagtll z hlist
australskeho pdévodu tak, ako uz bolo opisané vysSsie.

5 x 10° rekombinantnych klonov z banky lambdagtll, od-

vodenej od australskej hlisty Haemonchus contortus bolo vy-
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Setrenych na imunologickd d¢innost a boli izolované tri po-
zitivne klony. Po dals$om vysSetreni boli dva z tychto rekom-
binantnych klonov stale esSte pozitivne, tieto klony boli

oznacené B1lA a B2.
Analyza retazca z klonov B1A a B2

Uvedené dva klony boli rozsStiepené enzymom EcoRI a bol
ziskany jediny wulozeny usek retazca s pribliZzne 500 bp
z B1A a 3 fragmenty, B2A s priblizne 400 bp, B2B s priblizZne
100 bp a B2C s priblizne 100 bp v pripade B2. Tieto retazce
boli subklonované v plazmide pBluescript SK (Stratagene)
a ich retazec bol analyzovany za pouzitia skusSobného balicka

Sequenaza 2,0 (United States Biochemicals).
Expresia klonov M1 a BlA

Retazec pre M1 (retazec ¢. 1) a pre BlA (retazec
¢. 2 a 3) boli na dosiahnutie expresie ulozené do E. coli za
pouzitia vektora pGEX podla publikdcie Smith a Johnson,
1988. Za pouzitia tohto vektora je mozné dosiahnut expresiu
bielkovin na C-terminalnom zakoncéeni glutation-S-transferazy
(GST) zo Schisostoma japonicum. UlozZzené retazce M1 a B1lA po
rozs$tiepeni enzymom EcoRI boli naviazané na materidl pGEX1
po rozs$tiepeni EcoRI a po poOsobeni fosfatdzy a potom bol
vysledny produkt pouzity na transformaciu E. coli, kmena
JM101 podla publikacie Maniatis a dalsi, 1982. Z kazdej
transformacie bolo pouzitych 8 vzoriek a kultiury po 2 ml bo-
1li pestované 6 hodin pri teplote 37 °C. Potom bol pridany
IPTG na indukciu syntézy zlozenych bielkovin a inkubacia
pokrac¢ovala cez noc. Bunkovy material bol oddeleny odstrede-
nim, rozruseny povarenim v pufri na odber vzorky (Laemmli,
1974) a extrakty boli analyzované elektroforézou na
SDS-PAGE a metdédou Vestern blot za pouzitia ovCich protila-
tok, c¢istenych afinitnym spdsobom a Specifickych proti SDS
denaturovanému dubletu H110D (anti-H110ODE, ako bolo uvedené

vys$s$ie). Viazané protilatky boli dokazané za pouzitia konju-
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gatu alkalickej fosfatazy s kralic¢ou protilatkou proti IgG
ovce (Jackson Immunoresearch) a potom nasledovala detekcia
pomocou 5-brém-4-chlér-3-indolyl-fosfatu a tetrazodliovej
modrej (NBT). Kultdry imunopozitivnych klonov boli potom
pestované a indukované vyS$Sie uvedenym spdsobom a potom roz-
ruSené pomocou ultrazvuku. Materidl po pésobeni ultrazvuku
bol rozdeleny na rozpustni a nerozpustni frakciu odstredenim
v odstredivke Sorvall RC-2B s rotorom HS4 30 minut pri 7000
ot/minditu a pri teplote 4 °C. Nerozpustné usadeniny boli
znova uvedené do suspenzie v 8 M mocovine za pouzitia
ultrazvuku a vzorky jednotlivych frakcii boli podrobené
elektroforéze na SDS-PAGE. Bolo dokazané, ze zlozené bielko-
viny sa nachadzaju v nerozpustnej frakcii inklznych telie-
sok. Kazda z tychto vzoriek bola pouzita na vakcinaciu dvoch
oviec 3 x po sebe, pre kazdu davku bolo pduiitych 150 mik-
rogramov zlozenej bielkoviny vo Freundovom pomocnom pros-
triedku. Pozitivne kontrolné ovce boli imunizované nativnou
bielkovinou ConA H110D, negativne kontrolné ovce boli imuni-
zované solubilizovanou bielkovinou z E. coli s obsahom vek-
tora pGEX bez ulozeného retazca z Haemonchus. Séra z vakci-
novanych oviec boli dnalyzované metédou Vestern blot proti
H110B.

VySetrenie banky lambdaZAP australskeho p6évodu za pouzZitia

hybridizacie DNA s uloZenymi retazcami M1 a B1lA

DNA plazmidov M1 a B1lA (klonované v pBluescript) boli
rozstiepené enzymom EcoRI a uloZené retazce boli izolované
elektroforézou v TBE (Tris-boritan-EDTA s obsahom 89 mM
Tris-boritanu, 89 mM kyseliny boritej a 2 mM EDTA, pH pri-
blizne 8,3) v 1% agardzovom géli, potom bol material &isteny
za pouzitia balicka GENECLEAN. Izolacia a cistenie bolo opa-
kované tak, aby nedoslo ku kontaminacii sondy retazca DNA
plazmidu, ktory by hybridizoval s retazcom lambdaZAP a tak
neziaducim spdsobom zvy$il pozadie. Cistené retazce ulozZe-
nych DNA boli znacené pomocou alfa-32p_dCTP za pouzitia ba-

licka na stimulovani translaciu (Promega Biotech) podla na-
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vodu vyrobcu. Znacena DNA bola oddelend od neuloZenej znace-
nej DNA chromatografiou na stlpci =za sucasného odstredenia
podla publikacie Maniatis a dalsi, 1982. Na osem platni
s priemerom 135 mm s obsahom banky lambdaZAP bolo nanesenych
10° pfu/platriu a vzniknuté plaky boli prenesené na nitroce-
lulézové filtre podla publikacie Maniatis a dalsi, 1982. Po
zohrievani vo vakuovej peci 2 hodiny na teplotu 80 °C boli
filtre vopred hybridizované 2 hodiny a potom boli hybridizo-
vané cez noc pri teplote 42 °C tak, ako bude dalej opisané
v odstavcoch, opisujicich analyzu Southern blot. Boli analy-
zované S$tyri filtre so sondou M1l a Styri filtre so sondou
B1lA. Filtre boli dvakrat premyté za pouzitia 2 x SSC s obsa-
hom 0,5 % SDS, raz 1 x SSC s obsahom 0,5 % SDS a potom este
raz 0,5 x SSC s obsahom 0,5 % SDS, vzdy pri teplote 50 °C
a potom bola vykonand autoradiografia. Boli odobrané poten-
cidlne pozitivne plaky a znova analyzované za pouzitia tych
istych sond. Zasobné fazy s vysokym titrom boli pripravené
z pozitivnych vzoriek (boli oznacené M1AUS pre
Mi-hybridizujtci klon a AusBl pre BlA-hybridizujici klon)
a klony boli znova ulozené do plazmidu pBluescript podla
in$trukcii vyrobcu lambdaZAP (Stratagene) za pouzitia kmena
BB4 E. coli ako hostitelského kmena. Malé mnozstva plazmidu
z vyslednych kolénii boli pripravené rozrusenim buniek za
alkalickych podmienok podla publikacie Maniatis a dalsi,
1982, vzorky DNA potom boli rozétiepeﬁé enzymom EcoRI. Mate-

rial bol analyzovany elektroforézou na agardézovom géli.
Analyza ulozZzeného retazca v M1AUS

Analyza retazca DNA bola vykonana na cistenej DNA plaz-
midu pBluescript za pouzitia balic¢ka s 2,0 Sequenazou (Uni-
ted States Biochemicals), postup bol vykonany podla navodu
vyrobcu. Najskor boli pouzité priméry na zakoncenie retazcov
vektora. Udaje, ziskané z tychto rekcii boli pouzité na kon-
Strukciu druhého paru primérov a z udajov, ktoré boli ziska-
né pomocou druhych primérov bola uskutoénena konsStrukcia

tretieho paru primérov. Tymto spbésobom bol analyzovany cely
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retazec DNA postupne od oboch =zakonceni, 5’'-zakoncenie

a 3’ -zakondenie.

Analyza ulozZeného retazca v AustB1l

Tento retazec bol analyzovany za pouzitia balic¢ka Seque-
nase 2,0 T7 (USB Biochemicals) podla navodu vyrobcu obdobnym
sp6sobom ako v pripade M1AUS.

PCR-reakcia

Priprava cDNA

1 mikrogram mRNA =z H. contortus pévodu U.K. 11 dni po
infekcii, pripravenej spdsobom, opisanym pre dospelé hlisty
sa.zmiesa s T17 adaptorom-primérom so vzorcom 5° GACTCGAGTC-
GACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT 3° v dietylpyrokarbonate DEPC vo

vode a potom sa zmes zohrieva 5 minit na 65 °C, potom sa
okamzite ulozi do radu. Potom sa pridda hydroxid metylmednaty
do konedé¢nej koncentracie 28,6 mM a zmes sa inkubuje 3 minuty
pri laboratérnej teplote. Potom sa pridd 2-merkaptoetanol do
konec¢nej koncentracie 14,2 mM a zmes sa uloZi do lTadu. Aby
bolo mozné syntetizovat cDNA, bola pridania RNA-aza Guard
(Pharmacia) v mnozstve 1 jednotka/mikroliter, pufer pre re-
verznu transkriptazu (Life Science) v bezZnej koncentracii,
dATP, dGTP, dCTP a dTTP vzdy do koncentracie 1 mM a reverzna
transkriptaza AMV (Life Sciences) v mnozstve 2
jednotky/mikroliter (ide vzdy o kone¢né koncentracie). Vzor-
ky boli inkubované 75 minut pri teplote 41 °C a potom boli
extrahované fenolom a chloroformom a ¢istené chromatografiou
na stlpci za suc¢asného odstredenia podla publikicie Maniatis
a dalsi, 1982. Cistené reakdéné zmesi boli 2,5 x zriedené

a ulozené pri teplote 4 °C.

PCR-amplifikacia cDNA za pouzitia primérov, Specifickych pre
M1AUS

PCR-reakcie boli vykonadvané =za pouzZitia programovatel-
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ného =zariadenia pre cyklické +tepelné spracovanie (M. J.
Research Inc.). Reakc¢nd zmes obsahovala 1 mikroliter z 250
mikrolitrov zriedenej cDNA, pripravenej vyssSie uvedenym
sposobom, 25 pmol prvého retazca adaptora-priméru T17, 25
pmol druhého retazca amplifikaéného priméru (méze ist o pri-
mér na béaze poldh 865 az 884, 5° ACGGGTGTTCGGTTTCCGTAT 3°
alebo na baze poldh 30 az 49, S’ GCTGAATCTAACTCCAATCC 3’ re-
tazca M1AUS, ide o retazec ¢. S5) 1 x Taq pufer (Northumbria
Biologicals Ltd) a 0,5 mM kazdého =z dATP, dTTP, dGTP a DcTP
v reak¢énom objeme 100 mikrolitrov, vzorky boli prevrstvené
40 mikrolitrami minerdlneho oleja na zabréanenie odparovania.
Uvedena zmes potom bola zohrievané 2 mindty v zariadeni na
cyklické tepelné spracovanie n teplotu 95 °C a potom bola
udrzovana na teplote 72 °C. Pri tejto teplote boli pridané
dve jednotky Taq polymerazy (Northumbria Biologicals Ltd)
a zmes bola opatrne premiesand s dal$imi reakénymi zlozZkami.
Potom bol v zariadeni na tepelné spracovanieA uskutocneny
nasledujuci program:

stupen 1: zohrievanie 5 minut na 50 °C

stupeft 2: zohrievanie 40 minut na 72 °C

stupen 3: denaturacia 40 sekund pri 94 °C
stupen 4: zohrievanie 2 minuty na 50 °C

stupen 5: zohrievanie 3 mindty na 72 °C

stupen 6: 39 cyklov stupnov 3 az S

stupen 7: konec¢né zohrievanie 1S minat na 72 °C

stupen 8: udrzovanie na 4 °C.
Tieto podmienky boli prevzaté podla publikacie Frohman
a dalsi, 1988.

Klonovanie PCR-produktov

PCR-produkty =z vys$Sie uvedenych reakcii boli delené
elektroforézou na agardézovom géli. Pasy DNA s veTkostou
priblizne 2,5 a 3,5 kb boli oddelené elektroeliciou za pou-
zitia materiadlu zo sklenenych vlaken (Whatman), extrahované
fenolom a <¢istené chromatografiou na G50 (Pharmacia) podla

publikacie Sambrook a dals$i, 1989. Cistena DNA bola naviaza-
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nad na pT7Blue T-vektor (Novagene) podla navodu vyrobcu.
Analyza retazca produktov PCR s velkostou 2,5 kb a 3,5 kb

Analyza retazca DNA bola vykondvana za pouzZitia balicka
Sequenaza 2,0 (US Biochemicals) za pouzitia postupu pozdiz
retazca tak, ako bol opisany vy$$ie pri analyze retazca
M1AUS.

PCR-reakcie pre 5°’-zakoncenie

Priprava prvého retazca cDNA'

1 mikrogram mRNA Haemonchus contortus povodu UK 11 dni
po infekcii, ziskanej spdsobom, opisanym pre dospelé hlisty
bol zmiesany s konS$tantnym primérom s retazcom 5° AAIGAAAGC-
GGATGGCTTGAIGC 3’ , ktory bol kon3Struovany z konzervovanej
oblasti v AustBl a s produktami 2,5 kb PCR a 3,5 kb PCR, ide
o retazce ¢. 6, 7 a 8. Zmes bola zohrievand 5 mindit na tep-
lotu 65 °C, potom bola uloZend do ladu a bol pridany hydro-
xid metylmednaty do konecnej koncentracie 28,6 mM. Zmes bola
inkubovana S minut pri laboratérnej teplote, potom bol pri-
dany 2-merkaptoetanol do konec¢nej koncentracie 14,2 mM
a zmes bola ulozend do ladu. DNA prvého retazca bola pripra-
vena za pouzitia reakénych c¢inidiel zo systému 5’ RACE
(Gibco/BRL) v konec¢nej koncentracii 20 mM Tris/HCl s pH 8,4,
S0 mM KC1, 2,5 mM MgClz, 100 mikrogramov/ml BSA a 0,5 mM
kazdého z dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Potom bolo pridanych eSte
200 jednotiek reverznej transkriptazy Superscript a reakdéna
zmes bola inkubovana 30 minut pri teplote 42 °C a potom zo-
hriata esSte na S mindt na teplotu 55 °C. Potom bola pridana
RNAaza H do kone&nej koncentracie 100 jednotiek/ml, reakcéna
zmes bola inkubovana es$te 10 minut pri teplote 55 °C a potom
bola wulozena do Yadu. potom bola cDNA ¢&istena na stipci
Glassmax (Gibco/BRL), ziskany material bol potom uloZeny pri

teplote -20 °C.

C-predizenie cDNA
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1/5 prvého retazca cDNA bola zohrievand S5 minat na 70
°C a potom bol material 1 minutu chladeny v lade. Potom boli
pridané reakc¢né cinidla zo systému S’ RACE (Gibco/BRL) do
konec¢nej koncentracie 10 mM Tris/HCl s pH 8,4, 25 mM KC1,
1,25 mM MgClz, 50 mikrogramov/ml BSA a 0,2 mM dCTP. Potom
bolo pridanych esSte 500 jednotiek termindlnej transferazy,
reakCna zmes bola inkubovana 10 minidt pri 37 °C, potom bola
zohriata na dobu 15 mindt na 70 °C a potom skladovana v la-
de.

PCR-amplifikacia za pouzitia S$Specifickych primérov AusB1l 2,
S kb PCR a 3,5 kb PCR

PCR-reakcie boli vykonavané na programovatelnom zaria-
deni na cyklické spracovanie (M. J. Research Inc). Pre
3’ -zakoncCenie bol pouzity jeden z nasledujiucich troch primé-
rov.

1. Primér Specificky pre PCR-produkt s 2,5 kb na baze poldh
374 az 394, 5° TGTTGTGGCTAATTTCGTCCA 3°.

2. Primér Specificky pre PCR-produkt s 3,5 kb na baze poldh
1210 az 1229, 5° CATCTTIAGTTATCTGACCAG 3.

3. Primér Specificky pre klon AustBl cDNA na baze poldh 357
az 377, S5° GACCATCGCTGATGAAGTCGG 3°.

Pre 5’ -zakoncenie bol pri tejto reakcii pouzity spolod-
ny "primér na zakotvenie", ktory je mozné vyjadrit retazcom
5’ CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTACGGGI IGGGI IGGGIIG 3°. Kaz-
da reakcéna zmes obsahovala 4 mikrolitre z 50 mikrolitrov
cDNA s C-predizenim, 25 pmol prislusnych dvoch primérov,
1 x pufer pre Taq polymerazu (Boehringer Mannheim) a 0,5 mM
kazdého =z dATP, dCTP, dTTP, koneény objem vzorky bol 100
mikrolitrov. Zmes bola prevrstvenad 50 mikrolitrami mineral-
neho oleja a vo vys$sSie uvedenom zariadeni zohriata na 2 mi-
naty na 95 °C. Potom bolo k reakénej zmesi pri teplote 80
°C pridanych 0,6 jednotiek Taq-polymerazy, potom bol zarade-
ny nasledujiuci program:

1. zohrievanie 5 minut na S0 °C
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extenzia 10 minut pri 72 °C
denaturacia 45 sekidnd pri 94 °C
zohrievanie 1 minitu na 50 °C
extenzia 2,5 minat pri 72 °C

39 cyklov 3 az 5

extenzia 15 minut pri 72 °C

o NN R WN

udrzovanie na 4 °C.
Klonovanie 5’-PCR-produktu

PCR-produkty boli od seba oddelené elektroforézou na
agarézovom géli a pasy s odakavanou velkostou priblizne 1,3
kb boli vybraté a DNA bola Cistend za pouzitia balicka GENE-
CLEAN a naviazana na PT7Blue T-vektor (Novagene) podla navo-

du vyrobcu.
PCR-reakcie na produkciu 3’-zakonc¢enia AustBl

Prvy retazec, pouzity pre cDNA bol retazec, ktory bol
opisany pre cDNA =za pouzitia spolu s primérmi M1AUS. Bol
pouzity Specificky pfimér na baze poloh 1414 az 1435, 5°
TCTTGAAGAAATGAAAAAGCTT 3’ v AustBl s retazcom ¢. 6 spolu
s Tl7-adaptorovym primérom, pouzitym pre PCR v pripade
M1AUS, reakcia bolo vykonand v zariadeni na cyklické tepelné
spracovanie (M. .J. Research Inc.). Reakéna zmes obsahovala
25 pmol kazdého priméru, 2 mikrolitre cDNA, 1 x pufer pre
Tag-polymerazu (Boehringer Mannheim), 0,5 mM kazdého z dATP,
dCTP, dGTP a dTTP v konec¢nom objeme 100 mikrolitrov. Zmes
bola prevrstvenid 50 mikrolitrami mineralneho oleja a zohrie-
vana 2 minity na teplotu 95 °C. Potom bolo pridanych 0,6
mikrolitrov Taq polymerdzy a bol uskutoCneny ten isty prog-

ram ako v pripade 5’-PCR tak, ako bolo vyssSie opisané.
Klonovanie a analyza retazca 3’'-produktu

Produkty PCR boli od seba oddelené elektroforézou na

agardzovom géli a pas s ocakavanou velkostou 1,3 kb bol vy-



- 38 -

braty a DNA bola Cistend za pouzitia balic¢ka GENECLEAN a na-

viazand na PCR-Script (Stratagene) podla navodu vyrobcu.
Analyza retazca klonovanych PCR-produktov

DNA z klonov, ziskanych PCR bola analyzovana za pouzZi-
tia balicka Sequendza 2,0 (United States Biochemical) podIla
navodu vyrobcu. VysSsie uvedenym spésobom boli skon$truované
oligonukleotidové priméry postupne pozdiz retazca DNA pre
jednotlivé klony sucasne od oboch =zakonceni, 5’-zakonéenia

aj 3’ -zakoncenia.
Analyza vsSetkych retazcov DNA

Retazce boli analyzované za pouzitia Softwaru pre ana-
lyzu retazca GCG (Genetics Computers Group) podla publikacie

Devereux a dalsi, 1984.

Analyza Northern blot a Southern blot

Priprava Northern blot

Analyza Northern blot bola vykonavand na formaldehydo-
vych géloch v podstate podla publikacie Maniatis a dalsi,
1982. Vzorky mRNA =z jedincov H. contortus vo veku 11, 15
a 23 dni boli spracované pdsobenim formaldehydu s koncentra-
ciou 17,5 % objemovych a formamidu s koncentraciou 50 % ob-
jemovych v pufri MOPS (20 mM kyseliny 3-(N-morfolin)propan-
sulfénovej s pH 7,0, 8 mM octanu sodného, 1 mM EDTA) 15 mi-
nut pri teplote 65 °C, potom boli vzorky ochladené v lade.
Gély boli podrobené elektroforéze v pufri MOPS a potom bol
vykonany blot na membrany z Duralonu pomocou kapilarneho

prenosu podla publikacie Sambrook a dalsi, 1989.
Priprava Southern blot

2 g dospelych jedincov Haemonchus contortus boli zmra-

zené v kvapalnom dusiku a mleté na jemny prasok v kvapalnom
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dusiku. Prasok bol potom pomaly pridany k 25 ml pufra na
rozruSenie buniek s obsahom 0,05 M Tris-HCl s pH 7, 0,1
M EDTA, 1 % hmotnostné Sarkosylu a 0,05 mg/ml proteinazy
K (Boehringer Mannheim) a vzniknutd zmes bola inkubovana 2
hodiny pri teplote 65 °C. Potom bola suspenzia extrahovana
dvakrat vzZdy jednym objemom fenolu s chlcroformom, potom
esSte dvakrat dvoma objemami chloroformu a pcoctom bol material
vyzrazany etanolom. Vyzréiané DNA gendému becla znova uvedend
do suspenzie v 20 ml pufra Tris s EDTA'(TE, pH 8) cez noc
pri teplote 4 °C na kolisavej podlozke a poctom bol material
dialyzovany proti 1 litru pufra TE, ktory bol dvakrat vyme-
neny. RNA bola odstranend inkubdciou s RNA-azou typ 1, zba-
venou DNA-azy (Sigma) v konecnej koncentracii 20
mikrogramov/ml po dobu 1 hodiny pri teplote 37 °C, potom bb—
la vykonana extrakcia fenolom a chloroformom, déléia4extrak—
cia chloroformom a material boi vyzrazany etanolom rovnako
ako je uvedené vysSsSie. VyzrazZzana usadenina DNA gendému bola
dvakrat premytd etanolom s koncentraciou 70 % objemovych
a znova uvedena do suspenzie v 1 ml TE rovnakym spdsobom ako
je uvedené vyssSie.

Potom bola DNA genému rozstiepend enzymami EcoRI
a HindIII (25 mikrogramov DNA pre kazdé Stiepenie) cez noc
pri teplote 37 °C a potom bola vykonana elektroforéza za
pouzitia 5 mikrogramov materidlu v jednej drahe na 1% agaré-
zovom géli v Tris-acetatovom pufri. GéIl bol pouzZity na ana-
lyzu Southern blot =za pouzZitia kapilarneho prenosu podla
publikicie Maniatis a dals$i, 1982 a membrany Hybond-N
(Amersham International). DNA bola na membranu fixovana za

pouzitia ultrafialového svetla podla doporucenia vyrobcu.

Priprava sond

Plazmidy pBluescript s obsahom ulozZenych retazcov
M1AUS, B1lA alebo AustBl boli rozStiepené pdsobenim enzymu
EcoRI. Plazmidy pT7Blue, obsahujuce uloZeny retazec 3,5 kb
PCR boli rozstiepené enzymom BamHI a tie isté plazmidy,

obsahujiuce ulozeny retazec 2,5 kb PCR boli rozsStiepené enzy-
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mami BamHI a Xball. Roz$tiepeny material bol podrobeny elek-
troforéze, ulozZzené retazce boli izolované a radioaktivne
oznacené pomocou alfa-32P-dCTP a simulovanej transléacie vys-

Sie uvedenym spbésobom pri analyze banky lambdaZAP.
Hybridizacné podmienky
Podmienky pre Southern blot

Membrany boli rozrezané na pruzky a vopred hybridizova-
né v hybridizac¢nom pufri 3 hodiny pri teplote 28 °C vysSSie
uvedenym sposobom. Pruzky Southern blot DNA gendému boli hyb-
ridizované za pouzitia kazdej z vysSSie uvedenych sond cez
noc pri teplote 28 °C, potom boli dvakrat premyté pri labo-
" ratérnej teplote 24 °C a potom eite dvakrat pri teplote 42
°C za pouzitia 2 x SSC s obsahom 0,1 % SDS (mierne obmedzu-
juce podmienky) a potom bola vykonana autoradiografia. Po
vyvijani autoradiografickych zadznamov boli pruzky premyté za
vysoko obmedzujucich podmienok za pouzitia 0,1 x SSC, 0,1%

SDS pri 65 °C a znovu bola vykonana autoradiografia.

Podmienky pre Northern blot
Podmienky pre sondy M1, M1AUS a BlA (retazce ¢. 1, 5 a 2)

Ako sonda pre Norther blot mRNA z Haemonchus contortus
vo veku 11, 15 a 23 dni bol najskér ulozZeny retazec M1. Fil-
ter bol vopred hybridizovany 2 hodiny pri 42 °C v 2 x SSC
(20 x SSC =3 M NaCl, 0,3 M citratu sodného s pH 7,2)
s obsahom 5 x Denhardt’s (0,1% Ficoll 400 (Pharmacia), 0,1%
polyvinylpyrolidén, 0,1% sérovy hovadzi albumin, frakcia
V (Sigma Chemical Corp.), 0,5% SDS (dodecylsiran sodny),
10% dextransulfat, 0,1 mg/ml DNA v varlat lososa a 50% deio-
nizovany formamid. Hybridizadcia na sondu bola uskutocnena
v tom istom pufri cez noc pri teplote 42 °C. Filtre boli
dvakrat premyté 30 minut v 2 x SSC s obsahom 0,5% SDS a 50%
formamidu, potom esSte dvakrat 30 minat v 2 x SSC s obsahom

0,5% SDS a esSte dvakrat 30 minut v 2 x SSC. Prvé premytie
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bolo uskutoCnené pri teplote 42 °C, ostatné pri teplote 37
°C. Po autoradiografii boli membrany premyté vo vriacom
0.1% SDS a znova podrobené autoradiografii tak, aby bolo
moZné overit odstrénenie sondy. Ten isty blot bol spracovany
uloZenym retazcom M1AUS ako sondou, premyty a podrobeny
autoradiografii. Po premyti bolo znovu overené odstranenie
sondy, potom bol ako sonda pouZity ulozeny retazec BlA. Blot

bol potom spracovany rovnako ako bude dalej uvedené.

Podmienky pre sondy AustBl, 2,5 kb a 3,5 kb PCR-produkty

(retazce ¢. 6, 7 a 8)

Northern blot bol hybridizovany za pouzitia ulozeného
retazca AustBl a mierne obmedzujucich podmienok tak, ako bo-
lo opisané pri hybridizacii Southern blot. Po autoradiogra-
fii bola membrana premytda vriacim 0,1% SDS podla pokynov vy-
robcu membrany (Amersham), potom bol ako sonda pouzity ulo-
Zzeny retazec 2,5 kb PCR (klon 2), po opdtovnom premyti bol
ako sonda pouzity uloZeny retazec 3,5 kb PCR (klon 2).

Stiepenie bielkoviny H110D a stanovenie enzymatickej ucin-
nosti
Priprava H110D

Nativna bielkovina H110D (H110DN) bola pripravena
spbésobom opisanym vo zverejnenych patentovych prihlaskach
V088/00835 a VW090/11086.

Priprava elastidzového fragmentu H11S z bielkoviny H110D

Dospeli jedinci Haemonchus Boli homogenizovani v 10
objemoch ladového PBS s 0,02 % azidu sodika a potom bol ma-
terial odstraneny 20 mindt pri 13000 ot/minudtu. Usadenina
bola znova uvedena do suspenzie v 10 objemoch PBS s azidom,
znova homogenizovand a bolo opakované odstredenie. Po resus-
penzii v 50 mM pufra MOPS s pH 7,4 (objem suspenzie je 1 ml
na kazdych 0,17 g hlist) a po predohriati na dobu 30 minut
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na 37 °C sa material z usadeniny roz$tiepi pdsobenim elasta-
zy po dobu 1 hodiny, pouzije sa 800 mikrolitrov na 20 ml
suspenzie, vzdy 1 mg/ml zadsobného roztoku sa doplni 1 mM HC1
a 2 mM vapenatych iénov. Stiepenie sa zastavi pridanim 3,4-
dichlérizokumarinu, pouzije sa 300 mikrolitrov zasobného
roztoku 10 mM v DMSO na 20 ml rozs$tiepeného materidlu. Zmes
sa potom odstredi 20 mindt pri 13000 ot/minttu, usadeny ma-
terial sa uloZi a supernatant sa odstredi 1 hodinu a 20 mi-
nut v ultraodstredivke pri 100 000 x g. Vysledny supernatant
sa nanesie na stipec ConA, &im sa ziskaju naviazané frakcie.
Na analyzu sa tato frakcia spracovava elektroforézou na
SDS-polyakrylamidovom géli a elektroforeticky sa prenesie na
polyvinylidéndifluoridovi membranu Immobilon-P (Millipore),
slabo sfarbenou Coomassieovou modrou, vyberie sa pas
so 105 kd a analyzuje sa v automatickom zariadeni na analyzu
aminokyselin v plynnej faze. Po vakcinacii sa frakcie, via-
zané na ConA dalej c¢istia zahustenim a nanesenim na stipec
Seperose 12 (Pharmacia), po tejto filtrdcii na géli sa odo-

beraju frakcie, ktoré obsahuji aminopeptidazu.
Stiepenie H110D termolyzinom

H110D vo forme dubletu sa Ccisti elektroeliuciou z 8%
SDS-polyakrylamidového géli, <&im sa ziska H110DE, ako bolo
opisané vo zverejnenej medzinarodnej patentovej prihlaske
V090/11086, elektroeluciou sa ziska dimérna forma s moleku-
lovou hmotnostou tesne nad 200 000 (poskytujuca charakteris-
ticky dublet pri 110 000 pri opakovanej elektroforéze na
SDS-PAGE), ¢im sa ziska H110DE. Roztoky H110DE sa zahustia
na 200 mikrolitrov, prida sa chlorid vapenaty do moléarnej
koncentracie 5 mM a zmes sa zohreje na 37 °C. Potom sa prida
éerstvo pripraveny roztok 1 mg/ml termolyzinu (v 1 mM HCL,
2 mM CaCl,) v pomere 0,1 mikrogram termolyzinu na 1 mikro-
gram H110DE. Zmes sa inkubuje 120 mindt pri teplote 37 °C
a potom sa reakcia =zastavi pridanim S5 mikrolitrov 0,5
M EDTA.

Fragmenty bielkoviny sa oddelia elektroforézou na 15%
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SDS-polyakrylamidovom géli a materidl sa elektroforeticky
prenesie na polyvinylidéndifluoridovi membranu (Immobilon-P,
Millipore). Po odfarbeni Coomassieovou modrou sa najinten-
zivnejsSie pasy vyberu a analyzuju v zariadeni na analyzu re-

tazca aminokyselin v plynnej faze.

Priprava frakcie H11A bielkoviny H110D, obohatenej o amino-

peptidazu A

Usadeny material, ziskany po pésobeni elastdzy a po 20
minutovom odstredeni pri 17 000 x g vysSie uvedenym spdsobom
sa znova uvedie do suspenzie v PBS pri teplote 4 °C, potom
sa znova odstredi a usadenina sa znova uvedie do suspenzie
v 1% Tween v PBS s azidom a potom sa 1 hodinu mies$a. Potom
sa suspenzia odstredi po dobu 20 mindt pri 17 000 x g a su-
pernatant sa odstrani. Usadenina sa opakovane extrahuje 1%
Thesitom v PBS s azidom. Supernatanty po odstredeni 20 minut
pri 17 000 x g sa spoja a odstredia 1 hodinu a 20 minut
v ultraodstredivke pri 100 000 x g. Supernatant sa nanesie
na afinitny stipec ConA (Affigel, Biorad) a naviazany mate-
rial sa vymyva a daléj deli chromatografiou na ionomenici

MonoQ.
Stanovenie enzymatickej ucinnosti

U¢innost alfa-aminoacylpeptidhydroldzy, (mikrosoméalnej)
aminopeptidazy v H110D je mozné stanovit skus$kami v roztoku
za pouzitia L-leucinu, metioninu, fenylalaninu, kyseliny
alfa-glutamovej a lyzin-p-nitroanilidov (pNA) . VsSetky
p-nitroanilidy aminokyselin ako substraty (s vynimkou kyse-
liny alfa-glutamovej), boli ziskané od Sigma, Poole, Dorset
UK, kyselina alfa-glutamovda bola ziskand od Fluka, Dorset
UK. Jednotlivé hydrofdbne (leucin- alebo fenylalanin-)
a jednotlivé aminokyseliny s nabojom (derivat pNA kyseliny
alfa-glutamovej) su substraty pre aminopeptidazu cicavcov
M (ApM) a A (ApA) a boli zvolené na meranie tc¢inku inhibito-

ra enzymu a na stanovenie inhibicie G¢innosti aminopeptidazy



H110D v krvnom sére.
a) Skuska na mikroplatniach

Platne mikro-ELISA (Dynatech Immulon 1, Virginia, USA)
a to jednotlivé vyhlbenia tychto platni boli naplnené 250
mikrolitrami 50 mM HEPES alebo MOPS s pH 7, okrem toho bolo
pridanych 1 az 10 mikrolitrov skumanej frakcie. Platne potom
boli vopred inkubované 10 minat pri teplote 37 °C a potom
bolo pridanych 10 mikrolitrov 25 mM p-nitrcanilidu aminoky-
seliny ako substrdtu na jedno vyhibenie. Potom bola merana
opticka hustota OD pri 405 nm v case 0 za pouzitia odcita-
cieho pristroja pre platne ELISA a platne potom boli inkubo-
vané 15 az 30 minat pri teplote 37 °C. Konec¢né odc¢itanie OD
bolo vykonané rovnakym spésobom a bola vypocitand zmena OD

za mindtu na mg bielkoviny.
b) Citlivost na inhibitor

Bol pouzity postup na stanovenie enzymu rovnako ako
v odstavci a) s tym rozdielom, ze k 250 mikrolitrom pufra
plus 1 mg/ml ConA H110D boli pridané inhibitory a zmes bola
inkubovana 10 minut pri teplote 37 °C, potom boli pridané
substraty, leucin-pNA alebo kyselina alfa-glutamova-pNA).

Inhibicia v percentédch bola vypoc¢itana podla vztahu

X -y
x 100 = inhibicia v %,
X

kde
x = deltaOD/min pre enzym bez inhibitora a
y = deltaOD/min pre enzym s pridanym inhibitorom.

Jednotlivo bolo skuSanych devat zlucenin s rozdielnou
inhibiciou enzymu a to: amastatim betastatin (metalopro-

tedza, aminopeptidaza), 1,10 fenantrolin, EDTA (metalopro-

tedza), fosforamidon (metaloproteaza, termolyzin, kolagenda-



- 45 -

za), aprotinin (serinproteaza), pepstatin (proteaza kyseliny
asparagovej), PMSF (protedza serinu a cysteinu) a E64 (pro-
tedza cysteinu). Amastatin, bestatin, 1,10 fenantrolin, PMSF
a pepstatin boli ziskané od Sigma, Dorset UK. VSetky ostatné
inhibitory boli ziskané od Boehringer Mannheim. KazZdy inhi-
bitor bol pouzity v dvoch koncentraciach, rovnych alebo vys-
Sich neZz maximalna koncentracia, doporucena Boehringer

Mannheim.
c) Skuska na inhibiciu enzymu pdsobenim antiséra

Skuska bola vykonana rovnako ako v stupni a) uvedenom
vy$sSie s tym rozdielom, Ze boli pouzité dve mikroplatne
ELISA. Na jednej platni bolo inkubovanych 10 mikrolitrov
ConA H110D (1 mg/ml) s 10 mikrolitrami antiséra od kazdej
ovce, 15 minut pri teplote 37 °C. Na druhej platni bolo tak-
tiez vopred inkubovanych 250 mikrolitrov HEPES/hydrogénuhli -
¢itanového pufru s 10 mikrolitrami fenylalanin-pNA alebo
alfa-glutamovej kyseliny-pNA v jednom vyhibeni, taktiez 15
minut pri teplote 37 °C. Potom boli k zmesi pufru a substréa-
tu pridané zmesi ConA H110D-sérum na druhej platni pomocou
viacpocetnej pipety. Potom bola stanovena hodnota
deltaOD/min. Na uc¢ely korelacie bola vypocitand inhibicia
v percentach =za pouzitia vzorca, uvedeného v odstavci b),
kde x znameni priemer deltaOD/min na vyhlbenie, obsahujice
enzym a sérum z negativnych kontrolnych oviec (po vakcinacii
ferritinom z konskej sleziny) a y = hodnota deltaOD/min na
vyhlbenie, obsahujica enzym a sérum z jednotlivych oviec po
vakcinacii H110D. Na uc¢ely korelacie (obr. 18) bola ochrana
v percentach vypocitana za pouzitia vys$sSie uvedeného vzorca,
v ktorom x = priemerny poc¢et vajicok v 1 g vykalov alebo
celkovy priemerny pocet hlist u kontrol a y = podet vajicok
na 1 g vykalov u pokusnych =zvierat alebo polet hlist u jed-

notlivych oviec, ktoré boli oc¢kované podanim H110D.

Lokalizacia enzymu histochemickym spdsobom
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U¢innost aminopeptidazy bola dokazani na zmrazenych re-
zoch s hridbkou 10 mikrometrov z dospelych jedincov Haemon-
chus contortus za pouzitia L-leucin-4-metoxy-beta-naftylami-
du a 4-metoxy-beta-naftylamidu kyseliny alfa-L-glutamovej
ako substratov za pouzZitia postupov podla publikacii Nachlas

a dalsi, 1957, Nakane a dals$i, 1974 a Lojda a dals$i, 1980.

Expresia rekombinantného H110D systému baculovirus-hmy-
zia bunka

Konstrukcia plazmidu na expresiu

VySSie uvedené 3,5-PCR-fragmenty boli ziskané amplifi-
kaciou za pouzitia oligo-dT-adaptora (s obsahom miesta pdso-
benia Sall) a oligonukleotidu 872, reprezentujuceho bazy &.
30 az 49 v retazci-M1AUS a fragmenty boli klonované vo vek-
tore pT7Blue. Klon pT73,5-2 je orientovany tak, Ze susedi
s miestom BamHI viacvédzbového spojovnika na svojom
S’ -zakonceni a s miestami pbsobenia HindIII, Xbal a Sall na
svojom 3’ -zakonCeni. Retazec na S5’-zakonceni je moZné cha-

rakterizovat nasledujicim spdsobom:

BamHI oo oligo 872----------- 1--3,5K-----
5’ GG ATC CGA TTG CTG AAT CTA ACT CCA ATC C ....... 3’
Leu Asn Leu Phr Pro Ile .........
Hviezdic¢ka oznacuje 3’ dT/dTA precnievajuci koniec,

pouzity na klonovanie vo vektore pT7Blue.

Potom bol 3,5 PCR klon 2 roz$tiepeny enzymom HindIII
(jediné miesto vo viacvazbovom spojovniku vektora na
3’-zakonceni génu 3,5 K) a konce boli vyplnené pomocou de-
oxynukleotidov za pouzitia DNA polymerazy I (Klenowov frag-
ment) podla publikacie Maniatis a dal$i, 1982. Na zarovnané
konce bol naviazany spojovnik BamHI (5’ CGGATCCG 3, New
England Biolabs, ¢. v kataldégu 1021) a boli vybrané klony
s miestom pdsobenia BamHI naviac, u ktorych bolo moZné vy-

Stiepit gén pre H110D v celej diZke ako fragment po rozstie-
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peni enzymom BamHI. Fragment BamHI bol izolovany elektrofo-
rézou na 0,6% agardézovom géli v Tris-acetatovom pufri s néa-
slednym <cistenim =za pouzZitia balicka GENECLEAN (BIO101).
Tento postup bol vykonany dvakrat. Cisteny fragment bol po-
tom naviazany na plazmid pBlueBac II po pbésobeni fosfatazy
a roz$tiepeni BamHI (Invitrogen Corp.) a klony s uvedenym
fragmentom v spravnej orientacii (to znamena
s 5’-zakonc¢enim 3,5 PCR klonu 2 pod riadenim polyhedrinového
promdétora baculovirus) boli stanovené rozsStiepenim enzymami
Nhel a Xbal. Vysledny plazmid bol &iastoéne rozs$tiepeny
enzymom BamHI a zakonc¢enia boli vyplnené vySSie uvedenym
sp6sobom. Potom bol pridany spojovnik Ncol, obsahujici ATG
(5° CCCATGGG 3’, New England Biolabs, ¢. v kataldégu 1040)
a zmes. bola naviazana. Klony, obsahujuce spojovnik na S’
zakonceni s miestom BamHI v 3,5 PCR klonu 2 a nie na 3°
zakonceni boli stanovené Stiepenim enzymom Ncol. Vysledny
plazmid bol oznaceny pBB3,5-2(N) a je schematicky znazorneny
na obr. 19.

Tato konsStrukcia ma za nasledok ulozenie ATG do ¢&ita-
cieho ramca na S’-zakonc¢eni 3,5 PCR klonu 2 tak, aby mohla
byt zahajenid translécia. Dalej je znazorneny vysledny reta-

zec s obsahom tohto kodénu ATG:

BamHI--Ncolvazba-BamHI----+!----- oligo 872----------- t--
5’ GGATCCCC ATG GGG ATC CGA TTG CTG AAT CTA ACT CCA ATC C..
Met Gly Ile Arg Leu Leu Asn Leu Thr Pro Ile

V bielkovine po expresii budd chybat aminokyseliny 2 az
9 zodpovedajuceho retazca H110D a naviac budu pritomné tri
aminokyseliny retazca spojovnika, ktory nasleduje bezpros-

tredne po koddéne ATG.

KonStrukcia rekombinantného baculovirusu, obsahujiceho reta-
zec pre H110D

Plazmid pBB3,5-2(N) bol pouzity na transfekciu buniek
Spodoptera frugiperda (Sf9), bunky boli ziskané od Invitro-
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gen Corp. a postup bol vykonavany za pouzitia linearneho vi-
rusu pre polyhedré6zu jadier Autographica californica (ACNPV)
a tato DNA aj katiénové lipozdmy (Invitrogen Corp., modul na
transfekciu), boli pouzité podla navodu vyrobcu. Bunky boli
pestované na prostredi TC-100 (Sigma), doplnenom fetalnym
telacim sérom (CSL Ltd, sérum bolo inaktivované 45 minut pri
teplote 56) antibiotikami (penicilin/streptomycin, gentamy-
cin, CSL Ltd.). Bola tiez vykonana kontrolna transfekcia za
pouzitia plazmidu pBB3,5-2(N) s kodénom ATG, uloZenym na 3°
zakonc¢eni 3,5 PCR klonu 2. Rekombinantné plaky boli izolova-
né na baze skutocCnosti, ze vektor pBlueBac II je taktiez ké-
dovym retazcom pre beta-galaktozidazu E. coli (beta-gal),
postup bol vykonavany tak, Zze X-gal bol uloZeny do pre-
vrstvujucej vrstvy agarozy v doporucenej koncentracii. Potom
boli jednotlivé plaky izolované podla modrého zafarbenia
a boli eSte dvakrat cistené, po tejto dobe uz suvislé vrstvy
buniek neboli kontaminované divokym typom virusu (&o by sa
prejavilo zmenenym tvarom jadier). Cisteny virus bol oznade-
ny 3,5-2-P2A, 3,5-2-P3A a 3,5-2-P4A a bol amplifikovany pred
pouzitim dvojitou opakovanou infekciou buniek Sf9. Plak,
¢cisteny po tejto kontrolnej transfekcii bol oznaceny
3,5-2-rev.

Doékaz expresie H110D v hmyzich bunkach, infikovanych rekom-

binantnym baculovirusom

Suvislé vrstvy buniek Sf9 (1 a 10 buniek vo fladiach
s objemom 25 ml) boli infikované virusom 3,5-2, divokym ty-
pom virusu (wt), kontrolnym virusom, u ktorého dochadza
k expresii beta-gal alebo neboli vébec infikované. Po 4
dnoch rastu pri teplote 26 °C boli suvislé vrstvy buniek
uvolnené jemnym potriasanim, bunkovy materiial bol izolovany
odstredenim 10 mindt pri 200 ot/mindtu a usadeniny buniek
boli rozrusené +trojitym opakovanym zmrazenim a roztopenim.
Rozruseny material bol uvedeny do suspenzie v 500 mikrolit-
roch PBS a podiely po 25 mikrolitroch boli sledované na

a¢innost ApM vo vyhlbeniach na mikroplatniach.
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Podiely rozruseného materidlu po 15 mikrolitroch (3
x 104 buniek) boli podrobené elektroforéze na denaturujicom
7,5% SDS-polyakrylamidovom géli. Jedna zo vzoriek bola sfar-
bena Coomassieovou modrou, aby bolo mozZné stanovit velkost
expresie. Druhad vzorka bola analyzovanid metdédou WVestern blot
za pouZitia sondy s protilatkou proti H110D, ako uz bolo

opisané vyssie.

Vysledky
Analyza imunopozitivnych klonov

Analyza afinity protilatok, ¢&istenych na klone M1

Boli pripravené afinitne cistené protilatky, Specifické
pre kazdy z piatich klonov, pozitivnych na protilatky a pro-
tilatky boli pouzité ako sondy pri analyze extraktu, oboha-
teného o H110D metdéddou Vestern blot. Ako je zrejmé z obr. 8,
vSetkych p&at klonov rozpoznava dublet H110D. Avsak pri reak-
cii s klonom M1 bol pozorovany najsilnejs$i signal (obr. 8d)
v porovnani s blotom negativnej kontroly lambdagtll (obr.

8e). Tento klon bol preto dalej analyzovany.
Analyza Northern blot klonu M1

Analyza Northern blot wmRNA z Haemonchus contortus za
pouzitia uloZeného retazca M1l ako sondy je znazornenia na
obr. 9. Bolo mozné pozorovat jediny pas mRNA s velkostou
priblizne 3,5 kb. Tadto velkost je dostatod¢na na to, aby islo
o koédovy retazec pre bielkovinu s molekulovou hmotnostou
priblizne 110 000.

Analyza retazca klonu Ml

Analyza uvedenej DNA po rozS$tiepeni EcoRI dokdazala, ze
velkost uloZzeného retazca M1 je priblizZne 300 bp. Bol stano-
veny retazec DNA fragmentu M1, ktory je zndzorneny na obr.
3. Fragment obsahuje 295 parov baz pri otvorenom ¢itacom

ramci, zacinajucom na baze &. 3.
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Analyza Northern blot klonu B1lA

Analyza mRNA z Haemonchus contortus metddou Northern
blot =za pouzitia sondy vo forme ulozeného retazca BlA je
znazornena na obr. 9c. Rovnako ako v pripade M1 je mozZné po-

zorovat jediny pas mRNA s velkostou priblizZne 3,5 kb.
Analyza retazca klonov B1A a B2

Klony B1A boli analyzované (retazce ¢. 2 a 3) a bol do-
kézany uplny retazec pre H11l-1 (retazec ¢. 19) a retazcom
pre AustBl (retazec ¢. 6). Ulozena cast ma dliZku 484 bp a od
prvej bazy md otvoreny Citaci ramec. Bol analyzovany retazec
vSetkych troch fragmentov B2, vzniknutych Stiepenim enzymom
EcoRI, uplny retazec pre B2 (retazec ¢. 4) ma dizku 581 bp
a je znazorneny v porovnani s retazcom pre H11-2 na obr. 4.
Retazec ma otvoreny c¢itaci ramec od polohy 2 do polohy 213,
stop kodén a neprenasanda oblast zodpoveda oblasti produktu
2,5 kb PCR (retazec ¢. 7).

Expresia M1 a B1A v E. coli

Pri subklonovani vo vektore na expresiu GST boli ziska-
né klony, u ktorych dochaddzalo k expresii zlozZenych bielko-
vin s velkostou 38 000 az 40 000 v pripade M1 a 45 000
v pripade B1lA. Tieto vysledky =zodpovedaji predpokladanej
velkosti uvedenych retazcov, ide o molekulovi hmotnost
glutatidén-S-transferdzy. Obe zlozené bielkoviny velmi silno
reagovali pri metéde Vestern blot s afinitne ¢istenymi pro-
tildtkami proti H11ODE (obr. 11). K expresii zlozenych biel-

kovin dosSlo vo forme nerozpustnych inklznych teliesok.

Tvorba protilatok u oviec po vakcinacii M1-GST a B1A-GST

zlozenymi bielkovinami

Antiséra z oviec, ktorym boli injekéne podané zlozZené

bielkoviny, boli skumané metdédou Vestern blot proti H110D.
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Ako pri podani GST-M1, tak pri podani GST-D1A doslo k tvorbe
protilatok, ktoré S$pecificky rozpoznali dublet H110D (obr.
12). Séra =z negativnych kontrolnych oviec tento dublet ne-

rozpoznavaju.

Izolacia a stanovenie vlastnosti klonov, vybranych hybridi-

zédciou pomocou uloZenej DNA typu M1 alebo B1A

Pozitivny klon, hybridizujici so sondou M1 bol oznaceny
M1AUS (retazec ¢. S), klon, hybridizujuci s B1A bol oznaceny
AustB1 (retazec ¢&. 6). Stiepenie &istenej DNA plazmidu enzy-
mom EcoRI dokazal, zZe velkost ulozZeného retazca je 900 bp
pre M1AUS a priblizne 1,6 kb pre AusB1l. Ako je zrejmé z obr.
9b a 9d, hybridizuju pri metdéde Northern blot retazce M1AUS
a AustBl s mRNA tej istej velkosti pribliZne 3,5 kb rovnako
ako M1 a BI1A.

Analyza retazca M1AUS

Uplna analyza fragmentu M1AUS bola uskutocnena za pou-
zitia syntetickych oligonukleotidov postupne pozdiz celého
retazca DNA od oboch koncov. Analyza dokéazala, Ze ulozZeny
retazec M1AUS ma velkost 948 bp, ako je zndzornené na obr.
3. Tento retazec (retazec ¢. 5) zadina kodénom ATG pre me-
tionin a po celej dizke m& otvoreny ¢itaci ramec. Retazec je
o 19 parov baz dlhs$i nez retazec M1 na 5’ zakonéeni a o 634
bp dlh$i na 3’ zakonceni. Retazce, spolo¢né obom klonom (ba-
zy 20 az 314) boli totozné a 1isili sa len dvoma nukleotida-
mi v +tretom kodéne. Porovnanie vs$etkych &itacich ramcov
z roznych databaz dokazalo, Ze <citaci ramec, zaCinajuci ATG
na baze &. 1 je homologny s retazcami zo skupiny mikrosomal-

nych aminopeptidaz.
Retazec AustBl

Analyza celého retazca fragmentu AustBEl bola uskutocne-

na za pouzitia syntetickych oligonukleotidov postupne pozdiz
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retazca DNA od oboch koncov. Retazec tejto DNA (retazec ¢.
6) je znazorneny na obr. 5. Klon ma dizku 1689 bp a ma otvo-
reny citaci ramec od zvysku ¢. 2. Tento retazec tvori cast
H11-1, ako je zrejmé z obr. 1. Transladcia aminokyselin tohto
retazca dokazala miesto pre véazbu zinku, ktoré je charakte-

ristické pre enzym aminopeptidazu.

Amplifikacia PCR cDNA pre mRNA H110D za pouzitia primérov M1
AUS |

Uvedena cDNA bola syntetizovana z mRNA, pricom ako pri-
mér bol pouzity oligo-dT, obsahujici retazec adaptora na
ulahc¢enie nasledného klonovania a manipuldcie s DNA. Ziskana
cDNA bola potom pouzita na amplifikaciu retazca M1AUS pomo-
cou PCR, pricom ako primér pre 5’'-zakoncenie bol pouzity
synteticky oligonukleotid na baze poldéh 865 az 885. Bol
amplifikovany PCR-fragment s velkostou priblizZne 2,5 kb. Ide
pribliZzne o ocakavani velkost fragmentov na baze znamej vel-
kosti mRNA a na badze retazca cDNA pre aminopeptidazu cicav-

cov.

Druhd skupina PCR-reakcii bola uskutonena za pouzZitia
priméru v blizkosti 5'-zakoncenia M1AUS, bazy 30 az 49. Na
agardzovom géli boli dokazané Styri pasy. Najvacsi z nich
s velkostou 3,5 kb zodpoveda predpokladanej velkosti pre
produkt PCR.

Klonovanie a analyza retazca produktov PCR s velkostou 2,5

kb a 3,5 kb za pouzZitia primérov M1AUS

PCR produkty s velkostou 2,5 kb a 3,5 kb boli klonované
a oznacené 2,5 PCR (retazec ¢. 7) a 3,5 PCR (retazce ¢&. 8,
15 a 15 pre klony ¢. 2, 10 a 19). Pri metdéde Northern blot
hybridizovali 2,5 PCR a 3,5 PCR (klon 2, 32,5 PCR-2) s mRNA
s velkostou priblizne 3,5 kb (obr. 9e, f) rovnakym spdsobom
(vzhladom k veku Haemonchus, ktory bol pouzity na ziskanie

mRNA) ako M1, B1A, M1AUS a AustBl1.
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Analyza celého retazca tychto klonov bola vykonavana
postupne za pouzitia oligonukleotidu. Ako je =zrejmé z obr.
1, je retazec pre produkt s 2,5 kb (retazec ¢. 7) castou re-
tazca pre H11l-2 (retazec ¢. 20) a retazec pre produkt s vel-
kostou 3,5 kb (retazec ¢. 8) tvori hlavni ¢&ast retazca pre
H11-3 (retazec ¢. 21). Translacia aminokyselin pre oba tieto
retazce, znazornena na obr. 6 dokazuje skupinu pre vazbu
zinku, His Glu Xaa Xaa His Xaa Trp (HEXXHXV), ktora je cha-

rakteristicka pre mikrosomdlne aminopeptidazy.
Stanovenie retazca na 5’ -zakonc¢eni PCR klonov

Zodpovedajuca cDNA bola syntetizovanda za pouzitia pri-
mérov, zodpovedajucich konzervovanému retazcu v klone cDNA
AustB1, 2,5 PCR a 3,5 PCR (retazce &. 6, 7 a 8), tieto re-
tazce hybridizuju s mRNA uvedenych retazcov priblizne vo
vzdialenosti 1,3 kb od 5’'-zakoncenia. Tieto ¢DNA boli
C-predizené na 5’-zakonceni a potom boli vykonané PCR reak-
cie za pouzitia vuniverzalneho zakotvujuiceho priméru (A) pre
5’ -zakoncenie a troch primérov, Specifickych pre kazdy z re-
tazcov AUSB1, 2,5 PCR a 3,5 PCR klon 2 (retazce ¢. 6, 7
a 8) na 3’-zakonceni. Pri reakciach vznikli produkty s pred-
pokladanou velkostou tesne pod 1,3 kb: 1301 bp (retazec &.
9), 1280 bp (retazec &. 10) a 1292 bp (retazec &. 11). Vset-
ky tri tieto retazce majui neprendas$and oblast na svojom
S’ -zakonceni, ako je zrejmé z obr. 2. VSetky tieto retazce
zacinaja rovnakou poc¢iatoc¢nou c¢astou s 22 parmi baz, 5’
GGTTTAATTACCCAAGTTTGAG 3’ , ktory je znamy ako veduci retazec
1 (SL1) a nachadza sa v neprendsanej S5’'-oblasti celého radu
druhov nematédov, ako bolo opisané v publikacii Huang a dal-
$i, 1990. V retazcoch ¢. 9 a 10 sa retazec SL1 nachadza bez-
prostredne pred iniciacCnym kodonom ATG. V retazci ¢. 11 sa
medzi retazcom SL1 a iniciac¢nym kodénom ATG nachadza eSte
13 parov baz. VSetky tri retazce maju dplny otvoreny &itaci

ramec.

Analyza retazca AustBl na 3’ -zakonceni PCR klonu
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Za pouzitia Specifického priméru pre polohy 1414 az
1438 v AustB1l (retazec ¢. 6), bolo mozZné ziskat PCR produkt
s pasom s predpokladanou velkostou pribliZzne 1,3 kb. Pri
analyze klonovaného pasu boli ziskané retazce ¢. 12 a 13.
Tieto retazce mali otvoreny cCitaci ramec v rozsahu parov baz

1 az 615 a nepfenééanﬁ oblast.
Analyza retazca klonovanych PCR produktov

Na obr. 2 si uvedené retazce zlozenych bielkovin ozna-
¢enych H11-1, H11-2 a H1l1l-3. Retazec aminokyselin, odvodeny
od tychto retazcov je uvedeny na obr. 6a. Platnost predpove-
danej translacie tychto retazcov DNA je v podstate potvrdena
analyzou retazcov aminokyselin pomocou Edmonovej degradéacie

z CNBr s fragmentov po proteolytickom Stiepeni, ako je zrej-

mé =z obr. 7. To znamena, ze 27 zvyskov z 29 zvyskov
N-terminadlneho retazca H11-S (retazec ¢. 16) zodpoveda re-
tazcu H11-2 v rozmedzi zvySkov 61 az 90, ako je zrejmé

z obr. 7b. Zodpovedajuci valin (V) v polohe 78 a glycin (G)
v polohe 90 su charakteristické pre H11-2 vzhladom na to, ze
H11-3 obsahuje asparagin (N) v polohe 90 a H11l-1 obsahuje
leucin (L) v polohe 86, ktora zodpoveda v polohe 78 H11l-2.
Dva zvys$ky na N-termindlnom zakonc¢eni retazca aminokyselin
H11-S (retazec ¢&. 16) neodpoveda Ziadnemu =z troch retazcov
H110D, ako boli uvedené. Je treba uviest, Ze existuju presné
identické useky retazcov vo velmi podobnych, évéak inak od-
lisnych retazcoch Pep A a B (ktoré boli skdér opisané vo
V090/11086) a H11-2 a H11l-1 v oblasti zvysSkov 540 az 55S.
Podobne v oblasti zvySkov 450 az 470 obsahuje PepD kratky
retazec, ktory presne zodpoveda H11-2, ale podobny, avsak

odlisny retazec Pep E je blizs$i retazcu H11l-3.

Na obr. 6b je prenasany retazec aminokyselin z jedného
z retazcov v jeho plnej dizke (H11-3) porovnavany s dvoma
retazcami pre mikrosomdlnu aminopeptidazu cicavcov. Homold-
gia prenaSaného retazca H110D s tymito aminopeptidazami je

znazornena tak, Ze totozZzné aminokyseliny su uzavreté do ram-
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¢ekov. Charakteristickou skupinou aminokyselin pre mikroso-
malne aminopeptidazy je retazec HEXXHXV, ktory je urceny pre
vazbu zinku podla publikacii Jongeneel a dalsi, 1989, Valle
a dalsi, 1990, ako je znazornené na obr. 6 hviezdickami.
Tento retazec, ktory je pritomny v prenasanej oblasti H11l-1,
H11-2 a H11-3, je konzervovany vo vsetkych mikrosomalnych
aminopeptidazach. Dal$ou vlastnostou, ktora je spoloé¢nad mik-
rosomalnym aminopeptidézam cicavcov a Haemonchus, je pritom-
nost pomerne kratkej intracelularnej oblasti, ktorym je je-
diny transmembranovy retazec v blizkosti N-zakoncéenia, okrem
toho je pritomnych niekolko potencidlnych miest pre glykozy-
laciu. Uroveri homolégie (podobnost 52 az 55 % a totoZnost
30 az 32 %) H11-1, H11-2 a H11-3 s mikrosomalnymi aminopep-

tidazami cicavcov je znazornend na obr. 2.
Analyza Southern blot

Vysledky analyzy Southern blot za pouzitia DNA gendému
H. contortus a r6znych H110D c¢DNA klonov a PCR produktov ako
sond su znazornené na obr. 10. Pre vsSetky sondy je mozZné do-
kazat viacpocetné pésy hybridizacie, co je typické pre sku-
pinu génov s obsahom vadc¢s$ieho poctu génov. Ako bolo ocakava-
né, je mozné pre B1lA a AustB1l dokadzat podobny typ hybridiza-
cie rovnako ako pre M1AUS a 3,5 PCR. Avsak tieto typy sa od
seba navzajom 1i$ili a sucasne sa 1lisili aj od hybridizacie
pre 2,5 kb PCR a +to aj za mierne obmedzujucich podmienok,
ako je znazornené na obr. 10A, ¢o odraza odlisné urovne ho-

moldégie medzi tymito troma retazcami cDNA.
Doékaz uU¢innosti typu aminopeptidazy pre H110D

U&innost typu mikrosomalnej aminopeptidazy bola dokaza-
nd pre tie frakcie, ktoré obsahovali H11l0D, to znamend pre
supernatanty po extrakcii Thesitu v ultraodstredivke, pre
frakcie po vazbe ConA (ConA H110D) a tiez pre tie frakcie
s obsahom H110D, ktoré boli ziskané chromatografiou na iono-

menici za pouzitia stlpca MonoQ, ako je zrejmé z nasleduju-
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cej tabulky 3. Specificka udinnost sa v pripade vsetkych

skumanych substratov zvySovala subezZzne s Cistotou H110D.
Tabulka 3

Enzymaticka uc¢innost frakcii typickej Sarze H110D

frakcia $pecificka udinnost enzymu (0.D./min/mg
bielkoviny)
fenyl-|leucin |[lyzin kyselina|metionin
alanin| -pNA -pNA alfa- -pNA
-pNA glutamo-
va-pNA

fyziologicky roz-
tok NaCl s fosfa-

tovym pufrom(PBS) 0,20 0,08 0,12 0,01 0,16
1% Tween 20 (PBS) 0,15 0,15 0,09 0,01 0,09
1% Thesit/PBS 1,94 1,25 0,57 0,64 1,91
ConA H110D 4,08 3,01 1,43 2,09 3,84
CamQ H110D 6,55 5,01 3,01 3,90 6,41

Uc¢inok inhibitorov aminopeptiddz cicavcov na uc¢innost amino-

peptidazy H110D

Pridanie inhibitora betastatinu, ktory inhibuje mikro-
somalnu aminopeptidazu cicavcov k ConA H110D v koncentracii
doporudéenej vyrobcom (Boehringer Mannheim) znizZilo uc¢innost
oproti leucin-p-nitroanilidu o priblizne 70 %. Bol vykonany
rad pokusov s rdéznymi inhibitormi protedz. Inhibicny ucinok
mali tie inhibitory, ktoré su Specifické pre metaloproteazy
alebo aminopeptidazy. U&inok tychto inhibitorov na rychlost
reakcie je uvedeny v nasledujucej tabulke 4. Najucinnejsi

bol fenantrolin v koncentracii 5 mM.
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Tabulka 4

Inhibicia uc¢inku aminopeptidazy H110D rdéznymi inhibitormi

proteaz
Inhibicia v % inhibicia v %
inhibitor kogcgn- p—nitroanilid. p-ni?ro%nilid
tracia alfaglutamove] leucinu
kyseliny
Amastatin 10 pM 0 61
50 uM 0 66
Bestatin 50 uM 23 63
100 uM 35 68
EDTA 1 mM 17 8
10 mM 21 16
1,10fenantrolin 1 mM 78 78
10 mM 85 87
Fosforamidon 10 uM 1 0,8
50 uM 1 7

substrat pre aminopeptidédzu A cicavcov

2 substrat pre aminopeptidazu M cicavcov.

Subfrakcionacia H110D

Distribicia Gc¢innosti vo frakcidach po chromatografii
ConAH110D na stipci ionomeni¢a MonoQ je znazornend na obr.
13a, elektroforéza na SDS-PAGE pre jednotlivé frakcie je
zndzornend na obr. 13b.

Enzymaticka uUcinnost bola spojenda s podielmi frakcii
H110D, ktoré bolo mozné od seba oddelit opakovanym stanove-
nim izoelektrického bodu, ako je =znazornené na obr. 14
a 15. Pri nizs$ich hodnotach pI (pH 4,5) obsahuju tieto po-

diely len vacsie z pasov, tvoriacich dublet H110D pri elek-
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troforéze na SDS-PAGE a pri vysSsSich hodnotédch (pH 6,5) obsa-
huji tieto podiely len mensie z pasov pre dublet H110D. Me-
dzifrakcie obsahujui dva tieto pasy. Mens$i pas méze byt tiez
ziskany ako samostatnd frakcia pri chromatografii na ionome-
ni¢i MonoQ za pouzitia Pharmacia SMARTR. VSetky tieto podie-
ly a mensie frakcie su schopné viazat ovCie protilatky opro-
ti afinitne Ccdistenej bielkovine H110D po expresii klonu
lambdagtll M1, hoci protilatky z lambdagtll bez ulozZeného
retazca nie st schopné viazby, ako je =zrejmé z  obr. 1l4c.
VSetky malé frakcie su schopné sa viazat na myS$ie monoklo-
nalne protilatky, oznacdené TS 3/19,7 (obr. 14c), ktoré su
taktiez schopné sa viazat na rekombinantni bielkovinu,
k expresii ktorej dochadza klonom M1. VSetky podfrakcie majua
tc¢innost mikrosomadlnej aminopeptidéazy (obr. 15c¢), napriek
tomu, ZzZe tato ucinnost je poﬁerne nizka u frakcii, giskanych
pri najvyssich a najnizsich hodnotach pl. Tato niz€ia acin-
nost méze byt spdOsobenda nizSou koncentréaciou bielkoviny,
ucinkom extrémneho pH pri deleni frakcii alebo poziadavkou
na pritomnost malého a velkého pasu pre maximalnu uc¢innost

produktu.
Vakcinacia jednotlivymi zlozkami H110D

Oddelené hérné a spodné pasy, ziskané stanovenim izo-
elektrického bodu alebo chromatografiou na ionomenici vyvo-
lavaju tvorbu ochrannych protilatok po vstreknuti ovciam,
ako je mozné dokazat nasledujucim pokusom. 30 oviec vo veku
priblizne 6 mesiacov bolo rozdelenych do piatich skupin po
Siestich ovciach tak, aby kazda zo skupin mala priblizZne
rovnaki hmotnost. Kazdej ovci bolo injek¢ne podanych celkom
150 mikrogramov bielkovin v troch rovnakych davkach podla
publikacii Munn a dalsi, 1992 a Tavernor a dals$i, 1992a,
b v priebehu 54 dni. Zvierata v skupine L boli oc¢kované po-
danim menSieho pasu z dubletu H110, zvierata v skupine U bo-
li ockované hornym pasom, v skupine U+L bola podana zmes
horného a spodného mensieho pasu, skupine D bol podany ne-

rozdeleny pas v zmesi horného a spodného pasu, ziskany pri
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strednych hodnotach pH a kontrolnej skupine C bol podany
ferritin zo sleziny koni ako antigénne nepribuzna bielkovi-
na. Ovciam bolo po troch tyzdnoch po ockovani podané po tre-
tej injekcii 10 000 infekénych 1larv a pokus bol ukonceny 29
az 31 dni po tejto infekcii. Vysledok pokusu je zhrnuty na
obr. 16. InjekCné podanie akejkolvek zo substrakcii znizZuje
vyskyt vajicok parazitov v priebehu pokusu pribliZne o 90
% a celkovy podet hlist o 63 a2z 84 %, vo vSetkych pripadoch
ide o Statisticky vyznamny rozdiel (p je mensSie nez 0,5)
v porovnani s kontrolnymi zvieratami. ZnizZenie 70 az 88 %
bolo vacSie pre samice hlist nezZ pre samcov hlist (avsak
s vynimkou zniZenia podtu samcov u oviec so zmesou horného
a spodného pasu, kde p bolo mensie nez 0,07), zniZenie pre
obe pohlavia bolo vo vSetkych pripadoch Statisticky vyznamné

pri p mensom nez 0,05.
Ockovanie pomocou H11S a H11A

Skratent, vo vode rozpustni formu H110D (H11S, ktora si
uchovédva svoju enzymaticki G¢innost) je mozné ziskat z pri-
rodnej molekuly pésobenim elastazy. Bolo dokazané, Ze tato
forma mé& Gcinnost, prevazne podobni G¢innosti enzymu ApM,
extrakt materidlu po S$tiepeni elastdazou, extrahovany Thesi-
tom (H11A) bol obohateny o ucinnost typu ApA, ako je zrejmé
z nasledujiucej tabulky S.

Tabulka 5§

Pomer
aminopeptidaza-M : aminopetidaza-A
(leucin-pNA) (kyselina alfa-glutamova-pNA)
H110D 1,44 : 1
H11S 26,0

H11A 0,48 : 1
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Nasledujuci pokus dokazuje, zZe vakcindcia oviec pomocou
H11S a H11lA poskytuje ochranu proti infekcii Haemonchus.
Skupina 18 oviec vo veku pribliZne 8 mesiacov bola rozdelena
na tri casti po Siestich ovciach tak, aby kazdda skupina
Siestich oviec mala pribliZne rovnakd hmotnost. Kazdému
zvieratu bolo injekéne podanych v dvoch rovnakych davkach
priblizne 100 mikrogramov bielkoviny podla publikacii Munn
a daldi, 1992 a Tavernor a dal$i, 1991a, b v priebehu 23
dni. Zvieratam v skupine A bola injekéne podana frakcia
H11A, zvieratam v skupine S frakcia H11lS a zvieratam v sku-
pine C bol podany ferritin =zo sleziny koni ako antigénne
nepribuznd bielkovina, to znamena ako negativna kontrola.
25 dni po druhej injekcii bolo ovciam podanych 10 000 infek-
¢nych lariev a pokus bol ukonéeny 34 az 36 dni po infekcii.
VYsiedky pokusu su zhrnuté na obr. 17. Injekcéné podanie
H11S zniZilo mnoZstvo vaji&ok vo vykaloch o 89 % a celkovy
pocet hlist o 76 %. Injekc¢né podanie H11lA zniZilo mnoZstvo
vajicok vo vykaloch o 98 % a celkovy pocet hlist o 84 %. Ide
teda o Statisticky vyznamny rozdiel pri p mensSom nez 0,5

oproti kontrolam.
Inhibicia Gc€inku aminopeptidazy H110B protilatkami

Roztoky s obsahom 110B boli inkubované spolu so vzorka-
mi sér z jednotlivych oviec po injek¢nom podani frakcii
s obsahom H110D alebo so vzorkami sér kontrolnych oviec. Po-
tom boli roztoky sledované na G¢innost aminopeptidazy za
pouzitia fenolalaninu-p-NA a kyseliny alfa-glutamovej-p-NA
ako substratu. Inhibicia G¢innosti, ktorej hodnota bola ma-
ximalne 80 %, bola v koreldcii so stupriom ochrany u jednot-
livych oviec, ktorym bolo odobraté sérum, ako je zrejmé
z obr. 18.

Lokalizéacia enzymatickej udinnosti

Zmrazené rezy dospelych jedincov Haemonchus contortus

boli skuimané na G€innost aminopeptidazy. Ako je zrejmé
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z obr. 19, je ucinnost aminopeptidézy lokalizovanid v presvi-
te c¢reva. Bielkovina H110D je taktiez Specificky uloZena

v tejto lokalizacii.

Expresia H110D (3,5 PCR klon 2) =za pouzitia eukaryotického

systému baculovirus-hmyzie bunky
Expresia u¢innosti aminopeptidazy v hmyzich bunkéach

Infikované bunky boli skimané na uéinnost aminopeptida-
zy za pouzitia phe-, leu-, met- a lys-pNA ako substratu.
Analyza bola komplikovana skutoc¢nostou, 2Ze hmyzie bunky ob-
sahuju aminopeptidéazu, ktord vyrazne prednostne Stiepi ami-
dové: vazby lyzinu. AvSak bunkové extrakty s obsahom H110D po
expresii okrem toho Stiepili aj vadzby leu-, met- a phe-pNA

v uvedenom poradi prednosti.

Molekulovd hmotnost a imunoreaktivita bielkoviny H110D (3,5

PCR klon 2) po expresii

Vzorky extraktov infikovanych alebo kontrolnych buniek
boli podrobené elektroforéze na 7,5% SDS-polyakrylamidovom
géli, ktory potom bol farbeny Coomassieovcu modrou. Lyzaty
infikovanych buniek 3,5-2-P3A a 3,5-2-p4A obsahovali péasy
rovnakého rozmeru ako pas pre H110D s molekulovou hmotnostou
110 000, ktory sa pohyboval priamo pod pasom pre beta-gal
s molekulovou hmotnostou 120 000, k expresii dochadzalo su-
Casne. Tento pads s molekulovou hmotnostou 110 000 nebol pri-
tomny v rozrusSenych negativnych kontrolnych 1lyzatoch. Bol
taktiezZz nepritomny v lyzate buniek P2A, u ktorych nedochéadza
k expresii enzymu.

Gél bol dvakrat opakovane analyzovany metddou VWestern
blot, ako sonda bola pouzita protiléatka proti H110DN, ako je
zrejmé z obr. 21. Bolo moZné pozorovat velmi silnu Specific-
ki imunologickd reakciu na pas s molekulovou hmotnostou 110
000, k expresii ktorého dochadza bunkami 3,5-2-P3A a tiez
3,5-2-P4A a oproti nativnemu dubletu H110D v kontrolnej dra-
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he, obsahujiucej ConA H110D, 2Ziadnu reakciu nebolo moZné po-

zorovat v negativnych kontrolnych drahach.

Informacie o retazcoch
pocdet retazcov: 24
Informacie pre retazec ¢&. 1:

Vlastnosti retazca:

dizka:
typ:

typ retazca:

topolégia:

295 parov baz

nukleova kyselina

dvojity

linearna

Opis retazca &. 1:

CGCGGACATT GCTGAATCTA ACTCCAATCC GTCTTATTGT CGCATTATTT CTAGTAGCTG 60
CTGCAGTCGG CCTCTCTATT GGTCTCACCT ATTACTTTAC TCGCAAAGCG TTCGATACCT 120
CAGAAAAGCC AGGGAAGGAT GATACTGGTG GCAAGGACAA AGACAATTCT CCCTCTGCGG 180
CGGAACTACT TCTTCCAAGT AATATAAAAC CATTGTCTTA CGACTTGACG ATCAAAACAT 240
ATCTACCTGG TTATGTGGAC TTCCCACCGG AGAAAAACCT CACATTCGAC GGGCG 295
Informacie pre retazec &. 2:
Vliastnosti retazca:
dizka: 484 parov baz
typ: nukleova kyselina
typ retazca: dvojity
topolégia: lineArna
Opis retazca ¢. 2:
GCAATATCAG GATTCAATAC AATTTTGGAC TTTTTCGGCA GCGAACCCGA ATCTCAATGG 60
GCTTCGGAAT ACATGCGAAA ACTGATGAAG CCAATTTATG ACAAGAGTAG CATCAAGTTT 120
ATAGCGGAGA ACTACAAAAA AGATTCGCTT TTCTTCAAAA ATAATCTCCA AATAGCTGTT 180
ATTGACACAT ACTGTGGTCT. TGGAGGCAAA GAATGTCTTG AAGAAATGAA AAAGCTTTTT 240
GACAAGGAGG TCATGAAATG TCAACCTGGT CAGCAAGCGA CCGACTGCGT AAAGGTAACT 300
GCTCCTCTCC GAAAAACTGT TTACTGCTAT GGGGTCCAGG AAGGCGGTGA TGAGGCATTC 360
GACAAGGTGA TGGAACTATA TAATGCGGAA CAAGTGCAGT TGGAGAAAGA CAGTCTACGT 420
GAAGCATTGG GATGCCATAA AGACGTTACA GCTCTAAAGG GACTTCITAT GCTGGCTTTG 480
GATC 484

Informacie pre retazec &. 3:

Vlastnosti retazca:

dizka:

216 parov baz



typ: nukleova kyselina

typ retazca:

topolégia:

Opis retazca &. 3:

dvojity

linearna

63 -

ACCTGGTCAG CAAGCGACCG ACTGCGTAAA GGTAACTGCT CCTCTCAAAA CTGTTTACTG
CTATGGGGTC CAGGAAGGCG GTGATGAGGC ATTCGACAAG GTGATGGAAC TATATAATGC
GGAACAAGTG CAGTTGGAGA AAGACAGTCT. ACGTGAAGCA TTGGGATGCC ATAAAGACGT
TACAGCTCTA AAGGGACTTC TTATGCTGGC TTTGGA

Informacie pre retazec &. 4:
Vlastnosti retazca:
dizka:

581 parov baz

typ: nukleova kyselina

typ retazca:

topolégia:

Opis retazca ¢&. 4:

GGGAGGAAAT
CTTGTTGCAC
AGAACAATGC
GATTATCGGA
ACGTCTTCAA
GCCATCCATT
AATTTCGAAT
TAGAGCTCAC
“GCCTATAATC
AGATTTGTTT

Informacie
Vlastnosti
dizka:

CACTGCGAGC
AGGAATTCGC
GCAGGCTAAG
ATTCTTCAAG
ACTAGGAGAC
CGAATACAAC
ATATTATGAA
TCTCCATTTT
TTTCCCCAAT
CTTTGTCTGC

dvojity

linearna

TTGGAAACAG
TCCCAACAAC
FAGTTCCATA
AGAGCAAGAT
EGTTTTGCTG
CAACCCCATT
GTTTGTATCT
GTAGCTGTGA
FCATTCCAAA
TATCCATCTA

pre retazec ¢&. 5:

retazca:

948 parov baz

typ: nukleova kyselina

typ retazca: dvojity

topolégia:

Opis retazca &. §:

linearna

AACACAGAGC
AAATAGATCA
AAATTGCCTG
CATAGCTTTT
AAAAGTCAGT
TTAAGTACCT
TGAACGTTAT
TGACTTGCAT
CTCCGATCAC
ACTGTTTCGA

AGTTGATAAA
GCTGAAGAAG
GATCAAGAAA
CACACTGAGC
TTCACATTTT
TTCATTCACA
GATCGGTGAC
TTAAGACCCA
CTCCACCGCT
T

GTGGTCGGCG
AATCTACAGA
CATTTTCACA
TCCAATTTTA
CCGTTTGAAT
GTGATTACTA
TTTCAATTTA
CCATTTACCA
GACAATGCCC

60

120
180
216

60

120
180
240
300
360
520
480
540
581



ATGACGTCGC
GCATTATTTC
CGCAAAGCGT
GACAATTCTC
GACTTGACGA
ACATTCGATG
CTCAATTCAA
AAATTCGAAA
AAAAGCCAAC
AGCAACAGCC
ATCGCTGCAG

GAACCGAAAT .

GTCTCGAATG
AAGTTCTTGA
GAATACATCG
GCAAAGAAGA

AGGGGAGAAC
TAGTAGCTGC
TCGATACCTC
CCTCTGCGGC
TCAAAACATA
GGCGTGTGGA
AGAAGATCTC
TTGAAAGTGT
TGGAAAAAGA
TTGGTGGAAT
TTTCACAAAA
ACAAAGCAAA
GAATCGAAGT
CTACTCCACG
AAGGTGAAAC
TGACACAATA

GCGGACATTG
TGCAGTCGGC
AGAAAAGCCA
GGAACTACTC
TCTACCTGGT
AATATCAATG
TGTAATACCC
AAAGGAGCAC
TTCACAAATC
CTACCAGACC
TGAGCCCATA
CTGGACCGTT
GAACGGAGAT
GATGTCATCC
AAAGACGGGT
TGCTCTGCAA

Informacie pre retazec ¢. 6:

Vlastnosti retazca:

dizka:
typ:

1689 parov baz

nukleova kyselina
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CTGAATCTAA
CTCTCTATTG
GGGAAGGATG
CTTCCAAGTA
TATGTGGACT
GTTGTAATTG
CAAGAATGTG
CCAAGACTGG
TTGCTCAAGT
ACTTATACCA
GATGCTCGTC
ACTGTCATTC
GGAGAGATCA
TACTTGTTGG
GTTCGGTTCC
TCTGGTATCA

CTCCAATCCG
GTCTCACCTA
ATACTGGTGG
ATATAAAACC
TCCCACCGGA
AGCCAACAAA
AACTGGTATC
ARAAAGGTTGA
CGGCTTACAT
CCCCGGATGG
GAATGGTACC
ATCCAAAAGG
GTGGTGATTG
CAGTTATGGT
GTATATGGTC
AGTGCATA

TCTTATTGTC
TTACTTTACT
CAAGGACAAA
ATTGTCTTAC
GAAAAACCTC
GAGTATCGTA
GGGCGATAAA
GTTTCTTATC
CGGTCTCATC
CACCCCTAAG
ATGCATGGAT
CACCAAAGCC
GATCACATCG
TTCAGAATTT
ACGCCCAGAG

typ retazca: dvojity

topolédgia:

Opis retazca ¢. 6:

AATTCCGGCT
ATGTTTGGAT
GGTTGCTCTT
GGAGGGTTCC
AGAAGTGATC
GTGGGATAAC
CTTCATCAGC
TGGTATTACG
TGCAGATGTA
AATGCTATTG
GAAGTTTTCA
CCAAGGTATA
GACAACTCAG
AGTCACCCAA
TCCAACTTAT
GAAAAGAACT
GTCAGTTGTG
TTGGAGGAAC
AAACGCTCTC
CGTATTTGAA
AATATCAGGA
TTCGGAATAC
AGCGGAGAAC
TGACACATAC
CAAGGAGGTC
TCCTCTCCGA
CAAGGTGATG
AGCATTGGGA
TCGGAATTC

CGTCCGGAAG
TACTATGAGG
CCTGACTTCT
GTGCTCTACG
GCGCACGAAC
CTATGGCTGA
GATGGTCTAT
GCTGATGCAG
TCAGAAGCGT
AATTTAGTTG
TATGATAATG
ACCGGACCTA
ATGGGGTTCC
AAACGATACA
GGGTTCAAAT
TGGTTAAAAA
GTGAATGCCG
ATTATGAGAA
ATAAGTGATG
ATGCTCAAAT
TTCAATACAA
ATGCGAAAAC
TACAAAAAAG
TGTGGTCTTG
ATGAAATGTC
AAAACTGTTT
GAACTATATA
TGCCATAAAG

linearna

CTATGAAGAT
ACTTCTTCGG
CATCTGGTGC
ATGAAAACCT
TTGCACATCA
ACGAAGGATT
GGGAAATGAA
TAGCTTCAAG
TCGATGATAT
GGGACGAAAA
CGGCTGCTGA
ATGGTGGACC
CTGTTCTTAC
GGCAGAACAA
GGGATGTTCC
GAGAGGAACC
AACGTCGTGC
GACTCAAGCA
CGTTTGCAGC
ACACCGTGAA
TTTTGGACTT
TGATGAAGCC
ATTCGCTTTT
GAGGCAAAGA
AACCTGGTCA
ACTGCTATGG
ATGCGGAACA
ACGTTACAGC

GACAGAATAT
GATCAAATTC
TATGGAGAAC
CTACGGACCA
GTGGTTCGGT
CGCGTCATTC
AGATTTCTTC
CCATCCGCTT
CACATACCGT
TTTCAAGCAG
AGATTTATGG
ATTGAAAATG
TGTCGAGTCG
GGATGCAAAG
TCTGTGGTAT
GCTCTATTTC
TTTTTGCCGA
GAATCATAAG
AGCTGCAGTT
AGAAGAGGAT
TTTCGGCAGC
AATTTATGAC
CTTCAAAAAT
ATGTCTTGAA
GCAAGCGACC
GGTCCAGGAA
AGTGCAGTTG
TCTAAAGGGA

GCCATGATAG
CCACTTCCAA
TGGGGTCTCA
ATGAATAAGG
AATTTGGTCA
GTGGAATACA
CTGCTGGCAC
TCCTTCAGAA
AAAGGAGCAT
TCTGTTTCGC
GCAGCATTCG
TCCGAGTTTG
GTTAACGCAA
GAACCAGAGA
CAGGAAGATG
CATGTAAGCA
TCAAACTATG
GTCTATGGTC
GAGGAAATGA
TACTTACCAT
GAACCCGAAT
AAGAGTAGCA
AATCTCCAAA
GAAATGAAAA
GACTGCGTAA
GGCGGTGATG
GAGAAAGACA
CTTCTTATGC

CTGGAATCAA
AACAAGATAT
TCACATACAG
AGCGGGTTGC
CGATGAAGTG
TCGGAGCCGA
CGTACACAAG
TAGATAAGGC
CCGTTCTTCA
GTTACCTCAA
ACGAAACCGT
CGCCACAATG
CGACTTTGAA
AGTACCGTCA
AACAGCAAGT
ATTCTGATTC
ACGCTAACGG
CACGAACAAG
ATTACGAGAC
GGAAGGAGGC
CTCAATGGGC
TCAAGTTTAT
TAGCTGTTAT
AGCTTTTTGA
AGGTAACTGC
AGGCATTCGA
GTCTACGTGA
TGGCTTTGGA

.60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
786°
840
900
948

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1689



Informiacie pre retazec ¢&. 7:

Vlastnosti retazca:
dizka:

1yp:

typ retazca:

topolégia:

2472 parov baz

Opis retazca C. 7:

ACGGGTGTTC
TTGGATGCTG
CTGGAAAAAC
GGCCTTATCA
AATAAACAGC
CTGGTCACAC
GAGTATCTTG
CTCGATGGAA
TTTAGGATTG
GGAGCGTCAG
GTTGTGCAAT
GTCTTCAATG
CAATTTACCG
AATGCGACCGC

CCAGAGAAAT
CAAGGCAATA
AACGTCAACA
CAAAACTATG
GTCTTCGGTC
GACGCAATCG
TTCTTGCCTT
GAGCCGGAGA
AAGAGCAGCA
AATACTCAAA
CAATATAAGG
ACCAAATGCG
GAAGGTGGTG
CTGGAGAAGG
GAACTTCTTT
ACCGCTTTCC
ATGGAGAGAT
GTGGTCGGCG
CTACAGAAGA
GGAGAACATA
AGAGCAAGAT
AGTTTTGCTG
CAATAATACC
GAAGCTTGTA
TTTGTAGCTG
AATACATTCC
TGCTATCCAT
TGACGTTGGT

GGTTCCGTAT
GCATCAGATG
AAGATATGAT
CTTATAGAGA
GGGTTGCTCT
TGAAGTGGTG
GAATGGACGA
TGGATCGCGG
ACAAAGCGGC
TTCTCACTAT
ACCTCAAGAA
AAGTTGTCAA
ATCAGTGGAC
CCCTAAAGGT

ATCGTAATCC
GCAAAGAGGT
ATCGGGATAC
ATGCCAACGG
CAAGGACAAG
ACTATGAAAC
GGAAGGAAGC
CAAAACCAGC
TTGATTACAT
AGGATATCAT
ATATCTTCTA
TTAAGGTTTC
AAGAAGCTTT
GTATCCTGTT
TGCGAGCCCT
GTGCTGTATC
GGGAGGAAAT
CTTGTTGCAC
ACAATGCGCA
AAATTGCCTG
CATAGCTTTT
AAAAGTCAGT
ATTTTAAGTA
TCTTGAACGT
TGATGACTTG
AAACTCCGAT
CTAACTGTTT
GT

nukleova kyselina
dvojity

linearna

ATGGTCTCGA -
CCTGGAGTTC
TGCTCTTCCT
GGATTCTCTC
CGTAGTTGCT
GGATGATACG
AATTAGCCAC
AATGAGAGCT
AGAAGTTGCC
GCTACGGGCT
GTTCTCCTAC
AGGTGTTAAG
GTATCAGATG
TACGCAGAGC

AAAATACGGG
GAAGCGAACA
ATCCCTTGTG
TTGGAAAAAG
GAACGCTATC
TGTATTCGAA
TCTGTCCGGC
TAGAGCTTAC
CGTCAAGAAT
TGATGCATAT
CGATGAGGTT
CGCTCCTCTT
TGAAAAGGTG
CAAAGCCTTG
GGACCGTAAA
TGAAAACCCT
CACTGCGAGC
AGGAATTCGC
GGCTAAGAAG
GATCAAGAAA
CACACTGAGC
TTCACATTTT
CCTTTCATTC
TATGATCGGT
CATTTAAGAC
CACCTCCACC
CGATCGCCGG

CCAGAGGCGA
TATGAGAAGT
GATTTCACCG
CTATACGATG
CACGAGCTTG
TGGTTGAACG
AACAATTTCA
GACTCGGCAG
GAAGCCTTTG
TTGATTGGAG
AGCAATGCAC
GGTCCTGACG
GGTTATCCTG
CCCTACAAGA

TTCAAGTGGG
TGGCTAAAAA
GTGAACGCTG
ATAATCAAGC
ATAAGCGATG
CTACTTGAAT
ATGTTCGCAG
ATGATGAGCA
TATTTGGATG
TGTTCCCTTG
ATSCTCAAGT
CGAGCCAATG
ATGGGGCTGT
GCATGCCACA
TCGTCGTTTG
GTGGGCGAAG
TTGGAAACAG
TCCCAACAAC
TTCGGCTCAT
CATTTTCACA
TCCAATTTTA
CCGTTTGAAT
ACAGTGATTA
GACTTTCAAT
CCACCATTTA
GCTGACAATG
TTGTTTGTCA

%
7

AACGAATGAC
TCTTTGACAT
CTGGTGCCAT
AAAAAATTTA
CTCATCAGTG
AAGGTTTTGC
GAACGCAAGA
CATCGAGCCA
ACGATATTTC
AGGACAATTA
AAGCAGCCGA
GCAACGTCAT
TGGTTAAAGT
CAAATAAAGA

ATGTTCCCCT
GAGATGAACC
ATCGACATGG
AGCTCAAGAA
CATTTGCTGC
ATGCCAAAAA
TTTTAAAGTT
TATTAGAACC
ATACGTTATT
GATCAAAGGA
GTAAGGCCGG
TTTACTGTTA
ATCTAGCAGA
AAGATGTTAC
TGCGTCTTCA
AATTCATGTT
AACACAGAGC
AAATAGATCA
TCACCCAGGA
GATTATCGGA
ACGTCTTCAA
GCCATCCATT
CTGAATTTCG
TTATAGAGCT
CCAGCCTAGA
CCCAGATTTG
ATTGCTTATC

GGCATACGCT
AAAATTCCCT
GGAAAACTGG
TGCACCGATG
GTTCGGCAAT
AACATTTGTT
TTTCTTCTTG
TCCGCTTTCG
ATACGCCAAG
CAGGAATGCT
TCTGTGGAAC
CAAAATCGAC
AGAAGAATTT
CGCCTTGGAA

ATGGTATCAG
GCTGTACTTG
ATTTTATCGA
AGATCACAAG
AGCTACGATT
TGAAGAGGAA
CTTCGGTAAT
GATGTATAAT
CACAAAAATT
CTGTATAAAG
GGAAGCAGCA
TGGTGTACAG
AGATGTTCAA
AGCTCTAAAA
GGATGTCCCT
CAATTTCCTA
AGTTGATAAA
GCTGAAGAAT
AATCGAAARA
ATTCTTCAAG
ACTAGGAGAC
CGAATACAAC
AATATATCAT
CACTCTCCAT
ATCTTTCCCC
TTTTTTTGTC
TGATAAATAT

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2472



Informiacie pre retazec ¢. 8:

Vlastnosti retazca:

dizka:
typ:

typ retazca:

topolégia:

3305 parov baz

Opis retazca ¢. 8:

.

GCTGAATCTA
CCTCTCTATT
AGGGAAGGAT
CCTTCCAAGT
TTATGTGGAC
GGTTGTAATT
CCAAGAATGT
CCCAAGACTG
CTTGCTCAAG
CACTTATACC
AGATGCTCGT
TACTGTCATT
TGGAGAGATC
CTACTTGTTG
TGTTCGGTTC
ATCTGGTATC
GAAACAAGAT
CATCACTTAC
ACAGCGAATT
TACGATGAAG
TATTGGAGCT
TGTACTTGAA
AATCGACAAA
TTCTGTTCTT
GCAGTACCTC
TCATGAAGTT

TGCAAGTCAG
GACTACTTTG
GAAGTACCGT
CCATAAGAAG
TAGTGATGCT
TCATGACGCT
CAGTCCCCGG
AATTGAGTAT
ACCATTAGAA
AGAGGCAAAG
CAGTATCGAC
CCAAAAAGAT
TAAAAAACTT
ATGCGTAAGA
CGGTGATTAT
AAAAGACTTC
TCTCTTGCGG
TTTCAACGAT
GAGATGGCCA
ACCAGCCTGC
GAAAAATGGC
AAATAGGGTG
CACCTTGTAA
GACAGGGAAC
AATTTTTATC
AAAGCTCAGT
CCCTATACCC
CTCAGAACAC
TTTACAATTG
AAARAA

ACTCCAATCC
GGTCTCACCT
GATACTGGTG
AATATAAAAC
TTCCCACCGG
GAGCCAACAA
GAACTGGTAT
GAAAAGGTTG
GTCGGCTACA
ACCCCGGATG
CGAATGGTAC
CATCCAAAAG
AGTGGTGATT
GCAGTTATGG
CGTATATGGT
AAGTGCATAG
ATGATTGCCC
AGGGAAAACT
GCTCGCATTG
TGGTGGGATA
GGTCAGATAA
CGCGCTTTGA
GCTGCAGAAG
ACTATGCTGA
AAGAAGTTCT
GTCACTGACG

TGGACGACTC
ANATTAACGC
CACCCGAAAT
GAGATAAAGC
GGCGCTCCCT
AATGGTTGGA
ACAAGGAATG
GAGACTGTAT
ATCGCAATGT
CCAGCTCAAA
TTCATTGCCA
GTCATTGATA
TTCGATGACG
ATCGCCGCTC
GCTTCCGACA
CTACGCCTAG
GCTCTGGACA
GTAGCAGCAA
GATATCATTG
ACTTCAGGAA
ATGAACGCTC
GATTGGATTA
TTCGAATTAC
TGACTGTCTG
GTTATATTTG
ATTGGCAACC
TCTTCCTAAC
TTTCTCCTCA
TATAGATTAG

nukleova kyselina
dvojity

linearna

GTCTTATTGT
ATTACTTTAC
GCAAGGACAA
CATTGTCTTA
AGAAAAACCT
AGAGTATCGT
CGGGCGATAA
AGTTTCTTAT
TCGGTCTCAT
GCACCCCTAA
CATGCATGGA
GCACCAAAGC
GGATCACATC
TTTCAGAATT
CACGCCCAGA
AATTCTACGA
TTCCTGATTT
CTTTGTTGTA
TTGCTCATGA
ATTTGTGGTT
CTCAAGATGA
AAGCTGATTC
TTGAAGAAGC
GAGCCTTGAT
CGTATAGCAA
TCGAAGGTCC

AGATGGGCTT
ARAGTCGATA
ACGGATTTAA
GAACATGGTT
TTGTGGTGAA.
AAAAGATAAT
TCATCATTAG
TTGAACTTCT
CCGGGATCTC
CATACATGAT
ATAACTACAG
TGTTCTGCGC
AAGTCATGAA
CTCTCCGATC
AGGTGATGGA
CATTGGGATG
GGAATTCGTC
ATCCTATTGG
AAAGTATAGG
TCCGCTCACA
GTCAATTCGG
ARAAACATTT
ATTGCCAGTA
TTGGTCACTG
CCTTCCGTGA
GTAGAACAAT
TGAATTCGGA
ATAGCTTCTT
TTATCTTATA

CGCATTATTT
TCGCAAAGCG
AGACAATTCT
CGACTTGACG
CACATTCGAT
ACTCAATTCA
AAAACTCGAA
CAAAAGCCAA
CAGCAACAGC
GATCGCTGCA
TGAACCGAAA
CGTCTCGAAT
GAAGTTCTTG
TGAATACATC
GGCAAAGAAG
AGATTTCTTT
CTCTGCCGGT
CGATGACAGA

*GCTTGCTCAT

GAATGAAGGT
CGCCAGAATG
GGTAGCGTCA
CTTTGATGAT
TGGAGAAGAA
TGCAGAAGCG
AGACGGCAAA

CCCAGTTATT
TGAGGCGAAT
ATGGGATATT
GAGAAGAGAT
CGCAGACCGC
CAAGCAGCTC
CGATGCGTTT
GAATTATGCC
TTCGATTTTG
GAACATATTG
AAATCGACAAG
CCTCGGATCG
CAAATGCAGG
AAGTGTTTAT
GCTTTATACG
TCATAAAGAT
GTTCGTACGT
CGAAGAATTC
AACGAAGCAC
ACAGCAGATT
TGCATTCGAT
CCAAAAATTA
ATCCAGATCT
TTCCACTGAA
GGGGTCATTG
ATTACTTTCG
AATTTGTTCA

CTAGTAGCTG
TTCGATACCT
CCCTCTGCGG
ATCAAAACAT
GGGCGTGTGG
AAGAAGATCT
ATTGAAAGTG
CTGGAAAAAG
TTTGGTGGAA
GTTTCACAAA
TACAAAGCAA
GGAATCGAAG
ACTACTCCAC
GAAGGTGAAA
ATGACACAAT
GATATCAGAT
GCCATGGAGA
TTCTATGCAC
CAGTGGTTCG
TTTGCAAGAT
AGGAACTACT
AGCCATCCAC
ATCACATACG
AAACATAAGC
ACTGATCTAT
CCTATGAAAA

TCCGTAGCAG
AAAGACGCTG
CCACTGTGGT
GAACCGCTTT
TATGGATTTT
AAGGATAATC
GCTGCGGCTG
GAAAAAGAAA
AAATACTTCC
AAACCGATGT
CTGTTTTTCC
CAAGACTGCA
GATGGTCAAG
TGTTATGGTG
GCCGAAACAC
GTTACTGCTT
ATGCAGGATA
ATTTTCAATT
ACATATGTTG
GACCAGCTGA
AAAGCAATCG
GCGGCTTTCT
TAAAGTTCAT
TGGAAGTTTT
TTGTCACTTG
CTTCATCAAA
TATTCGTTTG

GTTTGTTTTT
AATATTGATG

TTTTTGATTG
GTTAAAAAAA

CTGCAGTCGG
CAGAAAAGCC
CGGAACTACT
ATCTACCTGG
AAATATCAAT
CTGTAATACC
TAAAGGAGCA
ATCAACAAAT
TCTACCAGAC
ATGAGCCCAT
ACTGGACCGT
TGAACGGAGA
GGATGTCATC
CAAAGACGGG
ATGCTCTGCA
TCCCTCTGAA
ATTGGGGCCT
CGATGAATAA
GCGACTTGGT
TCACAGAATT
TCCTGATTGA
TTTCCTTCAG
CCAAAGGAGC
ATGCAGTATC
GGGCAGTTTT
CCACAGAGTT

AGTTTAACTC
TGGAGAAAGA
ATCAGGAAGG
ACTTGCATGT
ATCGACAAAA
ATGAGGTTTA
CAACTGACGC
CGGAATATCT
CTACCGAGCC
ATGAAAAAAG
AAATCAACCT
GGAAGAAATA
CAGCAACCGA
TGAAGGAAGG
TCGCCCTAGA
TGAAAGGACT
TCCCAAGTGC
TCCTTATTGA
AGAAAGTGAT
AGAATCTGCA
AACGAGCACA
TCAAGAAAGC
GAAGGAATAT
TACCTACAAA
AATAGTAAAC
TTGTTATCTT
TAGTCTGTTG
TATTGATCGT
AAAAAAAARA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3305
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Informacie pre retazec &. 9:
Vlastnosti retazca:
dizka: 1301 parov béaz
typ: nukleova kyselina
typ retazca: dvojity
topolédgia: linearna
Opis retazca ¢. 9:
GGTTTAATTA CCCAAGTTTG AGATGACAGC AGAGGAGAGT CAGGAGCAGG AGACGCAGCA 60
ACCACGAAAA AATACAGTGC TACGGCTCAC CCCAATCAAG TCTCTCTTTG CTTTGTTAGT 120
GGTAGCTGCT GCCGTCGGCC TCTCAATCGG TCTCACCTAT TACTTTACAA GGAAAGCTTT 180
TGATACTACT GGCGGAAATG GAAAAGGGGA TCAACCTATT GTCGATGATA ATTCCCCATC 240
AGCTGAAGAA TTACGTCTCC CAACAACCAT AAAACCTTTG ACATACGACT TAGTAATCAA 300
AACGTATCTG CCAAACTATG TAAACTATCC ACCTCAGAAA GATTTCGCTA TTGATGGGAC — 360
TGTGGTGATT GCTATGGAAG TTGTGGAGCC AACAAAGTCT ATTGTGCTCA ACTCGAAAAA 420
TATTCCTGTA ATTGCAGACC AGTGCGAACT GTTTTCTAAC AACCAAAAAC TCGACATCGA 480
AAAGGTTGTG GATCAGCCAA GGCTGGAGAA AGTCGAATTC GTTTTGAAGA AAAAGCTGGA 540
GAAGAATCAG AAAATCACGC TCAAGATTGT ATACATTGGC CTTATCAACG ACATGCTTGG 600
AGGACTTTAT CGAACAACCT ACACGGATAA AGATGGTACA ACCAAGATTG CTGCATGCAC — 660
TCATATGGAA CCGACGGACG CCCGTCTTAT GGTCCCCTGT TTCGACGAGC CGACGTTTAA 720
GGCAAACTGG ACTGTGACTG TGATTCATCC GAAGGGCACC AGTGCCGTGT CGAATGGAAT 780
AGAAAAGGGA GAAGGAGAAG TCTCTGGCGA TTGGGTCACA ACCAGATTCG ATCCAACCCC 840
GCGAATGCCT TCGTATTTGA TTGCTCTTGT GATTTCCGAA TTTAAGTACA TTGAAAATTA 900
TACGAAAAGC GGTGTTCGAT TCCGAATATG GGCTCGTCCG GAAGCTATGA AGATGACAGA 960
ATATGCCATG GTAGCTGGAA TCAAATGCTT GGATTACTAT GAGGACTTCT TCGGGATCAA 1020
ATTCCCTCTT CCAAAACAAG ATATGGTTGC TCTTCCTGAC TTCTCATCTG GTGCTATGGA 1080
GAACTGGGGT CTCATCACAT ACAGGGAGGG TTCCGTACTA TACGATGAAA ACCTCTATGG 1140
ACCAATGAAT AAGGAGCGGG TTGCAGAAGT GATTGCACAC GAGCTTGCAC ATCAGTGGTT 1200
CGGTAATTTG GTCACGATGA AGTGGTGGGA TAACCTATGG CTAAACGAAG GATTCGCGTC 1260
ATTCGTAGAA TACATTGGAG CCGACTTCAT CAGCGATGGT C 1301
Informédcie pre retazec ¢. 10:
Vlastnosti retazca:
dizka: 1280 parov baz
typ: nukleova kyselina
typ retazca: dvojity
topolégia: linedrna

Opis retazca ¢. 10:



GGTTTAATTA
CTCACCTATC
TGGTCTTACC
TGACAGTGGT
GAACATAAAA
CTTTCCACCA
TGAGCCTACA
CCGAACTGTTC
TGACAAGCTT
GATCACTTAC
TGATAAGGAC
TCGTATAGCG
TCATCCCAAA
CAAGGGTGAT
GGCTATTATT
CCGTATATGG
CAGATGTCTG
TATGATTGCT
CAGAGAGGAT
TGCTCTCGTA
GTGGTGGGAT
GGACGAAATT

Informédcie pre retazec C.

CCCAAGTTTG
AGCCTACTTT
TATTACTTCA
GGTAAAGAAA
CCAGTCTCGT
GAAAAGAATC
AATAGTATTG
TCAGGTAATC
GAGATTACCC
ACCGGCCTTA
GGAAAAACTA
CCATGCTTTG
GGTACAAAGG
TGGATAACGT
GTTTGTGAAT
TCTCGACCAG
GAGTTCTATG
CTACCTGATT
TCTCTTCTAT
GTTGCACACG
GATACGTGGT
AGCCACAACA

AGATGACGGC
GTACATTATT
CTCGTAAAGC
AGGATAATTC
ACGACTTGAA
TCACATTTGA
TGCTGAACTC
AGAAACTTGA
TCAAAAATCA
TTAGCGACAC
AGATCGTTGC
ACGAACCGAA
CTGCATCGAA
CTAAATTTAA
TTGAATACAT
AGGCGATGGC
AGAGATTCTT
TCACCGCTGG
ACGATGAGAA
AGCTTGCTCA
TGAACGAAGG

Vlastnosti retazca:

dizka:

1293 parov baz

typ: nukleova kyselina

typ retazca:
topolégia:

Opis retazca C.

GGTTTAATTA
CATTGCTGAA
TCGGCCTCTC
AGCCAGGGAA
TACTCCTTCC
CTGGTTATGT
CAATGGTTGT
TACCCCAAGA
AGCACCCAAG
AAATCTTGCT
AGACCACTTA
CCATAGATGC
CCGTTACTGT
GAGATGGAGA
CATCCTACTT
CGGGTGTTCG
TGCAATCTGG
TGAAGAAACA
GCCTCATCAC
ATAAACAGCG
TGGTTACGAT
AATTCACTGG

11

CCCAAGTTTG
TCTAACTCCA
TATTGGTCTC
GGATGATACT
AAGTAATATA
GGACTTCCCA
AATTGAGCCA
ATGTGAACTG
ACTGGAAAAG
CAAGGTCGGC
TACCACCCCG
TCGTCGAATG
CATTCATCCA
GATCAGTGGT
GTTGGCAGTT

.GTTCCGTATA

TATCAAGTGC
AGATATGATT
TTACAGGGAA
AATTGCTCGC
GAAGTGGTGG
AGCTGGTCAG

dvojity
linearna

AGGGTCTCCA
ATCCGTCTTA
ACCTATTACT
GGTGGCAAGG
AAACCATTGT
CCGGAGAAAA
ACAAAGAGTA
GTATCGGGCG
GTTGAGTTTC
TACATCGGTC
GATGGCACCC
GTACCATGCA
AAAGGCACCA
GATTGGATCA
ATGGTTTCAG
TGGTCACGCC
ATAGAATTCT
GCCCTTCCTG
AACTCTTTGT
ATTGTTGCTC
GATAATTTGT
ATAACTCAAG

LN e aT
BN SR MY L S A

68 -

GGAGTGGCAG
TGTATTAGCT
ATTCGATACC
TCCTTCTGCA
CATCAAAACA
TGCCCATGTG
GAAGAAAATC
CATCGAAAGT
GCTGCAAAAA
TCTCGGTGGG
TGTTTCACAA
GTACAAGGCA
CGGCATTGAA
AACTACCCCA
TGAAGGATTT
AATGACGGGA
TGACATCAAA
TGCTATGGAA
AATTTATGCG
TCAGTGGTTC
TTTTGCGACA

11:

TCTAGATGAC
TTGTCGCATT
TTACTCGCAA
ACAAAGACAA
CTTACGACTT
ACCTCACATT
TCGTACTCAA
ATAAAAAACT
TTATCAAAAG
TCATCAGCAA
CTAAGATCGC
TGGATGAACC
AAGCCGTCTC
CATCGAAGTT
AATTTGAATA
CAGAGGCAAA
ACGAAGATTT
ATTTCTCTGC
TGTACGATGA
ATGAGCTTGC
GGTTGAATGA
ATG

AAGCGTCGAA
GCTGCCGTTG
ACACAAAAAG
GAAGAACTAC
TATCTACCGG
GAGATTGCTA
ACTTTGGCAC
GTAAAGATGC
GATCTGAAAA
CTCTACCAGT
AATGAACCAT
ACATGGACTG
GCAAATGGAA
CCGATGTCGT
ACAAAAACAG
TATGCCCTGG
TTCCCTCTGG
AACTGGGGTC
CCGATGAATA
GGCAATCTGG
TTTGTTGAAT

GTCGCAGGGG
ATTTCTAGTA
AGCGTTCGAT
TTCTCCCTCT
GACGATCAAA
CGATGGGCGT
TTCAAAGAAG
CGAAATTGAA
CCAACTGGAA
CAGCCTTGGT
TGCAGTTTCA
GAAATACAAA
GAATGGAATC
CTTGACTACT
CATCGAAGGT
GAAGATGACA
CTTTGATATC
CGGTGCCATG
CAGATTCTAT
TCATCAGTGG
AGGTTTTGCA

TCTTGGGCTT
GACTCTCCAT
AACAGAAGGA
TTCTTCCAAC
GTTACGTGAA
TGGTTGTGGT
AAGGAGGATG
AGGAAAGACT
TCCTGCTCAA
CCATCTACAC

'CAGACGCTCG

TCACCGTCGT
AAGGGGAGCT
CCTATTTATT
GTGTACGGTT
ATGCTGGCAT
AAAAACAAGA
TTATCACTTA
AGCAGCGGGT
TCACATTGAA
ATCTTGGAAT

AGAACGCGGA
GCTGCTGCAG
ACCTCAGAAA
GCGGCGGAAC
ACATATCTAC
GTGGAAATAT
ATCTCTGTAA
AGTGTAAAGG
AAAGATCAAC
GGAATCTACC
CAAAATGAGC
GCAAACTGGA
GAAGTGAACG
CCACGGATGT
GAAACAAAGA
CAATATGCTC
AGATTCCCTC
GAGAATTGGG
GCACCGATGA
TTCGGCGACT
AGATTCACAG

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1280

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1293



Lo

Informacie pre retazec ¢. 12:

Vlastnosti retazca:

dizka:

746 parov baz

typ: nukleova kyselina

typ retazca:
topolégia:

Opis retazca &.

CTTGAAGAAA
GCGACCGACT
CAGGAAGGCG
CAGTTGGAGA
AAGGGACTTC
CATGATGTGT
CTCACAGAGC
CGAGTGATCA
AATCTATACA
AGATCGGAAC
AAAAAATCTA
ATCATCCAAA
TGTCATCGAT

TGAAAAAGCT
GCGCGAAGGT
GTGATGAGGC
AAGACAGTCT
TTATGCTGGC
TTAACATTGT
GATGGGAAGA
AAGCCTGTAC
AAAATGACAA
ACAGAGTCAA
ATTCATAATT
AAGATTAATG
TCAAGTGTCT

dvojity
linearna
12:

TTTTGACAAG
AACTGCTCCT
ATTCGACAAG
ACGTGAAGCA
GTTGGATCGG
ATCCAGAAAT
GATACTTGAA
TCGAGGACTA
.GCGTGCTCGC
ATGGATTGAG
CTGAAATGGC
ATGTTTTTTT
GTATTG

GAGGTCATGA
CTCCGAAAAA
GTGATGGAAC
TTGGGATGTC
AATTCGTCAT
CCTGTTGGAA
AGTTTGTCAA
CGATCCAGGG
GAATACGGTG
AAACATTTCC
TATAACTAGC
ACTAGATAAT

Informacie pre retazec &. 13:

Vlastnosti retazca:

dizka: 1274 parov baz

typ: nukleovéd kyselina

typ retazca:
topolégia:

Opis retazca ¢&.

TCTTGAAGAA
GCAAGCGACC
GGTCCAGGAA
AGTCCAATTG
TCTAAAGGGA
TGCTCATGAT
TTTCCTCACA
TGATCGAGTG
GAAGAATCTA
AGAAAGATCG
CTTCAAAAAA
TCGAATCATC
AATTTGTCAT
GAATTTTTGA
ACCAATCTTT
TTTCATTATT
GTGATTTACT
AGACTTTGTA
GTGATGAACT
TCTTCATGCC
AATGGAATTC
AAAAAAAANA

13:

ATGAAAAAGC
GACTGCGTAA
GGCGGTGATG
GAGAAAGACA
CTTCTTATGC
GTGTTTAACA
GAGCGATGGG
ATCAAAGCCT
TACAAAAATG
GAACACAGAG
TCTAATTCAT
CAAAAAGATT
CGATTCAAGT
TGGAATTATT
GAGAGAAATC
GTAATTTTTG
CGAGTAATTT
GCTCAACTGT
TACCTGAAGT
ATTGTTCTTT
TAATTTTCGT
AARA

dvojity

linearna

TTTTCGACGA
AGGTAACTGC
AGGCATTCGA
GTCTACGTGA
TGGCTTTGGA
TTGTATCCAG
AAGAGATACT
GTACTCGAGG
ACAAGCGTGC
TCAAATGGAT
AATTCTGAAA
AATGATGTTT
GTCTGTATTG
TTCTCCTCAA

TTTTGCAATA
TACTCTTCAA
TATTCTTCTC
TTTCTGCCCT
TGTAGGTTTT
GGACTTTCTC
TTACTTACAT

AGAGGTCATG
TCCTCTCCGA
CAAGGTGATG
AGCATTGGGA
TCGGAATTCG
AAATCCTGTT
TGAAAGTTTG
ACTACGATCC
TCGCGAATAC
TGAGAAACAT
TGGCTATAAC
TTTTACTAGA
CAGCCACATT
AATAGACACT
TACCCTAAAT
ATGACGTATT
AATTGCAGTG
GCTGTCTTCT
AAGAAAGAAA
ATGCTTCACA
AAAAATCACT

AATGTCAACC
CTGTTTACTG
TATATAATGC
ATAAAGACGT
TTGTGCGTCT
ACGAACTGCT
TACGACACAG
AACAAGTACA
CATTTGGTGG
GAAAACTAGC
ACACTGGATA
ATGGAGATAT

AAAAAATGTA
AAAACTGTTT
GAACTATATA
TGTCATAAAG
TCATTTGTGC
GGAAACGAAC
TCAATACGAC
AGGGAACAAG
GGTGCATTTG
TTCCGAAMAC
TAGCACACTG
TAATATGGAG
ACATATCTCG
ATGCGCTAAC
AGCCCTTGGG
TCCAACATGA
CCTTATTGTT
TCTCTTTATC
TAACTATTTT
TTGTAGAGAT
TATTGCCTAA

TGGTCAGCAA
CTATGGGGTC
GGAACAAGTC
TACTGCTCTA
TCAAGATGCT
GTTCAATTTC
ATCAGTTGAT
ACAGTTGAAG
GGCAATAGAA
AGCTTTCTTC
GTTGTCTCGA
TCTGTAAATT

GACCTGGTCA
ACTGCTATGG
ATGCGGAACA
ACGTTACTGC
GTCTTCAAGA
TGCTGTTCAA
ACAGATCAGT
TACAACAGTT
GTGGGGCAAT
TAGCAGCTTT
GATAGTTGTC
ATATTCTGTA
ATGGTTCTGT
TCCCATTATT
AACTAGCTTT.
CACATTCTCA
ATTCGCTTTG
TACTACTTCA
CCATAACTCA
ATTTACTAAA
AAAAAAAAAA

60

120
180
240
3a0
360
420
480
540
600
660
720
746

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1274



AP'Y

Informacie pre retazec &.

Vlastnosti retazca:

dizka:

typ:

typ retazca:

topolégia:

3296 parov baz
nukleova kyselina
dvojity

linearna

Opis retazca C. 14:

GCTGAATCTA
CCTCTCTATT
AGGGAAGGAT
TCTTCCAACC
TTATGTGAAC
GGTTGTAATT
CCAAGAATGT
CCCAAGACTG
CTTGCTCAAG
CACTTACACC
AGATGCTCGT
TACTGTCATT
TGGAGAGATC
CTACTTGTTG
TGTCCGGTTC
TTATGGTATC
AAAACAAGAT
TATCACTTAC
ACAGCGAATT
TACAATGAAG
CATTGGAGCT
TGTACTTGAA
AATCGACAAA
TTCTGTTCTT
GCAGTACCTC
CGATGAAGTT
TGCAAGTCAG
GACTACTTTG
GAAGTACCGT
CGATAAGAAG
TAGTAATCCT
TCATGACGCT
TAGTCCTCGG
AATTGAGTAT

ACCGTTGGAA -

GGAAGCAAAG
CAGTATCGAG
CCAAAAGGAT
TAAAAAACTT
ATGCGTGAGA
CGGTGATTAT
AAAAGACTTC
TCTCTTGCGG
TTTCAACGAT
GAGATGGCCA
ACCAGCCTGC
GAAARAATGGC
AAATAGGGTG
CACCTTGTAG
GTGGGAACTG
TTTTTACCAT
AGTATTAGGA
CCCTCTTCCT
CACTTTCTCC
TTGTATAGAT

ACTCCAATCC
GGTCTCACCT
GATACTGGTG
AATATAAAAC
TTCCCACCGG
GAGCCAACAA
GAACTGGTAT
GAAAAGGTCG
GTCGGCTATA
ACCCCGAATG
CGAATGGTAC
CATCCAAAAG
AGTGGTGATT
GCAGTTATGG
CGCATATGGT
AAATGCATAG
ATGATCGCCC
AGGGAAAACT
GCTCGCATTG
TGGTGGGATA
GGTCAGATAA
CGCGCTTTGA
GCTGCAGARLG
ACTATGTTCA
AAGAAGTTCT
GTCACTGACG
TGGACGACTC
AAATTAACGC
CATCCGAAAT
GAGATAAAGC
GGTGCTCCAT
AATGGTTGGA
ACAAGGAATG
GAGACTGTTT
ATAGCAATGT
CCAGCTCAAG
TTCATTACCA

GTCGTTGATA:

TTCGATGACG
ATCGCCGCTC
GCTTTCGACA
CTACGCCTAG
GCTCTGGACA
GTAGCAGCAA
GATATCATTG
ACTTCAGGAA
ATAAATGCTC
GATTGGATTA
TTTGAATTAC
ACTGTGTGTT
TTGCCTTCCA
CCCAGTGATC
ACCTGAATTC
TCGATAGCTT
TAGTTATCTG

GTCTAATTTT
ATTACTTTAC
GCAAGGGCAA
CATTGTCTTA
AGAAGAATCT
AGAGTATCGT
CGGGCGATAA
AGTTTCTTCT
TCGGCCTCAT
GCACCCCTAA
CATGCATGGA
GCACCAAAGC
GGATCACATC
TTTCAGAATT
CACGCCCAGA
AGTTCTACGA
TTCCTGATTT
CTTTGTTGTA
TTGCTCATGA
ATCTGTGGTT
CTAAAGATGA
AAGCTGATTC
TTGAAGAAGC
GAGCCTTGAT
CGTATAGCAA
TCGAAGGTCC
AGATGGGCTT
AAAGTCGATA
ACGGATTTAA
GAACATGGCT
TTGTGGTGAA
AAAAGATAAT
TCATCATTAG
TTGAACTTCT
CCGGGATCTC
TGTACATGAT
ATAACTACAG
TGTTCTGCGC
AAGTCATGGC
CTCTCCGATC
AGGTGATGGA
CATTAGGATG
GGAATTCGTC
ATCCTATTGG
AAAGTATAGG
TCCGCTCACA
GTCAATTTGG
AAAAACATTT
GTCGCCATTA
GGTTACTGTT
TGAGGGGTCA
AATATTACTT
AGAAATTTGT
TTTGTTTCTT
ATAAATATTG

70 -

14:

TGCATTATTT
TCGCAAAGCG
AGACAATTCT
CGATTTGACG
CACATTCGAT
GCTCAATTCA
AAAACACGAA
TAAGAACCAA
CAGCAACAGT
GATCGCTGCA
CGAACCGAAA
CGTCTCGAAT
GAAGTTCTTG
TGAATACATT
GGCCAAGAAG
AGATTTCTTT
CTCAGCAGGA
CGATGACAGA
GCTTGCCCAT
GAATGAAGGT
CGCCAGAATG
GGTAGCGTCA
CTTTGATGAT
TGGAGAAGAA
TGCAGAAGCG
AGACGGCAAA
CCCAGTTATT
TAAGGCGAAT
ATGGGATATT

GAGAAGAGAT

CGCAGACCGC
CAAGCAGCTC
CGATGCGTTT
GAAATATGCC
TTCGATTTTG
GAACATATTG
AAACGACACG
CCTTCGATCG
GAAATGCAGG
AAGTGTTTAT
GCTTTATACG

- TCACAAAGAT

ATTCGTACGT
CGAAGAATTC
AACGAAGCAC
ACAGCAGATT
TGCATTCGAT
CCAAAAATTA
ATCCAGATCT
CCACTGAATG
TTGTTGTCAC
TTGCTTCATC
TCATATTCGT
TTTCTTTTGA
ATGCCTAAAA

CTAGTAGCTG
TTCGATACCT
CCCTCTGCGG
ATCAAAACAT
GGGCGTGTGG
AAGAAGATCT
ATTGAAAGTG
CTGGAAAAAG
CTTGGAGGAA
GTTTCACAAA
TACAAAGCAA
GGAATCGAAG
ACTACTCCAC
GAAGGTGAAA
ATGACAAARC
GATATCAAAT
GCCATGGAGA
TTCTATGCAC
CAGTGGTTTG
TTTGCAAGAT
AGGAACTACT
AGCCATCCAC
ATCACATACG
AAACATAAGC
ACTGATCTAT
CCTATGAAAA
TCCGTAGCAG
AAAGACGCTG
CCATTGTGGT
GAACCGCTTT
TATGGATTTT
AAGGACAATC
GCTGCAGCCG
GAAAAAGAAA
AAGTACTTCG
AAGCCGATGT
CTGTTTTTCC
CAAGACTGCA
GATGGTCAAG
TGTTATGGTG
GCCGAAACAC
GTTACTGCTT
ATGCAGGATA
ATTTTCAATT
ACATATGTTG
GACCAGCTGA
AAAGCAATCG
GCGGCTTTCT
TAAAGCTCGC
GAAGTTTTTA
TTGAATAGTA
AAATTGTTAC
TTGTAGTCTG
TTGTATTGAT
AAAAANAAAA

CTGCAGTCGG
CAGARAAGCC
CGGAACTACT
ATCTACCTGG
AAATATCAAT
CTGTGATACC
TAAAGGAGCA
ATCAACAAAT
TCTACCAGAC
ATGAGCCCAT
ACTGGACCGT
TGAACGGAGA
GGATGTCATC
CAAGGACGGG
TTGCTTTGGA
TCCCTCTGAA
ACTGGGGTCT
CGATGAATAA
GGGACTTGGT
TCACGGAATT
TTCTGATTGA
TTTCCTTCAG
CCAAAGGAGC
ATGCAGTATC
GGGCAGTTTT
CCACGGAATT
AGTTTAACTC
TGGAGAAAGA
ATCAGGAAGG
ACTTGCATGT
ATCGACAAAA
ATGAGGTTTA
CAACTGACGC
CGGAATACCT
GTACCGAGCC
ATGAAAAAAG
AAATCAACCT
GGCAGAAATA
CAGCAACCGA
TGAAGGAAGG
TTGCCCTAGA
TGAAAGGACT
TCCCAAGTGC
TCCTCATTGA
AGAAAGTGAT
AGAATCTGCA
AACGAGCACA
TCAAGAAAGC
TAAGGAATAT
CCCACAAAAA
AACAAAGCTC
CTTCTCTATA
TTGCTCAGAA
CGTTTTACAA
AAAAAN

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3296



Informacie pre retazec ¢. 15:

Vliastnosti retazca:
dizka: 3319 parov béz

typ:

typ retazca:
topolégia:

Opis retazca ¢.

GCTGAATCTA
CCTCTCTATT
AGGGAAAGAT
TCTTCCAACC
TTATGTGAAC
GGTTGTCATT
CCCTGAATGT
CCCAAGACTG
CTTGCTCAAG
CACTTACACA
AGATGCTCGT
TACTGTCATT
TGGAGAGATC
CTACTTGTTG
TGTTCGGTTC
TTATGGTATC
GAAACAAGAT
TATCACTTAC
ACAGCGAATT
TACGATGAAG
CATTGGAGCT
TGTACTTGAA
AATCGACAAA
TTCTGTTCTT

-GCAGTATCTC
CGATGAAGTT
CGCAAGTCAG
GACTACTCTG
GAAATACCGT
CGATAAGAAG
GAGTGATCCT
CCACGACACT
CAGTCCCCGG
GATTGAGTAC
ACCGTTGGAA
CGAGGCAAAG
CGATATCGAC
CCAAAAAGAT
TAAAAAACTT
ATGCGTGAAA
CGGTGATTAT
AAAAGACTTC
TCTCCTGCGG
TTTCAACGAT
GAGATGGCCA
ACCAGCTTGC
GAAAAATGGC
AAATAGGGTG
CACCTTGTAA
GTGGGAACTG
TTTTTACCAT
AGTATTGGAC
CCTCCTCCTA
ACTTTCTCTT
TGTATAGATT
AAAAAAAAAA

ACTCCAATCC
GGTCTCACCT
GATACTGGTG
AACATAAAAC
TTCCCACCGG
GAGCCAACAA
GAACTGGTAT
GAAAAGGTTG
GTTGCCTACA
ACCCCGGATG
CGGATGGTGC
CATCCAAAAG
AGTGGTGATT
GCAGTTATGG
CGTATATGGT
AAATGCATAG
ATGATCGCCC
AGGGAAAACC
GCTCGCATTG
TGGTGGGATA
GGTAAGATAA
CGCGCGTTGA
GCTGCAGAAG
ACGATGCTGA
AAGAAGTTCT
GTCACTGATG
TGGACAACTC
AAACTAACGC
CATCCGAAAT
GAGGTAAAGC
GGCGCTCCAT
AATGGTTGGA
ACAAGGAATG
GAGACTGTAT
ATAGCAATGT
CCAGCTCAAA
TTCATTGCCA
GTCATTGATA
TTCGATGACA
ATCGCCGCTC
GCTTTCGACA
CTACGCCTAG
GCTCTGGACA
GTAGCAGCAA
GATATCGTTG
ACTTCAGGAA
ATAAACGCTC
GATTGGATTA
TTCGTATTAC
ACTGTCTGTT
TTGCCTTCCG
CCAGTGATCA
CCTGAATTCA
CGATAGCTTT
AGTTATCTGA
AAAAALAAN

nukleova kyselina
dvojity
linearna
15:

GTCTAATTTT
ATTACTTTAC
GTAAAGACAA
CATTGTCTTA
AGAAGAATCT
AGAGTATCGT
CGGGCGGTAA
AGTTTCTTCT
TCGGCCTCAT
GCACCCCCAA
CATGCATGGA
GTACAAAAGC
GGATTACGTC
TATCAGAATT
CACGCCCAGA
AGTTCTACGA
TTCCTGATTT
CTTTGTTGTA
TTGCTCATGA
ATCTGTGGTT
CTGAAGATGA
AAGCTGATTC
TTGAAGAAGC
GAGCGTTGAT
CGTATAGCAA
TCGAGGGTCC
AGATGGGCTT.
AAAGTCGATA
ACGGATTCAA
GAGCATGGTT
TTGTGGTGAA
AAAAGATAAT
CCATCATTAG
TCGAACTTCT
CTGGAATCTC

CATACATGAT

AAAACTACAA
TGTTCTGCGC
AAGTCATGGC
CTCTCCGATC
AGGTGATGGA
CATTAGGATG
GGAATTCGTC
ATCCTATTGG
AAAGTATAGG
TCCGCTCACA
GTCAATTTGG
AAAAACATTT
ATCACCATGA
CCTTACTGTT
TGAGGGGTCA
ATATTACTTT
CACATTTCTT
TTCTTTGTTT
TAATATTGCA

TGCATTATTT
TCGCAAAGCG
AGATAATTCT
CGATTTGACA
CACATTTGAT
GCTCAATTCA
AAAACTCGAA
TAAGAACCAA
CAGCAACAGC
GATCGCTACA
TGAACCGAAA
CGTCTCGAAT
GAAGTTCTTG
TGAATTTATC
GGCCAAGAAG
AGATTTCTTT
CTCAGCAGGA
CGATGACAGA
GCTTGCCCAT
GAATGAAGGT
CGCCAGAATG
CGTAGCGTCA
GTTTGATGAT
CGGAGAAGAA
TGCAGAAGCG
AGACGGCAAA
TCCAGTAATT
TAAGGCGAAT
GTGGGATATT
AAGAAGAGGT
TGCGGACCGC
CAAGCAGCTC
CGATGCGTTT
GAAATATGCC
TTCGATTTTG
GAACATATTG
GGACGACAAG
CCTTGSATCG
GAAATGCAGG
AAGTGTTTAT
GCTTTATACG
TCACAAAGAT
GTTCGTACGA
CGAAGAATTC
AACGAAACAC
ACAACAGATT
TGCATTCGAT
CCAAAAATTA
ATCCAGATCT
CCACTGAATG
TTGTTGTCAC
CGCTTCATCG
CATATTTGTT
TTCTTTTGAT
TCCCTAAGCGA

CTAGTAGCCG
TTCGATACCT
CCCTCTGCGG
ATCAAAACAT
GGGCGTGTCG
AAGAAGATCT
ATCGAAAATG
CTGGAAAAAG
CTTGGCGGAA
GTGTCACAARA
TACAAAGCGA
GGCATCGAAA
ACTACTCCGA
GAGGGTAAAA
ATGACAAAAC
GATATCAGAT
GCCATGGAGA
TTCTATGCAC
CAGTGGTTTG
TTTGCAAGAT
AGGAACTACT
AGCCATCCAC
ATCACATACG
AAACATAAGC
ACTGATCTAT
CCTATGAAAA
TCTGTGGCAG
AAGGACGCTG
CCATTGTGGT
GAACCGCTTT
TATGGATTTT
AAGGATAATC
GCTGCGGCTG
GAAAAAGAAA
AAGTACTTCG
AAGCCGATGT
CTGTTTTTCC
CAAGACTCGCA
GATGGCCAAG
TGTTATGGTG
GCCGAAACAC
GTTACCGCTT
ATGCAGGATA
ATTTTCAATT
ACATATGTTG
GACCAGCTGA
AAAGCGATCG
GCGGCTTTCT
TAAAACTCAC
GAAGTTTTTA
TTGAATAGTA
AATTGTTACC
TGTAGTCTGT
TGTATTGATC
AAAAAAALNA

CTGCAGTCGG
CAGAAAAGCC
CGGAACTACT
ATCTACCTGG
AAATTTCAAC
CAGTAATACC
TAAAGGATCA
ATCAACAAAT
TCTACCAGAC
ATGAGCCCAT
ATTGGACCGT
CGAACGGAGA
GGATGTCATC
CAAAGACAGA
TTGCTTTGGA
TCCCCTTAAA
ACTGGGGTCT
CGATGAATAA
GCGACTTGGT
TCACAGAATT
TCCTGATTGA
TTTCCTTCAG
CCAAAGGAGC
ATGCGGTATC
GGGCAGTTTT
CCACGGAATT
AGTTTAACTC
TTGAGAAAGA
ATCAGGAAGG
ACTTGCATGT
ACCGACAAAA
ATGAGGTTTA
CAACTGACGC
CGGAATACCT
GTACCGAGCC
ATGAGAAAAG
AAATCAACCT
GGAAGAAATA
CAGCAACCGA
TGAAGGAAGG
TCGCCCTAGA
TGAAAGGACT
TCCCAAGTGC
TCCTTATTGA
AAAAAGTGAT
AGAATCTGCA
AACGAGCACA
TCAAGAAAGC
TAAGGAATGT
CCCATAAAAA
AACAAAGCTC
TTCTCTATAC
TGCTCAGAAC
GTTTTACAAT
AAAAARNAAAN

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
720
780

840

900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2280
2v40
3000
3.6 0
3120
3180
3240
3300
1319
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Informdcie pre retazec ¢. 16:
Vlastnosti retazca:
diZka: 30 aminokyselin
typ: peptid

Opis retazca ¢. 16:

Asp Asn Ser Pro Ser Ala Glu Glu Leu Leu Leu Pro Thr Asn Ile

1 5 10 15
Lys Pro Val Ser Tyr Asp Leu Lys Ile Ala Thr Tyr Leu Pro Gly
20 25 30

Informacie pre retazec ¢. 17:
Vlastnosti retazca:
dizka: 15 aminokysélin
typ: peptid
Opis retazca ¢. 17:

Leu Tyr Leu Ala Glu Asp Val Gin Leu Xaa Lys Gly Ile Leu Phe
1 5 10 ‘ 15

Informacie pre retazec &. 18:
Vlastnosti retazca:
dizka: 15 aminokyselin
typ: peptid
Opis retazca ¢. 18:

Leu Ala Tyr Asp Glu Lys Ser Tyr Ala Pro Asp Asn Lys Gln Tyr
1 : ) 10 . 15

Informédcie pre retazec ¢. 19:
Vlastnosti retazca:
dizka: 3084 parov baz
typ: nukleova kyselina
typ retazca: dvojity
topolégia: linearna

Opis retazca &. 19:



‘.

GGTTTAATTA
ACCACGAAAA
GGTAGCTGCT
TGATACTACT
AGCTGAAGAA
AACGTATCTG
TGTGGTGATT
TATTCCTGTA
AAAGGTTGTG
GAAGAATCAG
AGGACTTTAT
TCATATGGAA
GGCAAACTGG
AGAAAAGGGA
GCGAATGCCT
TACGAAAAGC
ATATGCCATG
ATTCCCACTT
GAACTGGGGT
ACCAATGAAT
CGGTAATTTG
ATTCGTGGAA
CTTCCTGCTG
GCTTTCCTTC
CCGTAAAGGA
GCAGTCTGTT
ATGGGCAGCA
AATGTCCGAG
GTCGGTTAAC
AAAGGAACCA
GTATCAGGAA
TTTCCATGTA
CCGATCAAAC
TAAGGTCTAT
AGTTGAGGAA
GGATTACTTA
CAGCGAACCC
TGACAAGAGT
AAATAATCTC
TGAAGAAATG
GACCGACTGC
GGAAGGCGGT
GTTGGAGAAA
GGGACTTCTT
TGATGTGTTT
CACAGAGCGA
AGTGATCAAA
TCTATACAAA
ATCGGAACAC
AAAATCTAAT
CATCCAAAAA
TCATCGATTC

CCCAAGTTTG
AATACAGTGC
GCCGTCGGCC
GGCGGAAATG
TTACGTCTCC
CCAAACTATG
GCTATGGAAG
ATTGCAGACC
GATCAGCCAA
AAAATCACGC
CGAACAACCT
CCGACGGACG
ACTGTGACTG
GAAGGAGAAG
TCGTATTTGA
GGTGTTCGAT
ATAGCTGGAA
CCAAAACAAG
CTCATCACAT
AAGGAGCGGG
GTCACGATGA
TACATCGGAG
GCACCGTACA
AGAATAGATA
GCATCCGTTC
TCGCGTTACC
TTCGACGAAA
TTTGCGCCAC
GCAACGACTT
GAGAAGTACC
GATGAACAGC
AGCAATTCTG
TATGACGCTA
GGTCCACGAA
ATGAATTACG
CCATGGAAGG
GAATCTCAAT
AGCATCAAGT
CAAATAGCTG
AARAAGCTTT
GTAAAGGTAA
GATGAGGCAT
GACAGTCTAC
ATGCTGGCTT
AACATTGTAT
TGGGAAGAGA
GCCTGTACTC
AATGACAAGC
AGAGTCAAAT
TCATAATTCT
GATTAATGAT
AAGTGTCTGT

AGATGACAGC
TACGGCTCAC
TCTCAATCGG
GAAAAGGGGA
CAACAACCAT
TAAACTATCC
TTGTGGAGCC
AGTGCGAACT
GGCTGGAGAA
TCAAGATTGT
ACACGGATAA
CCCGTCTTAT
TGATTCATCC
TCTCTGGCGA
TTGCTCTTGT
TCCGAATTCC
TCAAATGTTT
ATATGGTTGC
ACAGGGAGGG
TTGCAGAAGT
AGTGGTGGGA
CCGACTTCAT
CAAGTGGTAT
AGGCTGCAGA
TTCAAATGCT
TCAAGAAGTT
CCGTCCAAGG
AATGGACAAC
TGAAAGTCAC
GTCATCCAAC
AAGTGAAAAG
ATTCGTCAGT
ACGGTTGGAG
CAAGAAACGC
AGACCGTATT
AGGCAATATC
GGGCTTCGGA
TTATAGCGGA
TTATTGACAC
TTGACAAGGA
CTGCTCCTCT
TCGACAAGGT
GTGAAGCATT
TGGATCGGAA

.CCAGAAATCC

TACTTGAAAG
GAGGACTACG
GTGCTCGCGA
GGATTGAGAA
GAAATGGCTA
GTTTTTTTAC
ATTG

73 -

AGAGGAGAGT
CCCAATCAAG
TCTCACCTAT
TCAACCTATT
AAAACCTTTG
ACCTGAGAAA
AACAAAGTCT
GTTTTCTAAC
AGTCGAATTC
ATACATTGGC
AGATGGTACA
GGTCCCCTGT
GAAGGGCACC
TTGGGTCACA
GATTTCCGAA
GGCTCGTCCG
GGATTACTAT
TCTTCCTGAC
TTCCGTGCTC
GATCGCGCAC
TAACCTATGG
CAGCGATGGT
TACGGCTGAT
TGTATCAGAA

ATTGAATTTA

TTCATATGAT
TATAACCGGA
TCAGATGGGG
CCAAAAACGA
TTATGGGTTC
AACTTGGTTA
TGTGGTGAAT
GAACATTATG
TCTCATAAGT
TGAAATGCTC
AGGATTCAAT
ATACATGCGA
GAACTACAAA
ATACTGTGGT
GGTCATGAAA
CCGAAAAACT
GATGGAACTA
GGGATGCCAT
TTCGTCATTT
TGTTGGAAAC
TTTGTCAATA
ATCCAGGGAA
ATACGGTGCA
ACATTTCCGA
TAACTAGCAC
TAGATAATAT

Informacie pre retazec ¢. 20:

dizka:
typ:

typ retazca:

topolégia:

Vlastnosti retazca:

3358 parov baz

Opis retazca ¢. 20:

nukleova kyselina
dvojity

linearna

CAGGAGCAGG
TCTCTCTTTG
TACTTTACAA
GTCGATGATA
ACATACGACT
GATTTCGCTA
ATTGTGCTCA
AACCAAAANC
GTTTTGAAGA
CTTATCAACG

-ACCAAGATTG

TTCGACGAGC
AGTGCCGTGT
ACCAGATTCG
TTTAAGTACA
GAAGCTATGA
GAGGACTTCT
TTCTCATCTG
TACGATGAAA
GAACTTGCAC
CTGAACGAAG
CTATGGGAAA
GCAGTAGCTT
GCGTTCGATG
GTTGGGGACG
AATGCGGCTG
CCTAATGGTG
TTCCCTGTTC
TACAGGCAGA
AAATGGGATG
AAAAGAGAGG
GCCGAACGTC

AGAAGACTCA

GATGCGTTTG
AAATACACCG
ACAATTTTGG
AAACTGATGA
AAAGATTCGC
CTTGGAGGCA
TGTCAACCTG
GTTTACTGCT
TATAATGCGS
AAAGACGTTA
GTGCGTCTTC
GAACTGCTGT
CGACACAGAT
CAAGTACAAC
TTTGGTGGGG
AAACTAGCAG
ACTGGATAGT
GGAGATATTC

AGACGCAGCA
CTTTGTTAGT
GGAAAGCTTT
ATTCCCCATC
TAGTAATCAA
TTGATGGGAC
ACTCGAAAAA
TCGACATCGA
AAAAGCTGGA
ACATGCTTGG
CTGCATGCAC
CGACGTTTAA
CGAATGGAAT
ATCCAACCCC
TTGAAAATTA
AGATGACAGA
TCGGGATCAA
GTGCTATGGA
ACCTCTACGG
ATCAGTGGTT
GATTCGCGTC
TGAAAGATTT
CAAGCCATCC
ATATCACATA
AAAATTTCAA
CTGAAGATTT
GACCATTGARA
TTACTGTCGA
ACAAGGATGC
TTCCTCTGTG
AACCGCTCTA
GTGCTTTTTG
AGCAGAATCA
CAGCAGCTGC
TGAAAGAAGA
ACTTTTTCGG
AGCCAATTTA
TTTTCTTCAA
AAGAATGTCT
GTCAGCAAGC
ATGGGGTCCA
AACAAGTGCA
CAGCTCTAAA
AAGATGCTCA
TCAATTTCCT
CAGTTGATCG
AGTTGAAGAA
CAATAGAAAG
CTTTCTTCAA
TGTCTCGAAT
TGTAAATTTG

60
120
"180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3084



GGTTTAATTA
CTCACCTATC
TGGTCTTACC
TGACAGTGGT
GAACATAAAA
CTTTCCACCA
TGAGCCTACA
CGAACTGTTC
TGACAAGCTT
GATCACTTAC

. TGATAAGGAC

TCGTATAGCG
TCATCCCAAA
CAAGGGTGAT
GGCTATTATT
CCGTATATGG
CAGATGCCTG
TATGATTGCT
TAGAGAGGAT
TGCTCTCGTA
GTGGTGGGAT
GGACGAAATT
" TCGCGGAATG
AGCGGCAGAA
CACTATGCTA
CAAGAAGTTC
TGTCAAAGGT
GTGGACGTAT
AAAGGTTACG
TAATCCAAAA
AGAGGTGAAG
GGATACATCC
CAACGGTTGG
GACAAGGAAC
TGAAACTGTA
GGAAGCTCTG
ACCAGCTAGA
TTACATCGTC
TATCATTGAT
CTTCTACGAT
GGTTTCCGCT
AGCTTTTGAA
CCTGTTCAAA
AGCCCTGGAC
TGTATCTGAA
GGAAATCACT
TTGCACAGGA
TGCGCAGGCT
TGCCTGGATC
GCTTTTCACA
CTCAGTTTCA
TAAGTACCTT
GAACGTTATG
CACTTGCATT
TCCGATCACC
CTCTTTCCAT

CCCAAGTTTG
AGCCTACTTT
TATTACTTCA
GGTAAAGAAA
CCAGTCTCGT
GAAAAGAATC
AATAGTATTG
TCAGGTAATC
GAGATTACCC
ACCGGCCTTA
GGAAAAACTA
CCATGCTTTG
GGTACAAAGG
TGGATAACGT
GTTTGTGAAT
TCTCGACCAG
GAGTTCTATG
CTTCCTGATT
TCTCTCCTAT
GTTGCTCACG
GATACGTGGT
AGCCACAACA
AGAGCTGACT
GTTGCCGAAG
CGGGCTTTGA
TCCTACAGCA
GTTAAGGGTC
CAGATGGGTT
CAGAGCCGGT
TACGGGTTCA
CGAACATGGC
CTTGTGGTGA
AAAAAGATAA
GCTATCATAA
TTCGAACTAC
TCCGGCATGT
GCTTACATGA
AAGAATTATT
GCATATTGTT
GAGGTTATGC
CCTCTTCGAG
AAGGTGATGG
GCCTTGGCAT
CGTAAATCGT
AACCCTGTGG
GCGAGCTTGG
ATTCGCTCCC
AAGAAGTTCG
AAGAAACATT
CTGAGCTCCA
CATTTTCCGT
TCATTCACAG
ATCCGGTGACT
TrAGACCCAC
TCCACCGCTG
CGCCGGTTCT

FGATGACGGC
GTACATTATT
CTCGTAAAGC
AGGATAATTC
ACGACTTGAA
TCACATTTGA
TGCTGAACTC
AGAAACTTGA
TCAAAAATCA
TTAGCGACAC
AGATCGTTGC
ACGAACCGAA
CTGCATCGAA
CTAAATTTAA
TTGAATACAT
AGGCGAAACG
AGAAGTTCTT
TCACCGCTGG
ACGATGAAARA
AGCTTGCTCA
TGAACGAAGG
ATTTCAGAAC
CGGCAGCATC
CCTTTGACGA
TTGGAGAGGA
ATGCACAAGC
CTGACGGCAA
ATCCTGTGGT
ACAAGACAAA
AGTGGGATGT
TAAAAAGAGA
ACGCTGATCG
TCAAGCAGCT
GCGATGCATT
TTGAATATGC
TCGCAGTTTT
TGAGCATATT
TGGATGATAC
CCCTTGGATC
CCAAGTGTAA
CCAATGTTTA
GGCTGTATCT
GCCACAAAGA
CGTTTGTGCG
GCGAAGAATT
AAACAGAACA
FACAACAAAT
GCTCATTCAC
TTCACAGATT
ATTTTAACGT
TTGAATGCCA
TCGATTACTGA
TTCAATTTAT
CATTTACCAG
ACAANTGCCCA
TTCTCAATTC

Informdcie pre retazec C.

Vlastnosti retazca:

dizka:

typ:

nukleova kyselina

typ retazca:

topolégia:

Opis retazca ¢C.

3369 parov baz

dvojity
linearna

21:

R T

- 74 -

GGAGTGGCAG
TGTATTAGCT
ATTCGATACC
TCCTTCTGCA
CATCAAAACA
TGCCCATGTG
GAAGAAAATC
CATCGAAAGT
GCTGCAAARA
TCTCGGTGGG
TGTTTCACAA
GTACAAGGCA
CGGCATTGAA
AACTACCCCA
TGAAGGATTT
AATGACGGCA
TGACATAAAA
TGCCATGGAA
AATTTATGCA
TCAGTGGTTC
TTTTGCAACA
GCAAGATTTC
GAGCCATCCG
TATTTCATAC
CAATTACAGG
AGCCGATCTG
CGTCATGAAA
TAAAGTAGAA
TAAAGACGCC
TCCCCTATGG
TGAACCGCTG
ACATGGATTT
CAAGAAAGAT
TGCTGCAGCT
CAAAAATGAA
AAAGTTCTTC
AGAACCGATG
GTTATTCACA
AAAGGACTGT
GGCCGGGGAA
CTGTTATGGT
AGCAGAAGAT
TGTTACAGCT
TCTTCAGGAT
CATGTTCAAT
CAGAGCAGTT
AGATCAGCTG
CCAGGAAATC
ATCGGAATTC
CTTCAAACTA
TCCATTCCAA
ATTTCGAATA
AGAGCTCACT
CCTAGAATCT
GATTTCTTTT
CTTATCTCAT

21:

AAGCGTCGAA
GCTGCCGTTG
ACACAAAAAG
GAAGAACTAC
TATCTACCGG
GAGATTGCTA
ACTTTGGCAC
GTAAAGATGC
GATCTGAAAA
CTCTACCAGT
AATGAACCAT
ACATGGACTG
GCAAATGGAA
CCGATGTCGT
ACAAAAACGG
TACGCTTTGG
TTCCCTCTGG
AACTGGGGCC
CCGATGAATA
GGCAATCTGG
TTTGTTGAGT
TTCTTGCTCG
CTTTCGTTTA
GCCAAGGGAG
AATGCTGTTG
TGGAACGTCT
ATCGACCAAT
GAATTTAATG
TTGGAACCAG
TATCAGGAAG
TACTTGAACG
TATCGACAAA
CACAAGGTCT
ACGATTGACG
GAGGAATTCT
GGTAATGAGC
TATAATAAGA
AAAATTAATA
ATAAAGCAAT
GCAGCAACCA
GTACAGGAAG
GTTCAACTGG
CTAAAAGAAC
GTCCCTACCG
TTCCTAATGO
GATAAAGTGG
AAGAATCTAC
GAAAAAGGAG
TTCAAGAGAG
GGAGACAGTT
TACAACCAAT
TATCATGAAG
CTCCATTTTG
TTCCCCAATA
TTTGTCTGCT
AARTATTCAC

TCTTGGGCTT
GACTCTCCAT
AACAGAAGGA
TTCTTCCAAC
GTTACGTGAA
TGGTTGTGGT
AAGGAGGATG
AGGAAAGACT
TCCTGCTCAA
CCATCTACAC
CAGACGCTCG
TCACCGTCGT
AAGGGGAGCT
CCTATTTATT
GTGTTCGGTT
ATGCTGGCAT
AAAAACAAGA
TTATCACTTA
AACAGCGGGT
TCACACTGAA
ATCTTGGAAT
ATGGAATGGA
GGATTGACAA
CGTCAGTTCT
TGCAATACCT
TCAATGAAGT
TTACCGATCA
CGACCGCCCT
AGAAATATCG
GCAATAGCAA
TCAACAATCG
ACTATGATGC
TCGGTCCAAG
CAATCGACTA
TGCCTTGGAA
CGGAGACAAA
GCAGCATTGA
CTCAAAAGGA
ATAAGGATAT
AATGCGTTAA
GTGGTGAAGA
AGAAGGGTAT
TTCTTTTGCG
CTTTCCGTGC
AGAGATGGGA
TCGGCGCTTG
AGAAGAACAA
AACATAAAAT
CAAGATCATA
TTGCTGAAAA
AXTACCATTT
CTTGTATCTT
TAGCTGTGAT
CATTCCAAAC
ATCCATCTAA
CTTCGTGT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3358



.

GGTTTAATTA
CATTGCTGAA
TCGGCCTCTC
AGCCAGGGAA
TACTCCTTCC
CTGGTTATGT
CAATGGTTGT
TACCCCAAGA
AGCACCCAAG
AAATCTTGCT
AGACCACTTA
CCATAGATGC
CCGTTACTGT
GAGATGGAGA
CATCCTACTT
CGGGTGTTCG
TGCAATCTGG
TGAAGAAACA
GCCTCATCAC
ATAAACAGCG
TGGTTACGAT
AATTTATTGG
TTGATGTACT
TCAGAATCGA
GAGCTTCTGT
TATCGCAGTA
TTTTTGATGA
AGTTTGCAAG
ACTCGACTAC
AAGAGAAGTA
AAGGCGATAA
ATGTTAGTGA
AAAATCATGA
TTTACAGTCC
ACGCAATTGA
ATCTACCATT
AGCCAGAGGC
AAAGCAGTAT
ACCTCCAAAA
AATATAAAAA
CCGAATGCGT
AAGGCGGTGA
TAGAAAAAGA
GACTTCTCTT
GTGCTTTCAA
TTGAGAGATG
TGATACCAGC
TGCAGAAAAA
CACAAAATAG
AAGCCACCTT

ATATGACAGG -

CAAAAATTTT
AAACAAAGCT
TCTTCCCTAT
GTTGCTCAGA
TCGTTTTACA
AAARARR S S

Informacie pre retazec &.
Vliastnosti retazca:
dizka:

CCCAAGTTTG
TCTAACTCCA
TATTGGTCTC
GGATGATACT
AAGTAATATA
GGACTTCCCA
AATTGAGCCA
ATGTGAACTG
ACTGGAAAAG
CAAGGTCGGC
TACCACCCCG
TCGTCGAATG
CATTCATCCA
GATCAGTGGT
GTTGGCAGTT
GTTCCGTATA
TATCAAGTGC
AGATATGATT
TTACAGGGAA
AATTGCTCGC
GAAGTGGTGG
AGCTGGTCAG
TGAACGCGCT
CAAAGCTGCA
TCTTACTATG
CCTCAAGAAG
AGTTGTCACT
TCAGTGGACG
TTTGAAATTA
CCGTCACCCG
GAAGGAGATA
TGCTGGCGCT
CGCTAATGGT
CCGGACAAGG
GTATGAGACT
AGAAATCGCA
AAAGCCAGCT
CGACTTCATT
AGATGTCATT
ACTTTTCGAT
AAGAATCGCC
TTATGCTTCC
CTTCCTACGC
GCGGGCTCTG
CGATGTAGCA
GCCAGATATC
CTGCACTTCA
TGGCATGAAC
GGTGGATTGG
GTAATTCGAA
GAACTGACTG
TATCGTTATA
CAGTATTGGC
ACCCTCTTCC
ACACTTTCTC
ATTGTATAGA

AGGGTCTCCA
ATCCGTCTTA
ACCTATTACT
GGTGGCAAGG
AAACCATTGT
CCGGAGAAAA
ACAAAGAGTA
GTATCGGGCG
GTTGAGTTTC
TACATCGGTC
GATGGCACCC
GTACCATGCA
AAAGGCACCA
GATTGGATCA
ATGGTTTCAG
TGGTCACGCC
ATAGAATTCT
GCCCTTCCTG
AACTCTTTGT
ATTGTTGCTC
GATAATTTGT
ATAACTCAAG
TTGAAAGCTG
GAAGTTGAAG
CTGAGAGCCT
TTCTCGTATA
GACGTCGAAG
ACTCAGATGG
ACGCAAAGTC
AAATACGGAT
AAGCGAACAT
CCCTTTGTGG
TGGAAAAAGA
AATGTCATCA
GTATTTGAAC
ATGTCCGGGA
CAAACATACA
GCCAATAACT
GATATGTTCT
GACGAAGTCA
GCTCCTCTCC
GACAAGGTGA
CTAGCATTGG
GACAGGAATT
GCAAATCCTA
ATTGAAAGTA
GGAATCCGCT
GCTCGTCAAT
ATTAAANAAC
TTACATTGCC
TCTGTTGGTC
TTTGCCTTCC
AACCGTAGAA
TAACTGAATT
CTCAATAGCT
TTAGTTATCT

977 aminokyselin

typ: peptid

Opis retazca ¢.

22:

75 -

TCTAGATGAC
TTGTCGCATT
TTACTCGCAA
ACAAAGACAA
CTTACGACTT
ACCTCACATT
TCGTACTCAA
ATAAAAAACT
TTATCAAAAG
TCATCAGCAA
CTAAGATCGC
TGGATGAACC
AAGCCGTCTC
CATCGAAGTT
AATTTGAATA
CAGAGGCAAA
ACGAAGATTT
ATTTCTCTGC
TGTACGATGA
ATGAGCTTGC
GGTTGAATGA
ATGACGCCAG
ATTCGGTAGC
APAGCCTTTGA
TGATTGGAGA
GCAATGCAGA
GTCCAGACGG
GCTTCCCAGT
GATATGAGGC
TTAAATGGGA
GGTTGAGAAG
TGAACGCAGA
TAATCAAGCA
TTAGCGATGC
TTCTGAATTA
TCTCTTCGAT
TGATGAACAT
ACAGAAATGA
GCGCCCTCGG
TGAACAAATG
GATCAAGTGT
TGGAGCTTTA
GATGTCATAA
CGTCGTTCGT
TTGGCGAAGA
TAGGAACGAA
CACAACAGCA
TCGGTGCATT
ATTTCCAAAA
AGTAATCCAG
ACTGTTCCAC
GTGAGGGGTC
CNATATTACT
CGCGAAATTTC

GTCGCAGGGG
ATTTCTAGTA
AGCGTTCGAT
TTCTCCCTCT
GACGATCAAA
CGATGGGCGT
TTCAAAGAAG
CGAAATTGAA
CCAACTGGAA
CAGCTTTGGT
TGCAGTTTCA
GAAATACAAA
GAATGGAATC
CTTGACTACT
CATCGAAGGT
GAAGATGACA
CTTTGATATC
CGGTGCCATG
CAGATTCTAT
TCATCAGTGG
AGGTTTTGCA
AATGAGGAAC
GTCAAGCCAT
TGATATCACA
AGAAAARACAT
AGCGACTGAT
CAAACCTATG
TATTTCCGTA
GAATAAAGAC
TATTCCACTG
AGATGAACCG
CCGCTATGGA
GCTCAAGGAT
GTTTGCTGCG
TGCCGAAAAA
TTTGAAATAC
ATTGAAACCG
CAAGCTGTTT
ATCGCAAGAC
CAGGGATGGT
TTATTGTTAT
TACGGCCGAA
AGATGTTACT
ACGTATGCAG
ATTCATTTTC
GCACACATAT
GATTGACCAG
CGATAAAGCA
ATTAGCGGCT
ATCTTAAAGT
TGAATGGAAG
ATTGTTGTCA
TTCGCTTCAT
TTCATATTCG

TCTTGTTTGT
TATAAATATT

22:

TTTTTTTTTG
GCATCGTTAAA

R R
— ]

AGAACGCGGA
GCTGCTGCAG
ACCTCAGAAA
GCGGCGGAAC
ACATATCTAC
GTGGAAATAT
ATCTCTGTAA
AGTGTAAAGG
AAAGATCAAC
GGAATCTACC
CAAAATGAGC
GCAAACTGGA
GAAGTGAACG
CCACGGATGT
GAAACAAAGA
CAATATGCTC
AGATTCCCTC
GAGAATTGGG
GCACCGATGA
TTCGGCGACT
AGATTCACAG
TACTTCCTGA
CCACTTTCCT
TACGCCAAAG
AAGCATGCAG
CTATGGGCAG
AAAACCACAG
GCAGAGTTTA
GCTGTGGAGA
TGGTATCAGG
CTTTACTTGC
TTTTATCGAC
AATCATGAGG
GCTGCAACTG
GAAACGGAAT
TTCCCTACCG
ATGTATGAAA
TTCCAAATCA
TGCAGGAAGA
CAAGCAGCAA
GGTGTGAAGG
ACACTCGCCC
GCTTTGAAAG
GATATCCCAA
AATTTCCTTA
GTTGAGAAAG
CTGAAGAATC
ATCGAACGAG
TTCTTCAAGA
TCATGAAGGA
TTTTTACCTA
CTTGAATAGT
CAAATTGTTA
TTTGTAGTCT
ATTGTATTGA
AAAAAAAALN

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3369
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Met
Lys
Leu
Tyr
Lys
Glu
val
Lys
val
val
Asp
Phe
Lys
Ty:r
Ala
Cys
Ile
Gly
Pro
Glu
Axg
Met
Gly
Asp
AIg
Asn
Gln
Trp

ASp

Thx
Asn
Leu
Tyr
Gly
Leu
Ile
ASp
Glu
Ile
Ile
val
Ile
Arg
Cys
Phe
His
Glu
Thr
Phe
Ile

lle

Phe
Glu
Lys
Trp
Leu

Phe

Ala
Thr
val
Phe
AsSp
AIg
Lys
Phe
Pro
Ala
Glu
Leu
val
Thr
Thr
Asp
Pro
Gly
Pro
Lys
Pro
Ala
Lys
Ser
Gly
Glu
Phe
Asn

lle

Glu
val
val
Thr
Gln
Leu
Thr
Ala
Thr
Asp
Lys
Lys
TYI
Thx
His
Glu
Lys
Glu
AIg
Tyx
Ala
Gly
Phe
Ser

Ser

Arg
Gly
Glu

Ser

Glu

Leu

20
Ala

35
Arg

50
Pro

65
Pro

80
Tyx

95
Ile
110
Lys
125
Gln
140
val
155
Lys
170
Ile
185
TYX
200
Met
215
Pro
230
Gly
245
val
260
Met
275
Ile
290
Arg
305
Ile
320
Pro
335
Gly
3150
val
365
val
380
Asn
395
Gly
410
ASD
a25

sSer
Axg
Ala
Lys

Ile

Thr-

Leu
Asp
ser
cys
val
Lys
Gly
Thr
Glu
Thr
Thr
Ser
Pro
Glu
Pro
Lys
Leu
Ala
Leu
Ala
Leu
Phe

Gly

Gln
Leu
Ala
Ala
val
Thr
Pro
Gly
Ile
Glu
ASp
Leu
Leu

Asp

Pro-

Phe

Ser

'Gly

Ser
Asn
Glu
Cys
Pro
Met
Tyr
Glu
val
Ala

Leu

Glu
Thx
val
Phe
AsSp
Ile
Asn
Thr
val
Leu
Gln
Glu
Ile
Lys
Thr
Lys
Ala
AsSp
Tyr
TYX
Ala
Leu
Lys
Glu
AsSp
val
Thr
ser

Trp

76

Gln
Pro
Gly
ASp
AsSp
Lys
Ty
val
Leu
Phe
Pro
Lys
Asn
Asp
Asp
Ala
val
Tip
Leu
Thr
Met

AsSp

‘Gln

Asn

Glu

Ile

Met

Phe

Glu

Glu

10
lle

25
Leu

40
Thr

55
Asn

70
Pro

85
val
100
val
115
Asn
130
Ser
145
Arg
160
Asn
175
Asp
190
Gly
205
Ala
220
Asn
235
Ser
250
val
265
Ile
280
Lys
295
Lys
310
TyYI
325
AsSp
340
TIp
355
Asn
370
Ala
385
Lys
400
val
415
Met
430

Thrx
Lys
Ser
Thr
Ser
Leu
Asn
Ile
Ser
Asn
Leu
Gln
Met
Thr
Axg
Trp
Asn
Thr
ala
Sex
MetC
TYyI
Met

Gly

-Leu

His
TIp
Glu

Lvs

Gln
Ser
Ile
Gly
Pro
Thr
TYT
Ala
Lys
Asn
Glu
Lys
Leu
Thr
Leu
Thr
Gly
Thr
Leu
Gly
Thr
Glu
val
Leu
fyr
Glu
TIp
Ty:

AsSp

Gln
Leu
Gly
Gly
Sex
Tyrx
Pro
Met
Asn
Gln
Lys
Ile
Gly
Lys
Met
val
Ile
Arg
val
val
Glu
Asp
Ala
Ile
Gly
Leu
Asp
Ile

Phe

Pro
Phe
Leu
Asn
Ala
AsSp
Pro
Glu
Ile
Lys
val
Thr
Gly
Ile
val
Thrx
Glu
Phe
Ile
Axrg
Ty:
Phe
Leu
Thr
Pro
Ala
Asn
Gly

Phe

AIg

15
Ala

30
Thr

45
Gly

60
Glu

75
Leu

90
Glu
105
val
120
Pxo
135
Leu
150
Glu
165
Leu
180
Leu
195
Ala
210
Pro
225
val
240
Lys
255
Asp
270
Ser
285
Phe
300
Ala
315
Phe
330
Pro
345
Ty
360
MetC
375
His
390
LLeu
405
Ala
420
Leu
435



Leu
Ser
Glu
Gln
val
Glu
Gly
Tip
Asn
Lys
Phe
val
val
Ala
Met
AIg
Glu
Lys
Asn
Ala
Ser
Phe
Gly
Asp
Cys
Gly
Leu
Glu
Leu
Asp
Asn
Leu
Lys

Leu

Ala
His
Ala
Met
Ser
Asp
Pro
Thr
Ala
ASD
Lys
Lys
Sex
Phe
Arg
Asn
Met
Glu
Thrx
Ser
Ser
Phe
Leu
Lys
val
val
TyI
Ala
Mect
Ala
Glu
Glu
Ala

Lvs

Pro
Pro
Phe
Leu
AIrg
Leu
Asn
Thr
Thr
Ala
TIip
Arg
Asn
Cys
Axg
Ala
Asn
Glu
Ile
Glu
Ile
Lys
Gly
Glu
Lys
Gln
Asn
Leu
Leu
His
Leu
Ser
Cys

Asn

Tyr
Leu
Asp
Leu
Ty1
TIp
Gly
Gln
Thx
Lys
AsSp
Thr
Ser
Axg
Leu
Leu
Ty
Asp
Leu
Tyx
Lys
Asn
Gly
val
val
Glu
Ala
Gly
Ala
ASp
Leu
Leu
Thr

Leu

Thr

440
Ser
455
Asp
470
Asn
485
Leu
500
Ala
515
Gly
530
Met
545
Leu
560
Glu
575
val
590
Tip
605
AsSp
620
Ser
635
Lys
650
Ile
665
Glu
680
Tyr
695
Asp
710
Met
725
Phe
740
Asn
755
Lys
770
Met
785
Thr
800
Gly
815
Glu
830
Cys
845
Leu
860
val
875
Phe
890
Ser
905
Arg
920
Tvr

Ser
Phe
Ile
Leu
Lys
Ala
Pro
Gly
Lys
Pro
Pro
Leu
Ser
Asn
Gln
Ser
Thr

Leu

Phe-

‘Arg

Ile
Leu
Glu
Lys
Ala
Gly
Gln
His
Asp
Phe
Asn
Ile
Gly

Lvs

Gly
Arg
Thr
val
Lvs
Phe
Leu
Phe
val
Glu
Leu
Lys
Ser
Tyr
Asn
Asp
val
Pro
Phe
Lys
Ala
Gln
Cys
Cys
Pro
Asp
val
Lys
Arg
Asn
Phe
Arg
Lcu

ASn

jI le
Ile
Tyr
Gly
Phe
Asp
Lys
Pro
Thr
Lys
TIp
Arg
val
Asp
His
Ala
Phe
TIp
Gly
Leu
Glu
Ile
Leu
Gln
Leu
Glu
Gln
Asp

Asn

Leu

77

Thr
Asp
AIg
Asp
Ser
Glu
Met
val
Gln
Tyr
Tyr
Glu
val
Ala
Lys
Phe
‘Glu
Lys
Ser
Met
Asn
Ala
Glu
Pro
Arg
Ala
Leu
vVal
Ser
val
Thr
Arg
Ser

Lvs

Ala
4495
Lys
160
Lys
475
Glu
490
Tyr
505
Thr
520
Ser
535
Leu
550
Lys
565
Arg
580
Gln
595
Glu
610
val
625
Asn
640
val
655
Ala
670
Met
685
Glu
700
Glu
715
Lys
730
TYyL
745
val
760
Glu
775
Gly
790
Lys
805
Phe
820
Glu
835
Thr
850
Sex
865
Ser
880
Glu
895
Ser
910
AIgG
925
AT G

ASD
Ala
Gly
Asn
ASp
val
Glu
Thr
Arg
His
Glu
Pro
Asn
Gly
Ty
Ala
Leu
Ala
Pxo
Pro
Lys
Ile
Met
Gln
Thx
Asp
Lys
Ala
Phe
Arg
Arg
val
Glu

Ala

Ala
Ala
Ala
Phe
Asn
Gln
Phe
Val
Tyr
Pro
Asp
Leu
Ala
TIp
Gly
Ala

Lys

Ile

Glu
Ile
Lys
Asp
Lys
Gln
val
Lys
Asp
Leu

val

Trp
Asp
Gln

Arlg

val
Asp
Serx
Lys
Ala
Gly
Ala
Glu
Axg
Thr
Glu
Ty:
Glu
Arg
Pro
Ala
Tyr
Ser
Ser
Tyrx
Asp
Thrx
Lys
Ala
Tyr
val
Ser
Lys
AIg
Pro
Glu
Arg

val

Ala
val
val
Gln
Ala
Ile
Pro
Ser
Gln
Tyr
Gln
Phe
AIg
Asn
Arg
val
Thr
Gly
Gln
Asp
Ser
Tyt
Leu
Thr
Cys
Met
Leu
Gly
Leu
val
Glu
val

Gln

Ser
450
Serx
465
Leu
480
sSer
495
Ala
510
Thr
525
Gln
540
val
555
Asn
570
Gly
585
Gln
600
His
615
Arg
630
Ile
645
Thr
660
Glu
675
val
690
Phe
705
Trp
720
Lys
735
Leu
750
Cys
765
Phe
780
ASD
795
Ty:
810
Glu
825
AIg
840
Leu
855
Gln
870
Gly
885
Ile
300
Ile
915
Gln
930
Gly



Ala Phe Gly
Ile Glu Lys

Asn Ser

Informacie

Vlastnosti
dizka:
typ: peptid

935

78

Glv Ala Ile Glu Arg Ser

HHis Phe Arg Lys Leu Ala

pre retazec C.

950

965

retazca:

972 aminokyselin

Opis retazca €. 23:

et
1
Ile
Leu
Thr
Asp
Lys
Tyr
val
. Leu
Phe
Glu
Lys
. Ser
Asp
Asp
Ala
Ala
Asp
Tyr
Phe
Ala
Leu
Lys
Glu

Asp

Thrx
Sex
Ser
Thrx
Asn
Pro
val
Glu
Asn
Ser
AIg
Asp
ASp
Gly
Ala
Thr
Ser
TIp
Leu
Thr
Lys
Glu
Gln
Asn

Glu

Ala
Leu
Ile
Gln
Ser
val
Asn
Ile
Ser
Gly
Leu
Leu
Thr
Lys
Axg
TIp
Asn
Ile
Leu
Lys
Arg
Phe
Asp
Tip

Lvs

Glu Tip Gln

Leu
Gly
Lys
Pro
Ser
Phe
Ala
Lys
Asn
Asp
Lys
Leu
Thr
AIg
Thr
Gly
Thi

Ala

Thr

Met
Ty:
Met
Gly

lle

5
Cys
20
Leu
35
Glu
S0
Ser
65
Tyx
80
Pro
95
Met
110
Lys
125
Gln
140
Lys
155
Ile
170
Gly
185
Lys
200
Ile
215
val
230
Ile
245
Ser
260
Ile
275
Gly
290
Thr
305
Glu
320
Ile
335
Leu
350
Tvr
365

Thr
Thr
Gln
Ala
Asp
Pro
val
Ile
Lys
Leu
Leu
Gly
Ile
Ala
Thr
Glu
Lys
Ile
val
Ala
Lys
Ala
Ile

Ala

Lys
Leu
Tyr
Lys
Glu
Leu
Glu
val
Thr
Leu
Glu
Leu
Leu
val
Pro
val
Ala
Phe
val
Arg
Tyr
Phe
Leu
Thr

Pro

Arg
Phe
Tyr
Asp
Glu
Asn
Lys
Val
Leu

Asp

‘Ile

Lys
Tyr:
Ala
Cys
val
Asn

Lys

Cys-

Phe
Ala
Phe
Pro
Tyr

tiet

23:

Arg
val
Phe
Asp
Leu
Ile
Asn
Glu
Ala
Ile
Thr
Ile
Gln
Val
Phe
His
Gly
Thr
Glu
Arg
Leu
Asp
Asp
AIg

Asn

940
Glu
955
Ala
970

Ile
10
Leu

Thr

40
Ser

S5
Leu

70
Lys

85
Leu
100
Pro
115
Gln
130
Glu
145
Leu
160
Thr
175
Ser
190
Sex
205
Asp
220
Pro
2135
Lys
250
Thr
265
Phe
280
Ile
295
Asp
310
Ile
325
Phe
340
Glu
355
Lvs
370

His Arg val

Phe Phe Lys

Leu
Ala
Axg
Gly
Leu
Thr
Thr
Thx
Gly

Ser

‘Lys

TYI
Ile
Gln
Glu
Lys
Gly
Pro
Glu

Trp

-Ala

Lys
Thx
ASp

Gln

Gly
Ala
Lys
Gly
Pro
Tyr:
Phe
Asn
Gly
Val
Asn
Thx
Tyr
Asn
Pro
Gly
Glu
Pro
Tyrx
Ser
Gly
Phe
Ala
Ser

Arg

Phe
Ala
Ala
Lys
Thr
Leu
Asp
Serx
Cys
Lys
Gln
Gly
Thr
Glu
Lys
Thr
Leu
Met
Ile
Arg
Ile
Pro
Gly
Leu

val

Lys

Lys

Serx
val
Phe
Glu
Asn
Pro
Ala
Ile
Glu
Met
Leu
Leu
Asp
Pro
Ty
Lys
Lys
Ser
Glu
Pro
Arg
Leu
Ala
Leu

Ala

945
TIp
960
sSer
975

Pro
15
Gly
30
Asp
45
Lys
60
Ile
75
Gly
30
His
105
val
120
Leu
135
Gln
150
Gln
165
Ile
180
Lys
195
Sex
210
Lys
225
Ala
240
Gly
255
Ser
270
Gly
285
Glu
300
Cys
315
Glu
330
MetC
345
Tyr
360
Leu
375
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val Val Ala His Glu Leu Ala His GIn Trp Phe Gly Asn Leu Val
380 385 390
Thr Leu Lvs Trp Trp Asp Asp Thr ‘I''rp Leu Asn Glu Gly Phe Ala
395 100 105
Thr Phe Val Glu Tyr Leu Gly Met Asp Glu Ile Ser His Asn Asn
q10 415 420
Phe Arg Thr Gln Asp Phe Phe Leu Leu Asp Gly Met Asp Arg Gly
425 430 135
Met Arg Ala Asp Ser Ala Ala Ser Ser His Pro Leu Ser Phe Arg
440 445 450
Ile Asp Lys Ala Ala Glu Val Ala Glu Ala Phe Asp Asp Ile Sex
455 460 465
Tyr Ala Lys Gly Ala Ser Val Leu Thr Met Leu Arg Ala Leu Ile
470 ' 475 480
Gly Glu Asp Asn Tyr Arg Asn Ala Val val Gln Tyr Leu Lys Lys
485 490 495
Phe Ser Tyr Ser Asn Ala Gln Ala Ala Asp Leu Trp Asn Val Phe
500 505 510
Asn Glu val val Lys Gly val Lys Gly Pro Asp Gly Asn Val Met
515 520 525
Lys Ile Asp Gln Phe Thrx Asp Gln Trp Thr Tyr Gln Met Gly Tyrx
530 535 540
Pro Val Vval Lys val Glu Glu Phe Asn Ala Thr Ala Leu Lys val
545 550 555
Thr Gln Ser Arg Tyr Lys Thr Asn Lys Asp Ala Leu Glu Pro Glu
560 565 570
Lys Tyr Arg Asn Pro Lys Tyr Gly Phe Lys Trp Asp Val Pro Leu
575 580 585
Tip Tyr Gln Glu Gly Asn Sexr Lys Glu Val Lys Arg Thr Trp Leu
590 595 600
Lys Arg Asp Glu Pro Leu Tyxr Leu Asn Val Asn Asn Arg Asp Thr
605 610 615
Sexr Leu Val val Asn Ala Asp Arg His Gly Phe Tyr Axg Gln Asn
620 625 630
TYr Asp Ala Asn Gly Trp Lys Lys Ile Ile Lys Gln Leu Lys Lys
635 640 645
Asp His Lys Val Phe Gly Pro Arg Thr Arxg Asn Ala Ile Ile Sex
650 : 655 660
Asp Ala Phe Ala Ala Ala Thr Ile Asp Ala Ile Asp Tyr Glu Thr
665 670 - 675
Val Phe Glu Leu Leu Glu Tyr Ala Lys Asn Glu Glu Glu Phe Leu
680 685 690
Pro Tip Lys Glu Ala Leu Ser Gly Met Phe Ala Val Leu Lys Phe
695 700 705
Phe Gly Asn Glu Pro Glu Thr Lys Pro Ala Arg Ala Tyr Met Met
710 715 720
Ser Ile Leu Glu Pro Met Tyr Asn Lys Ser Ser Ile Asp Tyr Ile
725 730 735
Val Lys Asn Tyr Leu Asp Asp Thr Leu Phe Thr Lys Ile Asn Thx
740 745 . 750
Gln Lys Asp lle Ile Asp Ala Tyr Cys Ser Leu Gly Ser Lys Asp
75% 760 ‘ 765
Cys Ile Lys Gln Tvyr Lys Asp Ile Phe Tyr Asp Glu val Met Pro
770 ' 775 780
Lys Cys Lys Ala Gly Glu Ala Ala Thr Lys Cys Val Lys val Ser
785 790 795
Ala Pro Leu Arg Ala Asn Val Tyr Cys Tyr Gly Val Gln Glu Gly
800 805 - 810
Gly Glu Glu Ala Phe Glu Lys Val Met Gly Leu Tyr Leu Ala Glu
815 820 825
Asp Val Gln Leu Glu Lys Gly Ile Leu Phe Lys Ala Leu Ala Cys
830 835 840
His Lys Asp Val Thr Ala Leu Lvs Glu Leu Leu Leu Arg Ala Leu
845 850 855
Asp Arg Lys Ser Ser Phe Val Arg Leu Gln Asp Val Pro Thr Ala
660 865 870
Phe Arg Ala val Ser Glu Asn Pro val Glv Glu Glu Phe Met Phe
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875 880 885

Asn Phe Leu Met Glu Arg Tip Glu Glu Ile Thr Ala Ser. Leu Glu
B9 0 895 R 900

Thr Glu His Arg Ala Val Asp Lys val val Gly Ala Cys Cys g?;
905 910 .

Gly Ile Arg Ser Gln Gln Gln Ile Asp Gln Leu Lys Asn Leu gig
920 925 -

Lys Asn Asn Ala Gln Ala Lys Lys Phe Gly Ser Phe Thr Gln g:g
935 940 ‘

Ile Glu Lys Gly Glu His Lys Ile Ala TIp Ile Lys Lys His Phe
950 955 960

His Arg Leu Ser Glu Phe Phe Lys Arg Ala Arg Ser

- 965 . 970

Informacie pre retazec C. 24:
Vlastnosti retazca:
dizka: 972 aminokyselin
typ: peptid
Opis retazca C. 24:

Met Thr Ser Gln Gly Arg Thr Arg Thx Leu Leu Asn Leu Thr Pro

1 S 10 15
Ile Arg Leu Ile val Ala Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Val Gly
20 25 30

Leu Ser Ile Gly Leu Thr Tyr Tyr Phe Thr Arg Lys Ala Phe Asp
35 40 45

Thr Ser Glu Lys Pro Gly Lys Asp Asp Thr Gly Gly Lys Asp Lys
S50 ' S5 60

Asp Asn Ser Pro Ser Ala Ala Glu Leu Leu Leu Pro Sexr Asn Ile
65 70 75

Lys Pro Leu Ser Tyr Asp Leu Thr Ile Lys Thr Tyx Leu Pro Gly
80 . 85 90

Tyr Val Asp Phe Pro Pro Glu Lys Asn Leu Thr Phe Asp Gly Arg
95 : 100 105

val Glu Ile Ser Met Val Val Ile Glu Pro Thr Lys Ser Ile Val
110 11S 120

Leu Asn Ser Lys Lys Ile Ser val Ile Pro Gln Glu Cys Glu Leu
125 130 135

Val Ser Gly Asp Lys Lys Leu Glu Ile Glu Ser val Lys Glu His
140 145 150

Pro Arg Leu Glu Lys val Glu Phe Leu Ile Lys Ser Gln Leu Glu
155 160 165

Lys Asp Gln Gln Ile Leu Leu Lys Val Gly Tyr Ile Gly Leu Ile
170 175 180

Ser Asn Ser Phe Gly Gly Ile Tyr Gln Thr Thr Tyx Thr Thr Pro
185 190 ’ ) 195

Asp Gly Thr Pro Lys Ile Ala Ala Val Ser Gln Asn Glu Pro Ile
200 205 o 210

Asp Ala Arg Arg Met Val Pro Cys Met Asp Glu Pro Lys Tyr Lys
215 - 220 225

Ala Asn Trp Thx Val Thr val Ile His Pro Lys Gly Thr Lys Ala
230 235 240

Vval Ser Asn Gly Ile Glu Val Asn Gly Asp Gly Glu Ile Ser Gly
245 250 - 255

Asp Trp Ile Thx Ser Lys Phe Leu Thr Thr Pro Arg Met Ser Ser
260 265 270

Tyr Leu Leu Ala val Met Val Ser Glu Phe Glu Tyr Ile Glu Gly
275 280 285

Glu Thr Lys Thr Gly val Axg Phe Arg lle Trp Ser Arg Pro Glu
290 295 300

Ala Lys Lys Met Thr Gln Tyr Ala Leu Gln Ser Gly Ile Lys Cys
305 310 315

I1le Glu Phe Tyr Glu Asp Phe Phe Asp Ile Arg Phe Pro Leu Lys



Lys
Glu
Asp
Ile
Thr
Arg
Ala
Leu
Ile
Ty:
Gly
Phe
Asp
Lys
Pro
Thr
Lys
TIp
Arg
Pro
His
Asn
Asp
val
Pro
Phe
Asr?
Ala
Gln
Cys
Lys
Ala

Gly

Gln
Asn
Asp
val
Met
Phe
Arg
Lys
AsSp
Ala
Glu
Ser
Glu
Thx
Val
Gln
Tyx
Tyx
Arg
Phe
Asp
His
Ala
Phe
Leu
Pro
Ile
Asn
Lys
AIg
Cys
Pro

AsSp

ASp
TIp
Axrg
Ala
Lys
Thx
Met
Ala
Lys
Lys
Glu
TyI
val
Thr
Ile
Ser
AXg

Gln

.Asp

val
Ala
Glu
Phe
Glu
Glu
Thr
Leu
Asn
Asp
Lys
Arg'
Leu

Tvi

Met
Gly
Phe
His
Trp
Glu
Axrg
Asp
Ala
Gly
Lys
Ser
vVal
Glu
Ser
Arg
His
Glu
Glu
val
Asn
val
Ala
Leu
Ile
Glu
Lys
Ty

val

320
Ile
335
Leu
350
Tyt
365
Glu
380
TIp
395
Phe
410
Asn
425
Serx
440
Ala
455
Ala
470
His
485
Asn
500
Thr
515
Phe
530
val
545
Tyrx
560
Pro
575
Gly
590
Pro
605
Asn
620
Gly
635
TYT
650
Ala
665
Leu
680
Ala
695
Pro
710
Pro
725
Arg
740
Ile
755
Ty
770
Gly
785

| Ser

800
Ser
815

Ala
Ile
Ala
Leu
Asp
Ile
Tyr:
val
Glu
Serx
Lys
Ala
Asp
Ala
Ala
Glu
Lys
Asp
Leu
Ala
Trp
Ser
Ala
Asn
Met
Glu
Met
Asn
AsSp
Lys
Gln
Ser

ASp

Leu
Thr
Pro
Ala
Asn
Gly
Phe
Ala
val
val
His
Glu
val
Ser
Glu
Ala
Ty:
Lys
Tyz
Asp
Lys
Pro
Ala
Tyr
Ser
Ala
Tyt
Asp
Met
Lys
Ala

Val

Pro
Tyr
Met
His
Leu
Ala
Leu
Ser
Glu
Leu
Ala
Ala
Glu
Gln
Phe
Asn
Gly
Lys
Leu
Arg
Lys
Arg
Thrx
Ala
Gly
Lys
Glu
Lys
Phe
Leu
Ala
Tyr

val

81

Asp
AIg
Asn
Gln
TIp
Gly
Ile
Ser
Glu
Thr
val
Thr
Gly
TIp
Asn
Lys
Phe
Glu
His
TYyx
Ile
Thx
Asp
Glu
Ile

Pro

"Lys

Leu
Cys
Phe
Thx
Cys

Met

325
Phe
340
Glu
355
Lys
370
Trp
385
Leu
400
Gln
415
AsSp
430
His
445
Ala
460
Met
475
Ser
490
ASp
505
Pro
520
Thr
535
Ser
550
Asp
565
Lys
580
Ile
595
val
610
Gly
625
Ile
640
Arg
655
Ala
670
Lys
605
Ser
700
Ala
715
Ser
730
Phe
745
Ala
760
Asp
775
Glu
790
Tyr
805
Glu
820

Ser
Asn
Gln
Phe
Asn
Ile
val
Pro
Phe
Leu
Gln
Leu
Asp
Thr
Thr
Ala
TIp
Lys
Ser
Phe
Lys
Asn
Ile
Glu
Ser
Gln
Ser

Phe

‘Leu

AsSp
Cys
Gly

Leu

Ala
Serx
Arg
Gly
Glu
Thr
Leu
Leu
Asp
Arg
Tyr:
TIp
Gly
Gln
Thr
val
Asp
Arg
Asp
TYyX
Gln
val
Glu
Thr
Ile
Thr
Ile
Gln
Gly
Glu
vVal
val

Tyr

Gly
Leu
Ile
Asp
Gly
Gln
Glu
Ser
Asp
Ala
Leu
Ala
Lys
Met
Leu
Glu
Ile
Thr
Ala
Arg
Leu
Ile
TYI
Glu
Leu
Tyx
AsSp
Ile
Serx
val
Arg
Lys

Thr

Ala
L.eu
Ala
L.eu
Phe
Asp
Axrg
Phe
Ile
Leu
Lys
val
Pro
Gly
Lys
Lys
Pro
TIp
Gly
Gln
Lys
Ile
Glu
Tyx
Lys
Met
Phe
Asn
Gln
Met
Ile
Glu

Ala

330
Met
345
Tyr

360
AIgQg
375
Val

390
Ala
405
Asp
420
Ala
435
Arg
450
Thr
465
Ile
480
Lys
495
Phe
510
Met
525
Phe
540
Leu
555
Glu
570
Leu
585
Leu
600
Ala
615
Asn
630
ASp
645
Ser
660
Thr
675
Leu
690
Ty:
705
MetC
720
Ile
735
Leu
750
AsSp
765
Asn
780
Ala
795
Gly
810
Glu
825



Thrx
His
Asp
Phe
Asn
Thr
Gly
Lys
Ile

Gln

Leu
Lys
Arg
Asn
Phe
Lys
Ile
Asn
Glu

Lys

Ala
Asp
Asn
Asp
Leu
His
Axg
Gly
AIrg

Leu

Leu
val
Ser
val
lle
Thr
Ser
Met
Ala

Ala

Glu
830
Thr
8as

Serx.

860
Ala
875
Glu
890
Tyr
905
Gln
920
Asn
935
Gln
950
Ala
965

Lys
Ala
Phe
Ala
Axrg
val
Gln
Ala
Asn

Phe

Asp
Leu
val
Asn
Trp
Glu
Gln
AIg
Arg

Phe

Phe
Lys
Arg
Pro
Pro
Lys
Ile
Gln
val

Lys

Leu

Gly
Met
Ile
Asp
val
Asp
Phe
Asp

Lys

Arg
835
Leu
850
Gln
865
Gly
880
Ile
895
Ile
910
Gln
925
Gly
940
TIp
955
Ala
970

Leu
Leu
Asp
Glu
Ile
Pro
Leu
Ala
Ile

Thr

Ala
Leu
Ile
Glu
Glu
Ala
Lys
Phe
Lys

Leu

Leu
Arg
Pro
Phe
Sex
Cys
Asn
AsSp

Lys

Gly
Ala
Ser
Ile
Ile
Thr
Leu
Lys

His

Cys
840
Leu
855
Ala
870
Phe
885
Gly
300
Ser
915
Gln
930
Ala
945
Phe
960
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PATENTOVE NAROKY

1. Molekuly nukleovych kyselin tvorené jednym alebo
vaés$im podétom kédovych nukleotidovych retazcov pre aminopep-
tidazu alebo pre jej antigénne ucinni dast, pricom tieto re-
tazce obsahuju cely retazec alebo cast nukleotidového retaz-
caz obr. 2, 3, 4 alebo 5, to znamend retazce ¢&. 1 az 15
alebo s molekuly nukleovych kyselin tvorené kédovymi retaz-
cami pre aminopeptidazu hlist s identitou retazca 50 % alebo
vy$$ou alebo s hybridizédciou s ktorymkolvek z uvedenych re-
tazcov za podmienok 2 x SSC pri laboratdérnej teplote, kde
SSC obsahuje 0,15 M chlorid sodny a 0,015 M citronan sodny
pri pH 7,2.

2. Molekuly nukleovych kyselin tvorené jednym alebo
vaésim poé¢tom kédovych nukleotidovych retazcov pre polypep-
tid, schopny vyvolat +tvorbu protilatok proti parazitickym
hlistam, pricdom tieto retazce obsahuji jedni alebo vaCSi po-
¢et kédovych oblasti pre antigénne determinanty z kédovych
retazcov pre aminopeptidazy z obr. 2, 3, 4 alebo 5, to zna-

mend z retazcov ¢. 1 az 15.

3. Molekuly nukleovych kyselin tvorené jednym alebo
va¢sim poctom kédovych nukleotidovych retazcov, ktoré zodpo-
vedaji alebo ktoré su komplementarne k jednému alebo vacSie-
mu poétu retazcov klonov, identickych aspoil na 50 % s retaz-
cami z obr. 2, 3, 4 a 5 alebo mbdéZe ist o retazce s totoZnos-
tou viac nez 50 % alebo o retazce, ktoré hybridizuju s kto-
rymkolvek z uvedenych retazcov za podmienok 2 x SSC, kde SSC
obsahuje 0,15 M chlorid sodny a 0,015 M citronan sodny pri
pH 7,2.

4. Vektor na expresiu alebo klonovanie, vy z na ¢ u -
juci s a tym, zZe obsahuje molekulu nukleovej kyseliny

podYa narokov 1, 2 alebo 3.
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5. Prokaryoticka alebo eukaryotickad bunka alebo trans-
genicky organizmus, V y zZ n a Cujuci sa tym, - ze
obsahuje molekulu nukleovej kyseliny podla narokov 1, 2 ale-

bo 3.

6. Synteticky polypeptid, vyznadc¢ujuiuci sa
t y m, 2e obsahuje retazec aminokyselin enzymu aminopeptida-
zy alebo jeho antigénnej casti, zodpovedajuci celému retazcu
alebo &asti nukleotidového retazca z obr. 2, 3, 4 alebo 5,
to znamenad retazce &. 1 az 15 alebo zodpovedajici funkénému
ekvivalentnému variantu, pricdom retazec syntetického poly-
peptidu je odlisny od bielkoviny H110D vo forme dubletu ale-
bo od syntetického polypeptidu zo skupiny:

(a) Met Gly Tyr Pro Val' val Lys Val Glu Glu
Phe
(b) Met Gly Phe Pro Val Leu Thr Val Glu Ser
(c) Met Gly/Phe Asn Phe Lys Ile Glus/val Thr/Glu
Ala Gly
(d) Met Lys Pro/Glu Thr/Val Lys Asp/Ala Thr/Lvs
Leu - Ile Thr

(e) Met Leu Ala Leu Asp Tyr His Ser - Phe Val

(f) Met Leu Ala Glu/Tyr Asp Gln/Ala Glu Asp Val

(g) Met Gly Phe Pro Leu Val Thr Val Glu Ala
Phe Tyr

(h) Met Lys Thr Pro Glu Phe Ala Val/Leu Gln
Afa Phe/Thr Ala Thr Ser/Gly Phe Pro

(1) Lys His/Tyr Asn/Val Ser Pro Ala Ala Glu
Asn/Leu Leu Asn/Gly

(3) Lys - Thr Ser Val Ala Glu Ala Phe Asn

(k) Lys Ala Ala Glu Val Ala Glu Ala Phe Asp -

Ile - - - Lys Gly
(1) Lys Ala -vVal Glu Val/Pro Ala Glu Ala Phe

Asp Asp Ile Thr? Tyr - - Gly Pro Ser
(m) Lys - Glu Glu Thr Glu Ile Phe Asn Met
(n) Lys - - - Pro Phe Asn/Asp 1Ile Glu Ala

Leu



(o)
(P)

(q)

(r)

(s)

(t)

(v)

(W)
(%)

(y)
(z)

(aa)

(bb)

(cc)

(ad)

Asp
Met
Phe
Met
Tyr?
Met
Ala
Met
Tyr
Met
Ala
Met
Leu
Met
Gly?
Met
Lys
Asn/
Lvs
Lvs

Ile

Lys
Asp
Lys
Lys
Ala
Asb

Gln Ala Phe Ser Thr Asp Ala Lys

Gly Tyr Pro Val Val Lys Val Glu Glu

-Ala Thr Ala Leu

Gly Phe Pro Val Leu Thr Val Glu Ser -
- Thr

Glu/Phe Asn Phe Leu 1Ile Glu/val Thr/Glu

Gly - Ile Thr

Gly Phe Leu Val Thr Val Glu Ala Phe

- Thr Ser

Lys Thr Pro Glu Phe Ala Val/Leu Gln

Phe/Thr Ala Thr Ser/Gly Phe Pro

Lys Pro/Glu Thr/Val Leu Asp/Ala Thr/Lys
- Ile Thr - Gly ‘
Leu Ala Leu Asp Tyr His Ser - Phe Val

Leu Ala Glu/Tyr Asp Gln/Ala Glu Asp Val
His/Tyr Asn/Val Ser Pro Ala aAla Glu
Leu Leu Asn/Gly
- Thr Ser Val Ala Glu Ala Phe Asn
Ala Ala Glu Val Ala Glu Ala Phe Asp -
- - - Lys Gly

Ala Val Glu Val/Pro Ala Glu Ala Phe
Asp Ile Thr? Tyr - - Gly Pro Ser
- Glu Gln Thr Glu Ile Phe Asn Met
- - - Pro Phe Asn/Asp Ile Glu
Leu

Gln Ala Phe Ser Thr Asp Ala Lys
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7. Syntetické polypeptidy podla naroku 6, vy z n a -
Eujuce sa tym Ze si tvorené retazcom aminokyse€lin
enzymu aminopeptidazy alebo antigénnej cCasti tohto enzymu,
zodpovedajicim celému retazcu alebo ¢asti nukleotidovych re-
tazcov z obr. 2, 3, 4 alebo S, ide o retazce ¢. 1 az 15 ale-
bo ide o funkéne ekvivalentny variant, v podstate zbaveny

inych zloziek Haemonchus contortus.

8. Syntetické polypeptidy podla naroku 6 alebo 7, vy -
znadujuci sa tym, Ze ide o zloZeny polypeptid,
obsahujuci e$te dalsi polypeptid, viazany na retazec amino-

kyselin podla néroku 6 alebo 7.

9. Sposob vyroby syntetického polypeptidu podTa narokov
6, 7 alebo 8, vyznadcujuci sa tym, Ze sa pes-
tuje prokaryoticka alebo eukaryoticka bunka, obsahujica mo-
lekulu nukleovej kyseliny podla narokov 1, 2 alebo 3, za
podmienok, pri ktorych dochadza k expresii polypeptidu, kto-

ry sa potom izoluje.

10. Vakcina na stimuldciu imunologickej odpovede proti
parazitickym hlistam u ¢loveka alebo iného Zivocicha,
vyznad¢ujuica sa tym, ze obsahuje aspon jeden
synteticky polypeptid podla narokov 6, 7 alebo 8 alebo virus
alebo hostitelskii bunku s obsahom nukleovej kyseliny podIla
narokov 1, 2 alebo 3 na stimuldciu imunologickej odpovede
pre polypeptidy, pre ktoré je kédom ulozena molekula nuk-

leovej kyseliny, spolu s farmaceutickym nosicom.

11. Pouzitie molekuly kyseliny podla narokov 1, 2 alebo
3 alebo syntetického polypeptidu podla narokov 6, 7 alebo
8 na vyrobu vakciny na stimulaciu imunologickej odpovede
proti parazitickym hlistam u &loveka alebo u iného Zivo-

cicha.

12. Spb6sob stimulacie imunologickej odpovede proti pa-

razitickym hlistam u ¢loveka alebo iného 2Zivocéicha,
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vyznadujuci sa tym, Ze sa podava vakcina pod-

Ta naroku 10.

13. Oligosacharid so Struktirou
Man a 1
\ 3
Man B-1,4 Glc Nacpl,4 Glc Nac
/ 6 L ] J
Man a 1 (Fucal),

14. Oligosacharid podla naroku 13, so Strukturou

Fuc
al
Man a 1 [
\ 3 3
Man B 1 --->4 GlcNacpl --->4 Glc Nac
/ 6 2
Man a 1 l
al

Fuc
' - 86 -

15. Oligosacharid podla naroku 13 alebo 14, viazany na

synteticky polypeptid podla naroku 6, 7 alebo 8.
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H11-3
Hil-2
H1l1-1

H11-3
H11-2
Hll-1

Hll-3
H1l1-2
H1ll-1

H11-3
H11-2
H1l-1

H11-3
H11-2
H1l1-1

H1l-3
H1l-2
Hll-1

H11-3
H11-2
Hli-1

H11-3
H1l-2
H1l-1

H11l-3
H1l-2
Hll-1

H11-3
H1l1-2
H1l-1

H1l-3
Hl1l-2
Hll-1

H11-3
Hll-2

1
GGTI'TANTTA
CCTTTANTTA
GGTTTAATTA

51
TGACGTCGCA
TGACGGCGGA
AGACGCAGCA

101
CTTATTGTCG
CTACTTTGTA
TCTCTCTTTG

151
TCTCACCTAT
TCTTACCTAT
TCTCACCTAT

201
GGAAGGATGA
AGAAGGATGA
GAAAAGGGGA

251
GAACTACTCC
GAACTACTTC
GAATTACGTC

301
CAAAACATAT
CAAAACATAT
CAAAACGTAT

351
CATTCGATGG
CATTTGATGC
CTATTGATGG

401
AGTATCGTAC
AGTATTGTGC
TCTATTGTGC

451
ACTGGTATCG
ACTGTTCTCA
ACTGTTTTCT

501
CAAGACTGGA
AAAGACTTGA
CAAGGCTGGA

551
CAACAAATCT
CTGAAAATCC

2144

CCCANGTTTIG
CCCAAGTTTG
CCCAAGTTTG

GGGGAGAACG

GTGGCAGAAG-

ACCACGAAAA

CATTATTTCT
CATTATTTGT
CTTTGTTAGT

TACTTTACTC
TACTTCACTC
TACTTTACAA

TACTGGTGGC
CAGTGGTGGT
TCAACCTATT

TTCCAAGTAA
TTCCAACGAA
TCCCAACAAC

CTACCTGGTT
CTACCGGGTT
CTGCCAAACT

GCGTGTGGAA
CCATGTGGAG
GACTGTGGTG

TCAATTCAAA
TGAACTCGAA
TCAACTCGAA

GGCGATAAAA
CGTAATCAGA
ANCAACCAAA

AAANGGTTGAG
CAAGCTTGAG
GAAAGTCGAA

TGCTCAAGGT
TCCTCAAGAT

AGGGTCTCCA

AGNATGACAGC

CGGACATTGC
CGTCGAATCT
AATACAGTGC

AGTAGCTGCT
ATTAGCTGCT
GGTAGCTGCT

GCAAAGCGTT
GTAAAGCATT
GGAAAGCTTT

AAGGACAAAG
AAAGAAAAGG
GTCGAT. . .G

TATAAAACCA
CATAAAACCA
CATAAAACCT

ATGTGGACTT
ACGTGAACTT
ATGTAAACTA

ATATCAATGG
ATTGCTATGG
ATTGCTATGG

GAAGATCTCT
GAAAATCACT
AAATATTCCT

AACTCGAAAT
AACTTGACAT
AACTCGACAT

TTTCTTATCA
ATTACCCTCA
TTCGTTTTGA

CGGCTACATC
CACTTACACC

Obr. 2

AGAGGAGAGT

TGAATCTAAC
TGGGCTTCTC
TACGGCTCAC

GCAGTCGGCC
GCCGTTGGAC
GCCGTCGGCC

CGATACCTCA
CGATACCACA
TGATACTACT

ACAATTCTCC
ATAATTCTCC
ATAATTCCCC

TTGTCTTACG
GTCTCGTACG
TTGACATACG

CCCACCGGAG
TCCACCAGAA
TCCACCTGAG

TTGTAATTGA
TTGTGGTTGA
AAGTTGTGGA

GTAATACCCC
TTGGCACAAG
GTAATTGCAG

TGAAAGTGTA
CGAAAGTGTA
CGAAAAGCTT

AANGCCAACT
AAAATCACCT
AGAAAAAGCT

GCTCTCATCA
GGCCTTATTA

PV 7323 - 74

CAGGAGCAGG

100
TCCAATCCGT
ACCTATCAGC
CCCAATCAAG

150
TCTCTATTGG
TCTCCATTGG
TCTCAATCGG

200
GAAAAGCCAG
CAAAAAGAAC
GGCGGAAATG

250
CTCTGCGGCG
TTCTGCAGAA
ATCAGCTGAA

300
ACTTGACGAT
ACTTGAACAT
ACTTAGTAAT

350
AAAAACCTCA
AAGAATCTCA
AAAGATTTCG

400
GCCAACAAAG
GCCTACAAAT
GCCAACAAAG

. 450
AAGAATGTGA
GAGGATGCGA
ACCAGTGCGA

500
AAGGAGCACC
AAGATGCAGG
GTGGATCAGC

550
GGAAAAAGAT
GCAAAAAGAT
GGAGAAGAAT

600
GCAACAGCTT
GCGACACTCT



H11l-1

H11-3
Hll-2
H1l-1

H11-3
H11-2
Hll-1

H11-3
H11-2
Hl1-1

H11-3
H11-2
H11i-1

H11-3
H11-2
H1l-1

H11-3
H1l-2
H1l-1

H1l1-3
H11-2
H1l-1

H11-3
H11-2
H1l1-1

H11-3
H1l-2
Hll-1

Hil-3
Hil-2
H1l-1

H11-3
H11-2
Hll-1

CAGAANANTCA

601
TGCTCGAATC
CGGTGCGGCTC
TGGAGGACTT

651
TCGCTGCAGT
TCGTTGCTGT
TTGCTGCATG

701
TGCATGGATG
TGCTTTGACG
TGTTTCGACG

751
TCCAAAAGGC
TCCCAAAGGT
TCCGAAGGGC

801
GAGAGATCAG
GGGAGCTCAA
GAGAAGTCTC

851
ATGTCATCCT
ATGTCGTCCT
ATGCCTTCGT

901
AGGTGAAACA
AGGATTTACA
AAATTATACG

951
CAAAGAAGAT
CGAAACGAAT
CTATGAAGAT

1001
TTCTACGAAG
TTCTATGAGA
TACTATGAGG

1051
GATTGCCCTT
GATTGCTCTT
GGTTGCTCTT

1101
TCACTTACACG
TCACTTATAG
TCACATACAG

1151

5744

CGCTCAAGAT

TACCAGACCA
TACCAGTCCA
TATCGAACAA

TTCACAAAAT
TTCACAAAAT
CACTCATATG

AACCGAAATA
AACCGAAGTA
AGCCGACGTT

ACCAAAGCCG
ACAAAGGCTG
ACCAGTGCCG

TGGTGATTGG
GGGTGATTGG
TGGCGATTGG

ACTTGTTGGC
ATTTATTGGC
ATTTGATTGC

AAGACGGGTG
AAAACGGGTG
AAAAGCGGTG

GACACAATAT
GACGGCATAC
GACAGAATAT

ATTTCTTTGA
AGTTCTTTGA
ACTTCTTCGG

CCTGATTTCT
CCTGATTTCA
CCTGACTTCT

CGAAAACTCT
AGAGGATTCT
GCAGGGTTCC

TGTATACATT

CTTATACCAC
TCTACACTGA
CCTACACGGA

GAGCCCATAG
GAACCATCAG
GAACCGACGG

CAAAGCAAAC
CAAGGCAACA
TAAGGCAAAC

TCTCGAATGG
CATCGAACGG
TGTCGAATGG

ATCACATCGA
ATAACGTCTA
GTCACAACCA

AGTTATGGTT
TATTATTGTT
TCTTGTGATT

TTCGGTTCCG
TTCGGTTCCG
TTCGATTCCG

GCTCTGCAAT
GCTTTGGATG
GCCATGATAG

TATCAGATTC
CATAAAATTC
GATCAAATTC

CTGCCGGTGC
CCGCTGGTGC
CATCTGGTGC

TTGTTGTACG
CTCCTATACG
GTGCTCTACG

GGCCTTATCA

CCCGGATGGC
TAAGGACGGA
TAAAGATGGT

ATGCTCGTCG
ACGCTCGTCG
ACGCCCGTCT

TGGACCGTTA
TGGACTGTCA
TGGACTGTGA

AATCGAAGTG
CATTGAAGCA
AATAGAA. ..

AGTTCTTGAC
AATTTAAMAC
GATTCGATCC

TCAGAATTTG
TGTGAATTTG
TCCGAATTTA

TATATGGTCA
TATATGGTCT
AATTCCGGCT

CTGGTATCAA
CTGGCATCAG
CTGGAATCAA

CCTCTGAAGA
CCTCTGGAAA
CCACTTCCAA

CATGGAGAAT
CATGGAAANANC
TATGGAGAAC

ATGACAGATT
ATGAAAAAAT
ATGAAAACCT

Obr. 2 (pokracovanie)

PVBZ3 — 74

ACGACATGCT

650
ACCCCTAAGA
AAAACTAAGA
ACAACCAAGA

700
AATGGTACCA
TATAGCGCCA
TATGGTCCCC

750
CTGTCATTCA
CCGTCGTTCA
CTGTGATTCA

800
AACGGAGATG
AATGGAAAAG
AAGGGAGAAG

850
TACTCCACGG
TACCCCACCG
AACCCCGCGA

900
AATACATCGA
AATACATTGA
AGTACATTGA

950
CGCCCAGAGG
CGACCAGAGG
CGTCCGGAAG

1000
GTGCATAGAA
ATGCCTGGAG
ATGTTTGGAT

1050
AACAAGATAT
AACAAGATAT
AACAAGATAT

1100
TGGGGCCTCA
TGGGGCCTTA
TGGGGTCTCA

1150
CTATGCACCG
TTATGCACCG
CTACGGACCA

1200



H1l-3
H1l-2
H1l-1

H11-3
H11-2
H1l-1

H11-3
Hll-2
H1l-1

H11-3
H1l-2
H1ll-1

H1l-3~
H1l-2
Hll-1

H11-3
H1l-2
H1ll-1

H11l-3
H1l-2
H1l-1

H1l-3
H1l-2
H1l-1

H11-3
H11l-=2
Hll-1

‘H1l1-3
H1l-2
Hll-1

H1l-3
H11-2
Hll-1

H11-3
H11-2
H1l-1

ATGAATAANC
ATGAATAAAC
ATGAATAAGG

1201
GTGGTTCGGC
GTGGTTCGGC
GTGGTTCGGT

1251
ATGAAGGTTT
ACGAAGGTTT
ACGAAGGATT

1301
CAAGATGACG
CACAACAATT
GATGGTCTAT

1351
CGCTTTGAAA
CGGAATGAGA
TGGTATTACG

1401
TCGACAAAGC
TTGACAAAGC
TAGATAAGGC

1451
AAAGGAGCTT
AAGGGAGCGT
AAAGGAGCAT

1501
ACATAAGCAT
TTACAGGAAT
TTTCAAGCAG

1551
CAGAAGCGAC
CACAAGCAGC
CGGCTGCTGA

1601
GAAGGTCCAG
AAGGGTCCTG
ACCGGACCTA

1651
GACGACTCAG
GACGTATCAG
CACAACTCAG

1701
CTACTTTGAA
CCGCCCTAAA
CGACTTTGAA

4744

AGCGAATTGC
AGCGGGTTGC
AGCGGGTTGC

GACTTGGTTA
AATCTGGTCA
AATTTGGTCA

TGCAAGATTC
TGCAACATTT
CGCGTCATTC

CCAGAATGAG
TCAGAACGCA
GGGAAATGAA

GCTGATTCGG
GCTGACTCGG
GCTGATGCAG

TGCAGAAGTT
GGCAGAAGTT
TGCAGATGTA

CTGTTCTTAC
CAGTTCTCAC
CCGTTCTTCA

GCAGTATCGC
GCTGTTGTGC
TCTGTTTCGC

TGATCTATGG
CGATCTGTGG
AGATTTATGG

ACGGCAAACC
ACGGCAACGT
ATGGTGGACC

ATGGGCTTCC
ATGGGTTATC
ATGCGCCTTCC

ATTAACGCAA
GGCTTACGCAG
AGTCACCCAA

TCGCAIUTGTT
TCTCGEAGTT
AGAAGTGATC

CGATGAAGTG
CACTSAAGTG
CGATGAAGTG

ACAGAATTTA
GTTGAGTATC
GTGGAATACA

GAACTACTTC
AGATTTCTTC
AGATTTCTTC

TAGCGTCAAG
CAGCATCGAG
TAGCTTCAAG

GAAGAAGCCT
GCCGAAGCCT
TCAGAAGCGT

TATGCTGAGA
TATGCTACGG
AATGCTATTG

AGTACCTCARA
AATACCTCAA
GTTACCTCAA

GCAGTTTTTG
AACGTCTTCA
GCAGCATTCG

TATGAAAACC:

CATGAAAATC
ATTGAAAATG

CAGTTATTTC
CTGTGGTTAA
CTGTTCTTAC

AGTCGATATG
AGCCGGTACA
AAACGATACA

GCTCATGAGC
GCTCACGAGC
GCGCACGAAC

GTGGGATAAT
GTGGGATGAT
GTGGGATAAC

TTGGAGCTGG
TTGGAATGGA
TCGGAGCCGA

CTGATTGATG
TTGCTCGATG
CTGCTGGCAC

CCATCCACTT
CCATCCGCTT
CCATCCGCTT

TTGATGATAT
TTGACGATAT
TCGATGATAT

GCCTTGATTG
GCTTTGATTG
AATTTAGTTG

GAAGTTCTCG
GAAGTTCTCC
GAAGTTTTCA

ATGAAGTTGT
ATGAAGTTGT
ACGAAACCGT

ACAGAGTTTG
GACCAATTTA
TCCGAGTTTG

CGTAGCAGAG
AGTAGAAGAA
TGTCGAGTCG

AGGCGAATAA
AGACAAATAA
GGCAGAACAA

Obr. 2 (pokracovanie)

PV 4323 — 24

TTGCTCATCA
TTGCTCATCA
TTGCACATCA

1250
TTGTGGTTGA
ACGTGGTTGA
CTATGGCTGA

1300
TCAGATAACT
CGAAATTAGC
CTTCATCAGC

1350
TACTTGAACG
GAATGGATCG
CGTACACAAG

1400
TCCTTCAGAA
TCGTTTAGGA
TCCTTCAGAA

1450
CACATACGCC
TTCATACGCC
CACATACCGT

1500
GAGAAGAAAA
GAGAGGACAA
GGGACGAAAA

1550
TATAGCAATG
TACAGCAATG
TATGATAATG

1600
CACTGACGTC
CAAAGGTGTT
CCAAGGTATA

1650
CAAGTCAGTG
CCGATCAGTG
CGCCACAATG

1700
TTTAACTCGA
TTTAATGCGA
GTTAACGCAA

1750
AGACGCTGTG
AGACGCCTTG
GGATGCAAAG



1lil11-3
H11-2
Hll-1

H1l1-3
Hil-2
15111

Hy1-3
H1l-2
H1ll-1

H11-3
Hll1-2
lil-1

Hl1-3
Hll-2
H1l-1

H11-3
Hll-2
H11-1

H1l-3
Hli-2
1$il-1

H11-3
H11-2
Hll-1

H11-3
H1l-2
Hil-1

H11-3
Hil=2
Hll-1

H1l=-1)
H1Yl-2
H1l-1

-H1l1-3
H11-2

1751
GAGAANGAGA
GAACCAGAGA
GAACCAGAGA

18001
ACTGTGGTAT
CCTATGGTAT
TCTGTGGTAT

1851
GAAGAGATGA
AAAGAGATGA
AAAGAGAGGA

1901
GTGGTGAACG
GTGGTGAACG
GTGGTGAATG

1951
TGGTTGGAAA
CCGGTTGGAAA
CGGTTGGAGG

2001
GTCCCCGGAC
GTCCAAGGAC

GTCCACGAAC

2051
ACTGACGCAA
ATTGACGCAA
GTTGAGGAAA

2101
AAAAGAAACG
AAATGAAGAG
GAAAGAAGAG

2151
CGATTTTGAA
CAGTTTTAAA
CAATTTTGGA

2201
TACATGATGA
TACATGATGA
TACATGCGAA

2251
CATTGCCAAT
CATCGTCAAG
TATAGCGGAG

2301
AAAAACATGT
AAAAGCGATAT

5/44

AGTACCGTCA
AANTATCGTAA
AGTACCCTCA

CAGGAAGGCG
CAGGAAGGCA
CAGGAAGATG

ACCGCTTTAC
ACCGCTGTAC
ACCGCTCTAT

CAGACCGCTA
CTGATCGACA
CCGAACGTCG

AAGATAATCA
AAGATAATCA
AACATTATGA

AAGGAATGTC
AAGGAACGCT
AAGAAACGCT

TTGAGTATGA
TCGACTATGA
TGAATTACGA

GAATATCTAC
GAATTCTTGC
GATTACTTAC

ATACTTCCCT
GTTCTTCGGT
CTTTTTCGGC

ACATATTGAA
GCATATTAGA
AACTGATGAA

ANCTACAGAA
ANTTATTTGCG
AACTACAAAAN

CATTGATATG
CATTGATGCA

Obr,

CCCGAAATAC
TCCAAAATAC
TCCAACTTAT

ATAAGAAGGA
ATAGCAAAGA
AA...CAGCA

TTGCATGTTA
TTGAACGTCA
TTCCATGTAA

TGGATTTTAT
TGGATTTTAT
TGCTTTTTGC

AGCAGCTCAA
AGCAGCTCAA
GAAGACTCAA

ATCATTAGCG

"ATCATAAGCG

CTCATAAGTG

GACTGTATTT
AACTGTATTC
GACCGTATTT

CATTAGAAAT
CTTGGAAGGA
CATGGAAGGA

ACCGAGCCAG
ALTGAGCCGG
AGCGAACCCG

ACCGATGTAT
ACCGATGTAT
GCCAATTTAT

ATGACAAGCT
ATGATACGCTT
AAGATTCGCT

TTCTGCGCCC
TATTGTTCCC

GGATTTAAAT
GGGTTCAAGT
GGGTTCAAAT

GATAAAGCGA
GGTGAAGCGA
AGTGAAAAGA

GTGATGCTGG
ACAATCGGGA
GCAATTCTGA

CGACAAAATC
CGACAAAACT
CGATCAAACT

GGATAATCAT
GAAAGATCAC

‘GCAGAATCAT

ATGCGTTTGC
ATGCATTITGC
ATGCGTTTGC

GAACTTCTGA

GAACTACTTG

GAAATGCTCA

CGCAATGTCC
AGCTCTGTCC
GGCAATATCA

AGGCAAAGCC
AGACAAAACC
AATCTCAATG

GAAAAAAGCA
AATAAGAGCA
GACAAGAGTA

GTTTTTCCAA
ATTCACAAAA
TTTCTTCAAA

TCGGATCGCA
TTGGATCAAA

2 (pokracovanie)

Pv 7323 - %

1800
GGSGATATTCC
GGGATGTTCC
GGGATGTTCC

1850
ACATGGTTGA
ACATGGCTAA
ACTTGGTTAA

1900
CGCTCCCTTT
TACATCCCTT
TTCGTCAGTT

1950
ATGACGCTAA
ATGATGCCAA
ATGACGCTAA

2000
GAGGTTTACA
AAGGTCTTCG
AAGGTCTATG

2050
TGCGGCTGCA
TGCAGCTACG
AGCAGCTGCA

2100
ATTATGCCGA
AATATGCCAA
AATACACCGT

2150
GGGATCTCTT
GGCATGTTCG
GGATTCAATA

2200
AGCTCAAACA
AGCTAGAGCT
GGCTTCGGAA

2250
GTATCGACTT
GCATTGATTA
GCATCAAGTT

2300
ATCAACCTCC
ATTAATACTC
AATAATCTCC

2350
AGACTGCAGG
GGACTGTATA



Hll-1

H11-3
H11-2
H1l-1

H11-3
H11-2
Hll-1

H11-3
H1l-2
H1l-1

H1l1-3
H11-2
Hl1l-1

H11-3
H11-2
H11l-1

H11-3
H11-2
H1li-1

H11l-3
H11l-2
H1l-1

H1l1-3
H1l-2
Hl1l-1

H11-3
Hll-2
H1l-1

H11-3
H11-2
H11-1

H11-3
Hl1l1-2
- H1l-1

AAATAGCTGT

2351
AAGAANATATA
AAGCAATATA
GAAGAAATGA

2401

TGGTCAAGCA
CGGGGAAGCA
TGGTCAGCAA

2451
GTGTTTATTG
ATGTTTACTG
CTGTTTACTG

2501
GTGATGGAGC
GTGATGGGGC
GTGATGGAAC

2551
ACGCCTAGCA
GTTCAAAGCC
ACGTGAAGCA

2601
TCTTGCGGGC

“TTTTGCGAGC

TTATGCTGGC

2651
CCAAGTGCTT
CCTACCGCTT
CATGATGTGT

2701
TTTCAATTTC
GTTCAATTTC
GTTCAATTTC

2751
CGAAGCACAC
CAGAACACAG
TACGACACAG

2801
CGCTCACAAC
CGCTCCCAAC
CGATCCAGGG

2851
GAACGCTCCGT
GCAGGCTAAG
GCGTGCTCGC

290!

6/44

TATTGACACA

AAAANCTTTT
AGGATATCTT
AAAAGCTTTT

GCAACCGAAT
GCAACCAAAT
GCGACCGACT

TTATGGTGTG
TTATGGTGTA
CTATGGGGTC

TTTATACGGC
TGTATCTAGC
TATATAATGC

TTGGGATGTC

TTGGCATGCC
TTGGGATGCC

TCTGGACAGG
CCTGGACCGT
TTTGGATCGG

TCAACGATGT
TCCGTGCTGT
TTAACATTGT

CTTATTGAGA
CTAATGGAGA
CTCACAGAGC

ATATGTTGAG
AGCAGTTGAT
ATCAGTTGAT

AGCAGATTGA
AARCAANTAGA
ANCAAGTACA

CAATTCGGTG
AAGTTCGCGGCT
CANTACGGTG

TACTGTGGTC

.

CGATGACGAA
CTACGATGAG
TGACAAGGAG

GCGTAAGAAT
GCGTTAAGGT
GCGTAAAGGT

AAGGAAGGCG
CAGGAAGGTG
CAGGAAGGCG

CGAAACACTC
AGAAGATGTT
GGAACAAGTG

ATAAAGATGT
ACAAAGATGT

-ATAAAGACGT

AATTCGTCGT
AAATCGTCGT
AATTCGTCAT

AGCAGCAAAT
ATCTGAAAAC
ATCCAGAAAT

GATGGCCAGA
GATGGGAGGA
GATGGGAAGA

AAAGTGATAC

AAAGTGGTCG

CGAGTGATCA

CCAGCTGAAG
TCAGCTGAAG
ACAGTTGANG

CATTCGATAN
CATTCACCCA
CATTTGGTGG

TTGGAGGCAA

GTCNATGANCA
GTTATGCCCA
GTCATG...A

CGCCGCTCCT
TTCCGCTCCT
AACTGCTCCT

GTGATTATGC
GTGAAGAAGC
GTGATGAGGC

GCCCTAGAAA
CAACTGGAGA
CAGTTGGAGA

TACTGCTTTG
TACAGCTCTA
TACAGCTCTA

TCGTACGTAT
TTGTGCGTCT
TTGTGCGTCT

CCTATTGGCG
CCTGTGCGCG
CCTGTTGGAA

TATCATTGAA
AATCACTGCG
GATACTTGAA

CAGCCTGCAC
GCGCTTGTTG
AAGCCTGTAC

AATCTGCAGA
AATCTACAGA
ANTCTATACA

AGCAANTCGAA
GGAAATCGAA
GGCAATAGAA

Obr. 2 (pokracovanie)

PV 73238 -7

AGAATGTCTT

2400
AATGCAGGGA
AGTGTAAGGC
AATGTCAACC

2450
CTCCGATCAA
CTTCGAGCCA
CTCCGAAAAA

2500
TTCCGACAAG
TTTTGAAAAG
ATTCGACAAG

2550
AAGACTTCCT
AGGGTATCCT
AAGACAGTCT

2600
AAAGGACTTC
AAAGAACTTC
AAGGGACTTC

2650
GCAGGATATC
TCAGGATGTC
TCAAGATGCT

2700
AAGAATTCAT
AAGAATTCAT
ACGAACTGCT

2750
AGTATAGGAA
AGCTTGGAAA
AGTTTGTCAA

2800
TTCAGGAATC
CACAGGAATT
TCGAGGACTA

2850
AAAATGGCAT
AGAACAATGC
AAANANTGACAA

23900
CGAGCACAAA
AANAGGAGAAC
AGATCGGAAC

2950



H11-3
Hll-2
H1l-1

H1l-3
H11-2
Hil-1

PV #3273 -9

/744

ATAGGGTGGA. TTGGATTAAA AAACATTTCC AAAAATTAGC GGCTTTCTTC
ATAAAATTGC CTGGATCAAG AAACATTTTC ACAGATTATC GGAATTCTTC
ACAGAGTCAA ATGGATTGAG AAACATTTCC GAAAACTAGC AGCTTTCTTC

2951 2958
AAGANAGCCA CCTTGTAA
AAGAGAGCAA GATCATAG
AAAAAATCTA ATTCATAA

Obr. 2 (pokraccvanie)



M1
AustMl
H11-3

M1
AustMl
H1l-3

M1
AustMl
H1l1-3

M1
AustMl
H11-3

M1
AustMl
H11-3

M1l
AusthMl
H11-3

M1
AustMl
H11-3

AustMl
H11-3

AustHl .

H11-3

AustMl
H11-3

Austhl
H1l1-3

Austil
Hil-3

AustMl
H1l1-3

)|

ATGACGTCGC
ATGACGTCGC

51
TCTTATTGTC
TCTTATTGTC
TCTTATTGTC

101
GTCTCACCTA
GTCTCACCTA
GTCTCACCTA

151
GGGAAGGATG
GGGAAGGATG
GGGAAGGATG

201

GGAACTACTT
GGAACTACTC
GGAACTACTC

251

TCAAAACATA
TCAAAACATA
TCAAAACATA

301

ACATTCGACG
ACATTCGATG
ACATTCGATG

351
GAGTATCGTA
GAGTATCGTA

401
AACTGGTATC
AACTGGTATC

451
CCAAGACTGG
CCAAGACTGG

501
TTCACAAATC
TCANCAAATC

5951
TTCGTCCGAAT
TTGGTCGAAT

601
ATCGCTGCAC
ATCCCTGCAG

8/44

C
AGGCGAGAAC
AGGGGAGAAC

GCATTATTTC
GCATTATTTC
GCATTATTTC

TTACTTTACT
TTACTTTACT
TTACTTTACT

ATACTGGTGG
ATACTGGTGG
ATACTGGTGG

CTTCCAAGTA
CTTCCAAGTA
CTTCCAAGTA

TCTACCTGGT
TCTACCTGGT
TCTACCTGGT

GGCG
GGCGTGTGGA
GGCGTGTGGA

CTCAATTCAA
CTCAATTCAA

GGGCGATAAA
GGGCGATAAA

AAANGCGTTGA
ANAAGGTTGA

TTGCTCAAGT
TTGCTCAAGG

CTACCAGACC
CTACCAGACC

TTTCACAAAA
TTTCACAAAA

Cbr.

GCGGACATTG
GCGGACATTG
GCGGACATTG

TAGTAGCTGC
TAGTAGCTGC
TAGTAGCTGC

CGCAAAGCGT
CGCAAAGCGT
CGCAAAGCGT

CAAGGACAAA
CAAGGACAAA
CAAGGACAAA

ATATAAAACC
ATATAAAACC
ATATAAAACC

TATGTGGACT
TATGTGGACT
TATGTGGACT

AATATCAATG
AATATCAATG

AGAAGATCTC
AGAAGATCTC

AAATTCGAAA
AAACTCGAAA

GTTTCTTATC

GTTTCTTATC

CGGCTTACAT
TCGGCTACAT

ACTTATACCA
ACTTATACCA

TGAGCCCATA
TGAGCCCATA

3

CTGAATCTAA
CTGAATCTAA
CTGAATCTAA

TGCAGTCGGC
TGCAGTCGGC
TGCAGTCGGC

TCGATACCTC
TCGATACCTC
TCGATACCTC

GACAATTCTC
GACAATTCTC
GACAATTCTC

ATTGTCTTAC
ATTGTCTTAC
ATTGTCTTAC

TCCCACCGGA
TCCCACCGGA
TCCCACCGGA

GTTGTAATTG
GTTGTAATTG

TGTAATACCC
TGTAATACCC

TTGAAAGTGT
TTGAAAGTGT

AAAAGCCAAC

"AAAAGCCAAC

CGGTCTCATC
CGGTCTCATC

CCCCGCGATGG
CCCCGGATGG

GATGCTCCTC
GATGCTCCGTC

PV 7323 -7%

50
CTCCAATCCG
CTCCAATCCG
CTCCAATCCG

100
CTCTCTATTG
CTCTCTATTG
CTCTCTATTG

150
AGAAAAGCCA
AGAAAAGCCA
AGAAAAGCCA

200
CCTCTGCGGC
CCTCTGCGGC
CCTCTGCGGC

250
GACTTGACGA
GACTTGACGA
GACTTGACGA

300
GAAAAACCTC
GAAAAACCTC
GAAAAACCTC

350

AGCCAACAAA
AGCCAACAAA

400
CAAGAATGTG
CAAGAATGTG

450
AAAGGAGCAC
AAAGGAGCAC

500
TGGAAAAAGA
TGGAAAAAGA

550
AGCAACAGCC
AGCAACAGCT

600
CACCCCTAAG
CACCCCTAAG

650
GAATGGTACC
GAANTGGTACC



AustM1l
H1l-3

AustMl
H1l1-3

AustMl
H11-3

AustMl
Hl1-3

AustMl
H11-3

AustMl
H1l-3

H11-3

H1l-3

H11-3

H1l-3

H11=3

H11-3

H11-3

H1l1-3

H11-3

H1l-3

H1l1-3

651
ATGCATGGAT
ATGCATGGAT

701
ATCCAAAAGG
ATCCAAAAGG

751
GGAGAGATCA
GGAGAGATCA

801
GATGTCATCC
GATGTCATCC

851
AAGGTGAAAC
AAGGTGAAAC

901
GCAAAGAAGA
GCAAAGAAGA

951
ATTCTACGAA

1001
TGATTGCCCT

1051
ATCACTTACA

1101
GATGAATAAA

1151
AGTGGTTCGG

1201
AATGAAGGTT

1251
TCAAGATGAC

1301
GCGCTTTGAA

1351
ATCGACAANNG

1401
CAAAGGAGCT

1451
AACATANGCA

1501

9744

GAANCCGAAAT
GANCCGAAAT

CACCAAAGCC
CACCAAAGCC

GTGGTGATTG
GTGGTGATTG

TACTTGTTGG
TACTTGTTGG

AAAGACGGGT
AAAGACGGGT

TGACACAATA
TGACACAATA

GATTTCTTTG
TCCTGATTTC
GGGAAAACTC
CAGCGAATTG
CGACTTGG?T
TTGCAAGATT
GCCAGAATGA
AGCTGATTCG
CTGCAGAAGT
TCTGTTCTTA

TGCAGTATCG

ACAAAGCAAA
ACAAAGCAAA

GTCTCGAATG
GTCTCGAATG

GATCACATCG
GATCACATCG

CAGTTATGGT
CAGTTATGGT

GTTCGGTTCC
GTTCGGTTCC

TGCTCTGCAA
TGCTCTGCAA

ATATCAGATT

TCTGCCGGTG

TTTGTTGTAC

CTCGCATTGT

ACGATGAAGT

CACAGAATTT

GGAACTACTT

GTAGCGTCAA

TCGAAGAAGCC

CTATGCTGAG

CAGTACCTCA

CTGGACCGTT
CTGGACCGTT

GAATCGAAGT
GAATCGAAGT

AAGTTCTTGA
AAGTTCTTGA

TTCAGAATTT
TTCAGAATTT

GTATATGGTC
GTATATGGTC

TCTGGTATCA
TCTGGTATCA

CCCTCTGAAG
CCATGGAGAA
GATGACAGAT
TGCTCATGAG
GGTGGGATAA
ATTGGAGCTG
CCTGATTGAT
GCCATCCACT
TTTGATGATA
AGCCTTGATT

AGAAGTTCTC

Obr. 3 (pokracovanie)
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700
ACTGTCATTC
ACTGTCATTC

750
GAACGGAGAT
GAACGGAGAT

800
CTACTCCACG
CTACTCCACG

850
GAATACATCG
GAATACATCG

900
ACGCCCAGAG
ACGCCCAGAG

950
AGTGCATA
AGTGCATAGA

1000
AAACAAGATA

1050
TTGGGGCCTC

1100
TCTATGCACC

1150
CTTGCTCATC

1200
TTTGTGGTTG

1250
GTCAGATAAC

1300
GTACTTGAAC

1350
TTCCTTCAGA

1400
TCACATACGC

1450
GGAGAAGANMA

1500
GTATAGCAAT

1550



H11-3

H1l1-3

H11-3

H11-3

H11-3

Hll-3

H11-3

H1l1-3

H11-3

H11-3

H11l-3

H11-3

H1l-3

H11-3

H11-3

H11-3

H11-3

H1l1-3

H1l1-3

Hl1-3

GCAGANGCGA

1551
CGAAGGTCCA

1601
GGACGACTCA

1651
ACTACTTTGA

1701
GGAGAAAGAG

175
CACTGTGGTA

1801
AGAAGAGATG

1851
TGTGGTGAAC

1901
ATGGTTGGAA

1951
AGTCCCCGGA

2001
AACTGACGCA

2051
AAAAAGAAAC

2101
TCGATTTTGA

2151
ATACATGATG

2201
TCATTGCCAA

2251
CAAAAAGATG

2301
GAAGAAATAT

2351
ATGGTCAAGC

2401
AGTGTTTATT

2451
GGTGATGCAG

10/44

CTGATCTATG
GACGGCAAAC
GATGGGCTTC
AATTAACGCA
AAGTACCGTC
TCAGGAAGGC
AACCGCTTTA
GCAGACCGCT
AAAGATAATC
CAAGGAATGT
ATTGAGTATG
GGAATATCTA
AATACTTCCC
AACATATTGA
TAACTACAGA
TCATTGATAT
AAAAAACTTT
AGCAACCGAA
CTTATGGTCT

CTTTATACGG

GGCAGTTTTT

CTATGAAAAC

CCAGTTATTT

AAGTCGATAT

ACCCGAAATA

GATAAGAAGG

CTTGCATGTT

ATGGATTTTA

AAGCAGCTCA

.CATCATTAGC

AGACTGTATT

CCATTAGAAA

TACCGAGCCA

AACCGATGTA

AATGACAAGC

GTTCTGCGCC

TCGATGACGA

TGCGTAAGAA

GAAGCAAGGC

CCGAAACACT

GATGAAGTTG

CACAGAGTTT

CCGTAGCAGA

GAGGCGAATA

CGGATTTAAA

AGATAAAGCG

AGTGATGCTG

TCGACAAAAT

AGGATAATCA

GATGCGTTTG

TGAACTTCTG

TCGCAATGTC

GAGGCAAAGC

TGAAAAAAGC

TGTTTTTCCA

CTCGGATCGC

AGTCATGAAC

TCGCCGCTCC

GGTGATTATG

CGCCCTAGAA

Obr. 3 (pokracovanie)

PV 7323 —94

TCACTGACGT

1600
GCAAGTCAGT

1650
GTTTAACTCG

1700
AAGACGCTGT

1750
TGGGATATTC

1800
AACATGGTTG

1850
GCGCTCCCTT

1900
CATGACGCTA

1950
TGAGGTTTAC

2000
CTGCGGCTGC

2050
AATTATGCCG -

2100
CGGGATCTCT

2150
CAGCTCAAAC

2200
AGTATCGACT

2250
AATCAACCTC

2300
AAGACTGCAG

2350
AMATGCAGGG

2400
TCTCCGATCA

2450
CTTCCGACAA

2500
AAAGACTTCC



H1l1-3

H1x-3

H1l1-3

H1l1-3

H11-3

H11-3

H1l1-~3

H11-3

H11-3

2501
TACGCCTAGC

2551
CTCTTGCGGG

2601
CCCAAGTGCT

2651
TTTTCAATTT

2701
ACGAAGCACA

2751
CCGCTCACAA

2801
TGAACGCTCG

2851
AATAGGGTGG

2901
CAAGAAAGCC

11/44

ATTGGGATGT
CTCTGGACAG
TTCAACGATG
CCTTATTGAG
CATATGTTGA
CAGCAGATTG
TCAATTCGGT

ATTGGATTAA

CATAAANGATG

GAATTCGTCG

TAGCAGCAAA

AGATGGCCAG

GAAAGTGATA

ACCAGCTGAA

GCATTCGATA

AAAACATTTC

2919

ACCTTGTAA

TTACTGCTTT

TTCGTACGTA

TCCTATTGGC

ATATCATTGA

CCAGCCTGCA

GAATCTGCAG

AAGCAATCGA

CAAAAATTAG

Obr. 3 (pokracovanie)

FV 7323 —94

2550
GAAAGGACTT

2600
TGCAGGATAT

2650
GAAGAATTCA

2700
AAGTATAGGA

2750
CTTCAGGAAT

2800
AAAAATGGCA

2850
ACGAGCACAA

2900
CGGCTTTCTT
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GGTTTAATTA
TCTTGGGCTT
GCTGCCGTTG
ATTCGATACC
AGGATAATTC
CCAGTCTCGT
CTTTCCACCA
TGGTTGTGGT
ACTTTGGCAC
CATCGAAAGT
TCAAAAATCA
ACCGGCCTTA
TGATAAGGAC
CAGACGCTCG
ACATGGACTG
CGGCATTGAA
CTAAATTTAA
GTTTGTGAAT
CCGTATATGG
ATGCTGGCAT
TTCCCTCTGG
TGCCATGGAA
ACGATGAAAA
GTTGCTCACG
GTGGTGGGAT
ATCTTGGAAT
TTCTTGCTCG
GAGCCATCCG

CCTTTGACGA

12/44

CCCAANGTTTG
CTCACCTATC
GACTCTCCAT
ACACAAAAAG
TCCTTCTGCA
ACGACTTGAA
GAAAAGAATC
TGAGCCTACA
AAGGAGGATG
GTAAAGATGC
GCTGCAAAAA
TTAGCGACAC
GGAAAAACTA
TCGTATAGCG
TCACCGTCGT
GCAAATGGAA
AACTACCCCA
TTGAATACAT
TCTCGACCAG
CAGATGCCTG
AAAAACAAGA
AACTGGGGCC
AATTTATGCA
AGCTTGCTCA
GATACGTGGT
GGACGAAATT
ATGGAATGGA
CTTTCGTTTA

TATTTCATAC

AGATGACGGC
AGCCTACTTT
TGGTCTTACC
AACAGAAGGA
GAAGAACTAC
CATCAAAACA
TCACATTTGA
AATAGTATTG
CGAACTGTTC
AGGAAAGACT
GATCTGAAAA
TCTCGGTGGG
AGATCGTTGC
CCATGCTTTG
TCATCCCAAA
AAGGGGAGCT
CCGATGTCGT
TGAAGGATTT
AGGCGAAACG
GAGTTCTATG
TATGATTGCT
TTATCACTTA
CCGATGAATA
TCAGTGGTTC
TGAACGAAGG
AGCCACAACA
TCGCGGAATG
GGATTGACAA

GCCAAGGGAG

Obr. 4

GGAGTGGCAG
GTACATTATT
TATTACTTCA
TGACAGTGGT
TTCTTCCAAC
TATCTACCGG
TGCCCATGTG
TGCTGAACTC
TCAGGTAATC
TGACAAGCTT
TCCfGCTCAA
CTCTACCAGT
TGTTTCACAA
ACGAACCGAA
GGTACAAAGG
CAAGGGTGAT
CCTATTTATT
ACAAAAACGG
AATGACGGCA
AGAAGTTCTT
CTTCCTGATT
TAGAGAGGAT
AACAGCGGGT
GGCAATCTGG
TTTTGCAACA
ATTTCAGARAC
AGAGCTGACT
AGCGGCAGAA

CCTCAGTTCT

Py 7323 -9

ARGCGTCGAA
TGTATTAGCT
CTCGTAAAGC
GGTAAAGAAA
GAACATAAAA
GTTACGTGAA
GAGATTGCTA
GAAGAAAATC
AGAAACTTGA
GAGATTACCC
GATCACTTAC
CCATCTACAC
AATGAACCAT
GTACAAGGCA
CTGCATCGAA
TGGATAACGT
GGCTATTATT
GTGTTCGGTT
TACGCTTTGG
TGACATAAAAR
TCACCGCTGG
TCTCTCCTAT
TGCTCTCGTA
TCACACTGAA
TTTGTTGAGT
GCAAGATTTC
CGGCAGCATC
GTTGCCGAAG

CACTATGCTA

50

100

150

200

250

300

350

400

450

S00

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250

1300

1350

1400

1450
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CGGCCTTTGA
CARGAAGTTC
TCAATGAMLGT
ATCGACCAAT
THREAGTAGAA
ACAAGATAAA
TACGGSTTCA
FGAGGTGAAG
TCAACAATCG
TATCGACAAA
CAAGAAAGAT
GCGATGCATT
TTCGAACTAC
GGAAGCTCTG
CGGAGACAAA
TATAATAAGA
GTTATTCACA
CCCTTGGATC
GAGGTTATGC
GGTTTCCGCT
GTGGTGAAGA
CGTTCAACTGS
TGTTACAGCT

CGTTTSTGCG

AACCCTGTGS

CGAAATCACT
GCGAAATCACT

TCCCCCCTTG
TCCGCCCCTTG

AWAGCAAGAATTC

15744

TTGCAGAGGA
TCCTACAGCA
TGTCAAANGGT
TTACCGATCA
GAATTTAATG
TAAAGACGCC
AGTGGGATGT
CGAACATGGC
GGATACATCC
ACTATGATGC
CACAAGGTCT
TGCTGCAGCT
TTGAATATGC
TCCGGCATGT
ACCAGCTAGA
GCAGCATTGA
AAAATTAATA
AAAGGACTGT
CCAAGTGTAA
CCTCTTCGAG
AGCTTTTGAA
~GAAGGGTAT
CTAAAAGAAC

TCTTCAGGAT

CCGAAGAATT

GCGAGCTTGG
GCGAGCTTGG

TTGCACAGGA
TTGCACAGGA

TACACGAAGAN

Obr.

CANTTACAGG

ATGCACAAGC
GTTAAGGGTC
GTGGACGTAT
CGACCGCCCT
TTGGAACCAG
TCCCCTATGG
TAAAAAGAGA
CTTGTGGTGA
CAACGGTTGG
TCGGTCCAAG
ACGATTGACG
CAAAAATGAA
TCGCAGTTTT
GCTTACATGA
TTACATCGTC
CTCAAAAGGA
ATAAAGCAAT
GGCCGGGGAA
CCAATC&TTA
AAGGTGATGG
CCTGTTCAAA
TTCTTTTGCG

GTCCCTACCG

CATGTTCAAT

AAACAGAACA
AAACAGAACA

ATTCGCTCCC
ATTCGCTCCC

CAATGCGCAG

NATGCTGTTG
AGCCGATCTG
CTGACGGCAA
CAGATGGGTT
AAAGGTTACG
AGAAATATCG
TATCAGGAAG
TGAACCGCTG
ACGCTGATCG
AAAAAGATAA
GACAAGGAAC
CAATCGACTA
GAGGAATICT
AAAGTTCTTC
TGAGCATATT
AAGAATTATT
TATCATTGAT
ATAAGGATAT
GCAGCAACCA
CTGTTATGGT
GGCTGTATCT
GCCTTGGCAT
AGCCCTGGAC

CTTTCCGTGC

TTCCTAATGG

CAGAGCAGTT
CAGAGCAGTT

AACAACAANAT
AACAACAANT

CCTANGAAGT

4 (pokracovanie)

PV 73723 ~94

TGCAATACCT

TGGAACGTCT
CGTCATGAAA
ATCCTGTGGT
CAGAGCCGGT
TAATCCAAAA
GCAATAGCAA
TACTTGAACG
ACATGGATTT
TCAAGCAGCT
GCTATCATAA
TGAAACTGTA
TGCCTTGGAA
GGTAATGAGC
AGAACCGATG
TGGATGATAC
GCATATTGTT
CTTCTACGAT
AATGCGTTAA
GTACAGGAAG
AGCAGAAGAT
GCCACAAAGA
CGTAAATCGT
TGTATCTGAA

GGGA
AGAGATGGGA

GATAAAGTGG
GATAAAGTGG

AGATCAGCTG
AGATCAGCTG

1500

1550

1600

1650

1700

1750

1800

1850

1900

1950

2000

2050

2100

2150

2200

2250

2300

2350

2400

2450

2500

2550

2600

2650

2700

54
2750

104
2800
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B2
Hll1-2

B2
H1l-2

B2
H11-2

B2
H11-2

B2
H1l-2

B2
H1l-

I

B2
H1l1-2

H11-2

CNACCCAGGAA

ATTTTCACAG
ATTTTCACAG

ACACTGAGCT
ACACTGAGCT

AAAGTCAGTT
AAAGTCAGTT

AA...CCCCA
AATAATACCA

ATATATTATG
ATATATCATG

TATAGAGCTC
TATAGAGCTC

CACCATTTAC
CACCATTTAC

ACCTCCACCG
ACCTCCACCG

TAACTGTTTC
TAACTGTTTC

GACGTTGGTG

14 /4)

TACAGAAGAA

ATCGAAAAAG

ATTATCGGAA
ATTATCGGAA

CCAATTTTAA
CCAATTTTAA

TCACATTTTC
TCACATTTTC

TITTAAGTAC

TITTAAGTAC

AAGCTTGTAT
AAGCTTGTAT

ACTCTCCATT
ACTCTCCATT

CAGCCTATAA
CAGCCTAGAA

CTGACAATGC
CTGACAATGC

GAT
GATCGCCGGT

T

CAATGCGCAG

GAGAACATAA

TTCTTCAAGA
TTCTTCAAGA

CGTCTTCAAA
CGTCTTCAAA

CCGTTTGAATG
CGTTTGAATG

CTTTCATTCA
CTTTCATTCA

CTTGAACGTT
CTTGAACGTT

TTGTAGCTGT
TIGTAGCTGT

TCTTTCCCCA
TCTTTCCCCA

GCTAAGAAGT

AATTGCCTGG
AANTTGCCTGG

GAGCAAGATC
GAGCAAGATC

CTAGGAGACA
CTAGGAGACA

CCATCCATTC
CCATCCATTC

CAGTGATTAC
CAGTGATTAC

ATGATCGGTG
ATGATCGGTG

GATGACTTGC
GATGACTTGC

ATACATTCCA
ATACATTCCA

CCAGATTTGT
CCAGATTTGT

TGTTTGTCAA

TTCTTTIGTCT
TITTTIGTCT

TIGCTTATCT

Obr. 4 (pokracovanie)

PV 7323 24

TCGGCTCATT

ATCAAGAAAC
ATCAAGAAAC

ATAGCTTTTC
ATAGCTTTTC

GTTTTGCTGA
GTTTTGCTGA

GAATACAACC
GAATACAACC

TAAATTTCGA
TGAATTTCGA

ACTTTCAATT
ACTTTCAATT

ATTTAAGACC
ATTTAAGACC

AACTCCGATC
AACTCCGATC

GCTATCCATC
GCTATCCATC

GATAAATATT

2850

204

2900

2950

3000

3050

3100

3150

3200

3250

3300

3350

3361
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H1l-1
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Hil-1

H1l-1

H11-1

H1l-1

H1l-1

HX1-1

H1l-1

H11-1

Hil-1

Hil-1

Hll-1

H1l-1

Hil-1

H1l-1

AustBl
Hll-1

1
GGTTTAATTA

S1
AGACGCAGCA

101
TCTCTCTTTG

151
TCTCACCTAT

201
GAAAAGGGGA

251
TTACGTCTCC

301
AACGTATCTG

351
TTGATGGGAC

401
ATTGTGCTCA

451
GTTTTCTAAC

501
GGCTGGAGAA

S51
AAAATCACGC

601
AGGACTTTAT

651
CTGCATGCAC

701
TTCGACGAGC

751
GAAGGGCACC

801
TCTCTGGCGA

851
TCGTATTTGA

901

TACGAAAAGC

15

CCCAAGTTITC
ACCACGAAAA
CTTTGTTAGT
TACTTTACAA
TCAACCTATT
CAACAACCAT
CCAAACTATG
TGTGGTGATT
ACTCGAAAAA
AACCAAAAAC
AGTCGAATTC
TCAAGATTGT
CGAACAACCT
TCATATGGAA
CGACGTTTAA
AGTCCCCTCT
TTGGGTCACA

TTGCTCTTGT

GGTGTTCGAT

Obr.

/44

ANGATGACAGC
AATACAGTGC
GGTAGCTGCT
GGAAAGCTTT
GTCGATGATA
AAAACCTTTG
TAAACTATCC
GCTATGGAAG
TATTCCTGTA
TCGACATCGA
GTTTTGAAGA
ATACATTGGC
ACACGGATAA
CCGACGGACG
GGCAAACTGG
CGAATGGAAT
ACCAGATTCG
GATTTCCGAA

AATTCC
TCCGAATTCC

5

AGAGGAGAGT

TACGGCTCAC

GCCGTCGGCC

TGATACTACT

ATTCCCCATC

ACATACGACT

ACCTGAGAAA

TTGTGGAGCC

ATTGCAGACC

AAAGGTTGTG

AAAAGCTGGA

CTTATCAACG

AGATGGTACA

CCCGTCTTAT

ACTGTGACTG

AGAAAAGGGA

ATCCAACCCC

TTTAAGTACA

GGCTCGTCCG
GGCTCGTCCG

PV 7323 - 74

SO
CAGGAGCAGG

100
CCCAATCAAG

150
TCTCAATCGG

200
GGCGGAAATG

250
AGCTGAAGAA

300
TAGTAATCAA

350
GATTTCGCTA

400
AACAAAGTCT

450
AGTGCGAACT

500
GATCAGCCAA

S50
GAAGAATCAG

600
ACATGCTTGG

650
ACCAAGATTG

700
GGTCCCCTGT

‘ 750
TGATTCATCC

800
GAAGGAGAAG

850
GCGAATGCCT

900
TTGAAAATTA

950
GAAGCTATGA
GAAGCTATGA



susthi
Ai1l-1

AUuSCBl
dll-1

ZustBil
Hil-1

AUSCEL
R1l-1

AustBl
Hll-1

AustBl
H11l-1

AustBl
H1ll-1

AustB1l
H1l-1

AustcBl
Hili-1

AustBl
Hll-1

AustB1l
Hll-1

AustBl
Hil-1

AustBl
H1l-1

AustBl
Hl1l -1

Austi)

R
ASATGACAGAH
AGATGACAGA

1061
GAGGACTTCT
GAGGACTTCT

1051
TCTTCCTGAC
TCTTCCTGAC

1101
ACAGGGAGGG
ACAGGGAGGG

1151
AAGGAGCGGG
AAGGAGCGGG

1201
CGGTAATTTG
CGGTAATTTG

1251
GATTCGCGTC
GATTCGCGTC

1301
CTATGGGAAA
CTATGGGAAA

1351
TACGGCTGAT
TACGGCTGAT

1401
AGGCTGCAGA
AGGCTGCAGA

1451
GCATCCGTTC
GCATCCGTTC

1501
GCAGTCTGTT
GCAGTCTGTT

1551
CTGAAGATTY
CTGAAGATTT

1601
CCTAATGGTG
CCTAATGGTG

1651

"TCAGATGGGC

16 /44

ATATGCCATG
ARTATGCCATG

TCGGGATCAA
TCGGGATCAA

TTCTCATCTG
TTCTCATCTG

TTCCGTGCTC
TTCCGTGCTC

TTGCAGAAGT
TTGCAGAAGT

GTCACGATGA
GTCACGATGA

ATTCGTGGAA
ATTCGTGGAA

TGAAAGATTT
TGAAAGATTT

GCAGTAGCTT
GCAGTAGCTT

TGTATCAGAA
TGTATCAGAA

TTCAAATGCCT
TTCAAATGCT

TCGCGTTACC
TCGCGTTACC

ATGGGCAGCA
ATGGGCAGCA

GACCATTGAA
GACCATTGAA

TTCCCTGHTC

ATACCTGGAA
ATAGCTGCGAA

ATTCCCACTT
ATTCCCACTT

GTGCTATGGA
GTGCTATGGA

TACGATGAAA
TACGATGAAA

GATCGCGCAC
GATCGCGCAC

AGTGGTGGGA
AGTGGTGGGA

TACATCGGAG

.TACATCGGAG

CTTCCTGCTG
CTTCCTGCTG

CAAGCCATCC
CAAGCCATCC

GCGTTCGATG
GCGTTCGATG

ATTGAATTTA
ATTGAATTTA

TCAAGAAGTT
TCAAGAAGTT

TTCGACGAAA
TTCGACGAAA

AATGTCCGAG
AATGTCCGAG

TTACTGTCGCA

TCAAATGTTT
TCAAATCGTTT

CCAAAACAAG
CCAAAACAAG

GAACTGGGGT
GAACTGGGGT

ACCTCTACGG
ACCTCTACGG

GAACTTGCAC
GAACTTGCAC

TAACCTATGG
TAACCTATGG

CCGACTTCAT
CCGACTTCAT

GCACCGTACA
GCACCGTACA

GCTTTCCTTC
GCTTTCCTTC

ATATCACATA
ATATCACATA

GTTGGGGACG
GTTGGGGACG

TTCATATGAT
TTCATATGAT

CCGTCCAAGG

CCGTCCAAGG

TTTGCGCCAC
I'TTGCGCCAC

GCTCGGTTAAC

Obr. 5 (pokracovanie)

PV 4323 — 74

1000
GGATTACTAT
GGATTACTAT

1050
ATATGGTTGC
ATATGGTTGC

1100
CTCATCACAT

CTCATCACAT"

1150
ACCAATGAAT
ACCAATGAAT

1200
ATCAGTGGTT
ATCAGTGGTT

1250
CTGAACGAAG
CTGAACGAAG

1300
CAGCGATGGT
CAGCGATGGT

1350
CAAGTGGTAT
CAAGTGGTAT

1400
AGAATAGATA
AGAATAGATA

1450
CCGTAAAGGA
CCGTAAAGGA

1500
AAAATTTCAA
AAAATTTCAA

1550
AATGCGGCTG
AATGCGGCTG

1600
TATAACCGGA
TATAACCGGA

1650
AATGGACAAC
AATGGACAAC

1700
GCAACGACTT



11l -1

AuctBl
H1l -1

FUSTE]
El1l-1

AustBl
H1ll-1

AustBl
H1ll-1

AustBl
H1l-1

AustBl
H1ll-1

AustBl
H1l1-1

AustBl
Hl1l-1

AustB1l
Bla
H1l-1

AustBl
Bla
Hill-1

AustBl
Bla
H1l -1

AustBl
Bla
H1l-1

AusCB]
Ble
Hitl -

TCAOATGCCG

1701
TGAAAGTCAC
TCAAANGTCAC

1751
G2 S3ANGTACC
GAGANGTACC

1801
GTATCAGGAA
GTATCAGGAA

1851
AACCGCTCTA
AACCGCTCTA

1901
GCCGAACGTC
GCCGAACGTC

1951
GAACATTATG
GAACATTATG

2001
CAAGAAACGC
CAAGAAACGC

2051

ATGAATTACG

ATGAATTACG

2101
GGATTACTTA

GGATTACTTA

2151

ACTTTTTCGG
ACTTTTTCGG
ACTTTTICGS

2201

AAACTGATGA
AAACTGATGA
AAACTCGATGA

2251

GAACTACARLA
GAACTACAAA
GAACTACAAA

2301

TTATTGACAC
TTATTCGACAC
TTATTGACAC

\7/44

TTCCCTGTTC

CCAANANCGH
CCAAAARACGH

TCATCCAAC
GTCARTCCAAC

GATGAACAGC
GATGAACAGC

TTTCCATGTA
TTTCCATGTA

GTGCTTTTTIG
GTGCTTTTTG

AGAAGACTCA
AGAAGACTCA

TCTCATAAGT
TCTCATAAGT

AGACCGTATT
AGACCGTATT

CCATGGAAGG

CCATGGAAGG

CAGCGAACCC
CAGCGAACCC
CAGCGAACCC

AGCCAATTTA
AGCCAATTTA
AGCCAATTTA

AAAGATTCGC
AAAGATTCGCC
AAAGATTCGC

ATACTGCTGCT
ATACTGTCCT
ATACTGTGOT

TTACTCGTCGA

TACAGGCAG,
TACAGGCAGA

TTATGGGTTC
TTATGGGTTC

AAGTGAAAAG
AAGTGAAAAG

AGCAATTCTG
AGCAATTCTG

CCGATCAAAC
CCGATCAAAC

AGCAGAATCA
AGCAGAATCA

GATGCGTTTG
GATGCGTTTG

TGAAATGCTC
TGAAATGCTC

AGGCAATATC
GCAATATC
AGCGCAATATC

GAATCTCAAT
GHLATCTCAAT
GAATCTCAAT

TGACAAGAGT
TGACAAGAGT
TGACAAGAGCT

TTTTCTTCAA
I'TTCTTCAA
TTTTCTTCAA

CTTCCAGGCA
CTTGGAGGCCA
CTTGCCAGCGCA

GTCGCGTTAAC

ACANAGGATGC
ACAANGGATGC

AAATGGCATG
AAATGGCGATG

AACTTGGTTA
AACTTGGTTA

ATTCGTCAGT
ATTCGTCAGT

TATGACGCTA
TATGACGCTA

TAAGGTCTAT
TAAGGTCTAT

CAGCAGCTGC
CAGCAGCTGC

AAATACACCG
AAATACACCG

AGGATTCAAT
AGGATTCAAT
AGGATTCAAT

GGGCTTCGGA
GGGCTTCGGA
GGGCTTCGGA

AGCATCAAGT
AGCATCAAGT
AGCATCAAGT

AAATAATCTC
AAATAATCTC
AAATAATCTC

AAGAATCTCT
AAGAATCGTCT
AAGAATCTCT

Obr. 5 (pokracovanie)

PV 4323 — 74

GCAACGACTT

1750
AAAGGAACCA
AAARGGAACCA

1800
TTCCTCTGTG
TTCCTCTGTG

1850
AAAAGAGAGG
AAAAGAGAGG

1500
TGTGGTGAAT
TGTGGTGAAT

1950
ACGGTTGGAG
ACGGTTGGAG

2000
GGTCCACGAA
GGTCCACGAA

2050
AGTTGAGGAA
AGTTGAGGAA

2100
TGAAAGAAGA
TGAAAGAAGA

2150
ACAATTTTIGG
ACAATTTTGG
ACAATTTTGG

2200
ATACATGCGA
ATACATGCGA
ATACATGCGA

2250
TTATAGCGGA
TTATAGCGGA
TTATAGCGGA

2300
CAAATAGCTG
CAAARTAGCTG
CAAATAGCTG

2350
TGAAGAAATG
TGAAGAAATG
TGAAGAAATG



AustBl
Bla
S H1l1-1

AustBl
Bla
H11l-1

AustBi
Bla
Hll-1

AustBl
Bla
Hil-1

AustBl
Bla
Hll-1

AustBl
Bla
Hil-1

H1l-1

H1il-1

Hill-1

Hil-1

Hll-1

H11l -1}

Hll -

2351
AAAAAGCTTT
AAAAAGCTTT
ANA /\;\CCTTT

2401
G~CCGACTGC
GACCGACTGC
GACCGACTGC

2451

ATGGGGTCCA
ATGGGGTCCA
ATGGGGTCCA

2501

TATAATGCGG
TATAATGCGG
TATAATGCGG

2551

GGCGATGCCAT
GGGATGCCAT
GGGATGCCAT

2601
TGGATCGGAA
TGGATC
TGGATCGGAA

2651
ARCATTGTAT

2701
CACAGAGCGA

2751
CAGTTGATCG

2801
CAAGTACAAC

2851
ATACGGTGCA

2901
GGATTGAGAA

2951
TCATAEATTCT

3001
CATCCAAAAA

3051
TCTAAATTTG

18/44

TTCACAAGGA
TTGACAAGGA
TTGACAAGGA

GTAAAGGTAA
GTAAAGGTAA
GTAAAGGTAA

GGAAGGCGGT
GGAAGGCGGT
GGAAGGCGGT

AACAAGTGCA
AACAAGTGCA
AACAAGTGCA

AAAGACGTTA
AAAGACGTTA
AAAGACGTTA

TTC

TTCGTCATTT

CCAGAAATCC

TGGGAAGAGA

AGTGATCAAA

AGTTGAAGAA

TTTGGTGGGG

ACATTTCCGA

GAAATGGCTA

GATTAATGAT

TCATCCGATTC

GGTCATGAAA
GGTCATGAAA
GGTCATGAAA

CTGCTCCTCT
CTGCTCCTCT
CTGCTCCTCT

GATGAGGCAT
GATGAGCCAT
GATGAGGCAT

GTTGGAGAAA
GTTGGAGAAA
GTTGGAGAAA

CAGCTCTAAA

CAGCTCTAAA

CAGCTCTAAA

GTGCGTCTTC

TGTTGGAAAC

TACTTGAAAG

GCCTGTACTC

TCTATACAAA

CAATAGAAAG

AAACTAGCAG

TAACTAGCAC

GTTTTTTTAC

TGTCAACCTG
TGTCAACCTG
TGTCAACCTG

CCGAAAAACT
CCGAAAAACT
CCGAAAAACT

TCGACAAGGT
TCGACAAGGT
TCGACAAGGT

GACAGTCTAC
GACAGTCTAC
GACAGTCTAC

GGGACTTCTIT
GGGACTTICTIT
GGGACTTCIT
AAGATGCTCA
GAACTGCTGT
TTTGTCAATA
GAGGACTACG
AATGACAAGC
ATCGGAACAC
lC'T"I’TC’I'TC}\A
ACTGGATAGT

TAGATAATAT

3084

AAGTCGTCTGT ATTG

Obr. 5 (pokracovanie)

PV 7727 — %4

2400
GTCAGCAAGC
GTCAGCAAGC
GTCAGCAAGC

2450
GTTTACTGCT
GTTTACTGCT
GTTTACTGCT

2500
GATGGAACTA
GATGGAACTA
GATGGAACTA

2550
GTGAAGCATT
GTGAAGCATT
GTGAAGCATT

2600
ATGCTGGCTT
ATGCTGGCTT
ATGCTGGCTT

2650

TGATGTGTTIT

2700
TCAATTTCCT

2750
CGACACAGAT

2800
ATCCAGGGAA

2850
GTGCTCGCGA

2900
AGAGTCAAAT

2950
AAAATCTAAT

3000
TGTCTCGAAT

3050
GCGAGATATTC



P

'S
151
193

X CHP
a0t
ocre

I

S
(s
[

M Z X

= =
Kx.aa
[

1
v
¥

b

s V]
AV
MM €
a1t

G R{v|E
A HIVIE
Cc T|\vV
sD 1L|cClLivia sl

&

SHSF

——-

L
L
F

=ZZO

K
X
X

0 F[TT
nrlpe
Ny P

V|
YV
Y V]

i
;

(&}

PiC
Pl

[SETSELY
o)

M
Fi10
rio

V[DARIRM Y
S|O AR[RY AP C
10 A RIL M V(P C

M
!

[vRY
H

vS
VS
c1

o
—

——
> —

1P
v 1jox

noutlecJLiyr 1 1L O K

]
|
|

1 L
1eL
1 G

v GlY
[BRIR
vILY
0
-

X
LK
LX)

L
L
i

s ofL]e{x]0 Q O
n C{Liolkjo L X
ruelxjinaox

kv LK
KlLpep 1 Lgx
Ag)f v L x

- N1
-2 R0
R T

Hit-d

OO

T AL
Y AL
Y M

Cf
A
€

—— : > > > OV <
iij‘-‘lc [ » X
xax v _> o
) .
w - W =z
aaal * TRCRE) >>>
x o @ - x3X3 > > >
wwn< o >
r¥a —r - awnwn
- < -
. ¥xx oo
O Q] <
e aYeolal oo ox=
——— < — < wnZwv
o o 2
——u e Ve b woOw Tz
X X% W —own T
— - A -_ 3 —r
o . a. a.| -
OO XX > 3= a_ o a.
w L VY o >a w
—_ kN o W X ZO [aY=Y"]
> > < < < EOU] C4:3
[WYWE'S > <> ooz o XX
nn < aa =
wowv [WEYXSS
> Mot — >> .
X > OV Do [XS 2]
> <00 - O
i((( [+ - ] > >
-t — WO — > ~
ox- oy
>o0a oZzo
co<
v o >>r<
Exe) <z<
©x o &
ac s —
£ =
<

L1
X1
0P

S K
S K
TR

|
1
v

v HlCl O LY
A NlClklC 1L X
-xlg ¢t VS

Al
A
A

€
o)
Al

P
rlew
FJGS

XY
KT
OF

i

v

LL A 1551
WK E|AIL|S CiMF A
WK EAJL S CIF H T

L
L P
L P

TEY
EEF
tEoY

‘

ALK
AKN
TVK

b

N
£
X

L
(§18
L

PV 7723 ~9%

- =0 ~ e~
N o« o~
oo o v
zXXI
Qi
< O wn
@ % &

@ X ¢ NX X
EU( > >
X M X o e
Z o DRV AV
Y B VRV
> > X W
W o e o o
cox |ood
or o .
E= ==
- @x oo
¥ O - §
53 2
p -
X O O WO
X X ted o M X
< - d A
o [<«<<x
[aYay™] = r—
(o 4 > > >
nnLvL O O O
[X 3 X XK
.Jj =X
o OV
KoYy ov=<o

piL-2
AR

Mil-)

6a

Obr.

£S5 C 1 Xx[H]
AlslL £ T E[H
ElSJL ST R

[
(38

LR 1
WE R wWE ClJL

wive?

IRES!
ERRR]
Hit-d

K|X ATL
frxXJRARS
fFfXKSNS

| NT L1
FNFL
W NT

f

r

8
A A
st
A A

L
L
L

€
4
H
QK
HR
{MjR X

N PlI

N P| V!
Pjv

X[K H
KHT
X M

A A

st

SR
X
8

l

N O
R A
i

FIRED]
Hi1=2
TR



PV 7375 ~ #¢

. P .- - ~o .o - ~
-~ vy “n A% . - o ~ ~ A~ ~a
cR = [ ~ . “ . ~~ ~ o AR o
[\ - (S [ < - 3z
;’; T x o a £ a -
<= < - EJ - < o o0
< > < n ,-,'] (Sl [
“~e > - oo - Vi -
o= wo o1 x ¢
a
X - <3 x 1
7 (I (S » 1
@ ) (-4 - x 1
o "<
o =« « o
% a -
vz v
o - - - -z -
E—J wux x a a
o wn %4 - T X
o - —o >
X = O x o < w
=< ax E—Z < =<
a w - ~ > > o
|- > - - w <
(7 v s > @
"o — <>
Vo X X ® <
[ (1S3 X
Ve~ wn <>
e == - @
V< - > > [
[ > < - >
< 3 >o
L i >
X 3 Z

0

TSK
NY T
N

W

R

0

X

A

N

6bI

£

¢ X X e - - — o¥ <X @
_ o2 ==} < ax o< [ rey -

= - a > E3 g -« <x

@c
Obr.

SCOE
0P s

LWEQR s(Y L
He K 1
ﬂo@ﬂlALPoqﬂACAuENwCLrPYRIPsI
S Q N v S A
MRNYFLID
HLXDLEI VUN

€
Q
X
€

¢ -
T
(3

v Alaav|CL S
G viaavicTi

4

S

RT
TAY

c1
xtfrygpcrvor
C v
| X
YLOFT O
FAQHYN

L

v AL F

L

1
S O
¢S

i

-0 > x O

< a - (V-4

e o - X —_—

a - w > L

- E > ox x a,

- - > > o X Z -0

T - oo L a. a O -

— = ! “ >

—o w - SO

-x - > o -

x < @ o w E <

~ 3 x — x> >

@ - o oo

w z - X -0

Qe “ X > e I x

wot a vy 1o x = <

- I wo 3w < = >

3 Y B o - S x > o

R A S S S S S S S A Sl SIS S

I D = - - =Y ¥ Z2 ¥ zd

L Y N x . x ! x . = x b x T < T

o a a @ o « e X o % G
« < < <




FVv 7323 —94

- . - - o ~ ~ - ™ - - ~a
PN et @ e e - .- > PR PN v - ~
- .~ - o~ Cakal ~) D ~ <o .~ YR o~ ~ on
v o o oW
e o o O
- a rL\L < >
= - P ww
o v -
X » I a > =
oW [AS] hd
x O [SRvY « o
oa ven <a <O
v >« X - ow
—-> -3 o v W
ox [ -2 >z
o (V™) @ - X =<
x O -a - > -
(S~ o v > > o2
a % - - -
XY - o a a -
- > xx —o
v o< wox v V) oV
£ -- v < x
D% X o < X L=~}
1< x &« >
Ly w o ac
L% T = -
ia (S
' a @ >
1o 9° —
LYY (3 E]
(S joc —a
1< -3 > > xwn
a == Xz
L a2 -
¢ - - ’ﬂ
"o > ko O
oo >z FF
- 3 > - @ o, zx
<u a > b o
x v o> [ala] 33
< [ — < <
ES) 2 NPT T - B3 o- =
[— zO < « X o - Q
>0 w o o= wo = > - (2 X 4 O
> o - ] Lalad - zoQ o = -t
) Py o - - [~ X - (=34 - .
- - a <o " ¥ - - 1]
-0 -0 [E o (X Q
> Tu oz [ 4 - < ao -1 @)
W X vo ocuv X9 E}] —a
- o wo - 'z @z < .
(EX¥] a ¢ -> v EE o x v
> > a ! w X w1 ow ) % <
< < “ ! ot o _ X o -z - @
<> o - ou X Q. wo [y ® O [ [
< > > o> Own >0 *» < >3 < w
= >i bl awv zx a < <o 3> E_,U - <z
poyey o @ > w - X A e - _< o
wu a ¢ o | =T « n x © x x D o3 xn
- - -3 -G -3 < < > > fegre - @
< _ * o3 o < (S X X -0 L>> X -3
> < - < TZ lo o s v z0 wo B9 rr
- v - - h - 30 "
- X z O - b .
@ = - >
- w ¥ - =<
a % Lod — i -
- [ o >
- » O O o
z - a E 3 x
e rx < lEx < - )
- L) - x o wwn <> <>
- > - © - 33 o “o— @ -
@ a = V- - - aw E
—_ - oz > > < 4 -2 —_
@ — - - < < >
ou £ - <« oz (=2 x O
O - - el S © o ow
“w < (S ¥ — (>34 -«
- - = -« x ¥ o P
- > - © O - W - - O x
Ty IO SO SR TR oYs Ti Ts Tg
-3 -3 - -3 =3 - - - P Z< Z <
Tl L . Tl x ! : T [ ! T
. b - = - b w P b4 b4
N I I3 s < : £ ; é 3 2
. P i > - - - o > M M % >



PV 77703 —74

22 /44

®/ "I00

.mzmkuhk<<AM¢hmMmszbxxmmmnH<oou<O%Mﬁ&d&ﬂhkhazuq00>0wmmanMBU<uH>mQ>mmmemqmmq

oLé 096 0§56 ore 0LsE 0zZ6 016

AJXEHXATYIH
1t THH

Hmuzxmsguzuqqm:o>mz¢m>H:u>o:<ocqm>ummzzoq<g:aaouq<a>oz=uoq<m«amaumqo>om<:>qmx>uow<mooomo>o¢o>>hk¢4m<
006 068 088 oLs 098 058 ovg oco 078 ote
LANADALYOODdOINKATNG I TOMHIZTIINO0TOIXLATAY IO TNAN I STEDOIXNTY LI XI EENAATEXHTHIRAIEYMOEIdIE0ISATILHIOBTY
008 06¢L 08L oLL 09L 05L ovL otL ozL 0TL
UM TAQT INALAN THI JALZXHHI TAYYYYIYAG L TYNY LY d DXANHNON THYHI NYHORYARNEYD I YUY IYHAAA G EAEHEAHI R TI IILATHIENA
0oL 069 089 oL9 099 059 0p9 0€9 0Z9 019

63ALTAJION

ERERRRRNE! : .
OOmomorxqw>o:uko»emxmykuuux<axzox»xxoe>zgee<z>mm>am>muoxoebx0&<kumxzqawOZmoeHoo>+uok<<340uw<<:o>mgxu
009 . 065 08§ oLS 09% 0sS ors 0cs 0zs 015§
g»xm>m0%gzuoo>ngqx0a>n<oua»bHoou<um>a<<uonumqm:mm<><q<aHom+>m<gquuax&mkqoammLaon>m>um<kou:u:J:on:
00§ 06y 08Y oLy 09Y 05? ory ocY 0Zv o0ty
xih>q:oxzo:<qu:<H>u<¢mwmzrmo»qzmo»a>moux¢eHgoz:w:<nmmuauq<>:ooxmquxu0mu0w>>oguxHo<Hx<>uﬁxur<uam<mHm
007 06¢€ 08¢ oLt 09¢ os¢ ove oce ozt 0%t
um>omub>:uH»ukumH>q<Hg>mmxmmemmhxeﬁ>zoon>momoxmHozm><neoxm:H>&>a::<xksamau0m>zqa<oamuxxhu<<Hxhhoauop
00¢ 0617 08¢ oLz 092 052 ove oce 0z otz
»hum»gooJro:H;oH>>queHzo:umszuq>km>zu4m&oo>>kmHogxoz:muqmooa<u>mqung>Hmxemu>>ux<m>>900H<uaummm>:
002 061 081 oLY 0971 0sT ovT 0cT 0z1 oTT

AINETALYIATAALTINILLATYTIIVEIENAGAIdOQONONOOLLAIYHULIARLTOI G IDAYYVYANTTYITEXNI dLTUTIALIONIO0L3O3O0E3TYLR

001X 06 o8 oL 09 0S ov ot oc¢ 01

D'dog

g-dad



Pl 7723 - 9%

25744

qs *a90
«SYVUNIIAETUHI DI IV INHAONZ T 8O LI S0ODYOYNIOIO TN TOG IOO0 6 I OLOOYOAARQAYYEHI L
oLé 096 0s6 ové 0cé 06 016
47104%X10AA3YTAT L1 toy a1 03s

SERRERARRE RN
3T6YLIZAMYANTIHIHITIOAINIEAVYIVLIAGOTUAL E6XYATITTTINTY LADIHOY TYR 4TI 0X3T0AAIVTATORANZIVITDOTOADADANN

006 068 088 oLs 098 098 ov8 oce ozs 0T8

Y¥TdYEAAADIALYYIOVAONSRAIAAI IOUAOAIOMIEOTEOAVAI IMIOLNINLITLAQTAIDMATIAGI 6 62BN ITI EFIRAYYY I XLIdINDIINTINAY

o8 os6L o8L oLL 09¢L oSt ovtL ocL ozL 0L

JROETYINMATIITINNVAZTTILALIAAIVAILYYYIYAET I VNY LY OJANHDNTONI IXHMONYAXNOY X JOHUTYHAATE LAY RRANTATE 3TN

00L 069 089 oLy - 099 0s9 ors 09 0Z9 019
TYLYXSITANAAIXAOR ¥ dad
(e terirreieed
THLYNATNEHO3OAMTIAQHAN I DANANY AN I d ITVAANINAY SO LANTY LY NI TIANAA D AOROXLAOTL 0T T XRAN DA ONHA DNAATHI ARMTTYYOY
009 06S 08§ oLsS 09§ 0s§ ors 0ts ozs 01§
OAXAXIXAIYIVYATYYH a dad

(N R SRR RN RN
HEAEL0UTADAAYNYANGIOI TS THLIASYONYASIAAIYIVATYYAALYI6TIHEEYY EAVUROUTNOQTTI JAOLY JNRHE I I@HOTAZIAI LY I OER

005 X 94 ogr oLY o9 oSy or?y ocy ozy oty

XOJANQIYASNIAXYT 81 'ON QI 038
FEE e et

THLOAMMATLATINDIMOHYTIHYAATYAUONNHIYAINIAXTT6QITYXLITOMNINYOVLIAd TYIRAOAITAINIGIIANTAIITYIOVATYAYLRENY

ooy 06¢€ 08¢ 0Lt 09¢C 0S¢ or¢ (AW 0z 01¢C

IdUSMIYIUAOLYLIOITATIADAIINTIACENIdLININGLIHAOATICADNYITONEYYNLONIHAALALHMLIYANI3AIDdY TUYNAEdIHOBAYAL

0ot 067 082 oL 092 0s? ore oge 02z 01z

HINO@IALAIEOATOOTLASITOLALINTTINTAHOTORATLI ATAATIZOHAEIIATINOHOE S TIOOOOYTLI XNGHIA T 6HLIANANY I IAHYA S L

002 061 081 oLY 091 05T ovY 0C1 0zt 011
0dTALYINTAXABAININLATTITIIVEAEN] 91 ‘OH aQI 03§
AR R RN AR R RN NN RN

T3 INAROITALNINTAXEAININLATITZTVEd SNAAINOOEAMIDANOLLAIYNULIAALTOIBTOAYYYINSTLOT TSI 64OTIHUNOATY LK

001 06 08 oL 09 0S R4 o¢ 0z ot



PV 7327 - 7¢

24 /84

5L *I90
.dB<MMhh(<ﬂ20k:HHHID>MZO<dMH<M0k<Dh0ﬁ<ZiOZMOQZMJOOHOOOmMHoth<mH>¥N>>h:28
oL6 096 0S6 oY6 0¢€6 0C6 016
OHmmHHQmemHAkZuHumeHm2<<>DZL<mmHDOZ¢>hmmZﬁQﬂ(&aqqOMQ<H>Q¥xUOA<AmJuQMmA<JHN<H»J&I>¥Qm<>000u%>0ru%>m
006 068 [oR:]:] oLS owa. 0S8 or8 [VRn:] 0zo [cR:]

008 06L oesL oLL 09L oSt orL otL oL 0T

mHomx<HmAaﬁ>mhme<%24quh>&m»mu<0k<<<<k<0muH>Zﬁﬁxmm%>u=20MAO¥HH¥¥202<0xZOm>k0»zQ<2>>um<o<om>:q»qmqum

00L 069 089 oLS 099 0Ss9 or9 (R} 0T 019

AihmxHMK!DDmO%kqmuokkhO?¥m:d?2u¥N><Q¥:<MN¢mOHA¥A&HmZuN<>mH>mkOIOEEIOW<uuhbxrmzoﬁaOwboﬁ>>uou><140h<u<

009 06§ 08s oLsS 09S 0SS oys 0€sS (XA 0ts

§d0XXALIAAIVIVAIAY

RN RRRR AL

zm»muqu>0m><x¥m¥uuUMq<dth9>W<O¥<»FHoo&<mﬂ>ﬂ4<¥nqumqumm<>ma<gq<¢mﬂ>nHau?dedKQOObHOU<UHuwhkxduouz

00S o6V [oX: 24 oLY 03?Y osY ovy oty ozy R AS

Aiq:ﬂlkkrh>qDou30144m2<>Hm<HmO%ZEm<»uzQO>JAmzmm»huq032ur<o<m&om4<HIoOxﬁqmumHDquw%LmHUXHUmOJ<>OhIH!4
007 06¢€ 08¢ oLe 09¢ 0S¢ oreg oce 0zt ot¢
mmmmzwmhmbo&x&mouH>uuwm>r><qq>mmdebhAumeHIQOmHmoooz>uHOzm><¥ﬁoxm:H>&>Fk:<¥>2muQIUa>tdm<DHau:Om><4m

00¢ 062 082 oLz 092 0s? ove oce 0zt 012
,‘rZoomsEE‘oZooumzmSoH»o?ﬁqHooﬁngoQSumimém:w§mmHmdoaomimumom TAGIMNGNIAIGNLIGIAAHGIZAYOTIL
002 0671 09T oLt 097 0sT orY ocT 021 011

TIC{3dd JAARDdTALA ILTAAETANINEd TTIIVY 6 ENDIAIDOLAMIOdANIELAINNYLIRALT DISTOAVYYATITYATITUIILINTTILYLEOOELH

00T 06 08 oL 09 0s oy 0c (o4 [eB¢

3 dad



25174y

205 —

ne —| By, 8

66 —I|

/p

3.5-2 vsunuté

pBB3.5-2(N)
13.5Kb

X bal

P - polyhedrinovy prométor:

Obr.

20

PV 1323 - 7%




PV 7323 - 9%

26744

RNAaL'———--LD)
Stds | -
kb

Origin

9.5
75

4.4

24

1.4

23 1 15 23

Cbr. 9



Py 73238 - 7%

21744

ANA AL - — o P ¢ — — — —|origin
Stds
kb
9.5
s | =
4.4 °
® e -||® o @ © o
° .
2.4
13
1.4
-~
" 15 23 11 15 23 1 15 23

Obr. 9



PV 1323 —9¢

28744

’.'.
RNA | LSS 1 S Origin
Stds . : -
KD . .
L) ®
L -
9 5 . 'Q':c' ._’. ;
7.5 "
4.4
® - - - » - .
2.4 8 .
1.4 F ) "‘g
.;! - . L q"'/
*
1 15 23 11 9 15 23| |1 15 23

Obr. 9



PV 7325 — 94

29 /44

— M1AUS — B1A — AustB1 — PCR3.5 -~ PCR2.5

N

DNA

Stds

kb

1

4
6

23

3
0
6

9

6

4.4
2,
2.
0

10a

Obr.



FPVA4323 —7¢

30/44

Stds

23.1
9.4
6.6
4.4

2.3
2.0
0.6

10b

Obr.



PV 7323 -4

31/44




PV 4723 - 9%

S04

Obr. 12



PV 73273 ~ 9«

53741

1ua1peId [N

Wupgz @ AN

VNd-atd

TOEN BITIETOW

BET "190

Tw/uslqo Audualay

ST0 7

0S50 7

SLO 7

ol -

aro/muAzud BITATINY

nnutu ez



Py 7323 ~ 74

34/ 44

agT "Iqo

a1oyeal aatr3oupal axd (Tw)wslqo Audusisy

Vv 0€ESTSTTOTEISTLTIOISTISOSTO g V
; PO LT " Ty e an "

TeTIo38W ANOMSTPOUDAA
dOTTH wWucD

AOIDY IR
BUBA RAOTNNSTOW

I
m

It
<




PV 7323 — 74

35744

1
0 5 10 15 20
Obr. l4a Cislo frakcie

M.W. (kDa)
05 —
z A = molekulova véha
116 — markerov
97.4 —4°

66— |

By [

12 13 14 15 16 A

T e EEE :
A6 7 8 9 1011

Cislo frakcie

Obr. 14b

RN
Wy,

i o O3 SE0 651D O G- TTD 659 o~ - o

6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Cislo frakcie

Obr. l4c



b

10

Molekulovéa
vaha (kDa)

97 f{— |

L

=

Py 7328 - 7¢%

56/ 44

T i 1

. 10 15 20
Cislo frakcie

Obr. 1l5a

1ne
66|
L5

23

A B4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18

Cislo frakcie

molekulova véaha

A:
markerov
B = ConA H11lOD

vychodiskovy materidl

Obr. 15b



t (OD o 405 nm/min/mg)

& ucéinnos

k

Specic

.

PV 1323 -2¢

37/ 4

12

4 6 8 10 12 14 16 18

Cislo frakcie

—B8— fenylalanin

—A— lyzin

—6— leucin

—e— K-kyselina glutamova

—#— metionin

Obr. 1l5c.



39/ 44

PV 73273 - 74

8000 (—
>
S 6000
S D = RF3 dublet
kS
o L = spodny pés
— 4000
g U = horny pés
o
o)
RS C = kontrola
% 20001
>
o)
A  consmm—" —— ey C—1
D U L U+L
Obr. l6a
w0
‘2 2000
G
o
5
0
0
&, 1500 |+
>
o
(o]
3
o 1000}~
—
©
1
S
€ 500}
L g J 719
g ¢ Q [d‘
o pp ) Q
5 &
_S _8 D U L U+L
Obr. 16b



PV 4323 ~ %

39/4/

H11A

HI11S

Obr. 17a
O

T T

|
el

1

O

g
O <t

_
oo

aoTedAa b T eu jyoorlea 39204

12,000
10,000 —

T

2,000 -

1,500 -
1,000

TWeTOIUOY S TueuacIod A 19X AAISD 230UAYN

]
o
2

HITA

H11S

Obr. 17b



inhibicia

%

inhibicia

Q
°

100
30

80}

70

60
50

L0
30

20
10

Py 4323 - 9%

50144

1

Korelacny koeficient 0,8215

T
(o]

T
[¢]

L0

30

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 S0 100

% Gcinnost'

Obr. 18a)i

Korelacny koeficient 0,5838

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100

% ucinnost

Obr. 18a)ii



icia

inhib

Q
o

-

inhibicia

o
°

PV 1323 - 7%

04744

100
90 Korelacny koeficient 0,7649
80 S
70 F 8
60 - ©
o
50 i /
L0 o °
30
20T
(o]
10
Ol le s J
0 10 90 100
% Ucinnost
Obr. 18b)i
Lor
Korelacny koeficient 0,5743
30 o
(o]
. o
20 |
o
/80
o
o]
0 10 20 30 4O 50 60 70 80 90 100

% ucinnost'

Obr. 18b)ii



PV #3743 - 9%

4L/ 44

. 19

Obr

i«

1%

Cbr.



43/44

Xhbal

/P pBB3.5-2(N)
13.5Kb

Ncol

BamHlI

F#;Jffr_~¢J-Xbm
3 _5-2 vlozené :

P = polyhedrinovy promotor

Obr. 20

Py 7723 - %%



PV 7323 -%¢

1414

Kontroly

Stds

Stds

H110D

£

21

Obr.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

