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(57)  Anotacia:

Monoklonalne protilatky, ktoré rozoznavaji C-koniec-
(terminus) H1 so sekvenénym usekom 187 aZ 211 a N-
-konce H2B so sekvenénymi isekmi 1 az 35 a 36 az 76,
t. j. peptidové sekvencie, ktoré vytvaraji krizové reak-
cie s autoprotildtkami (antihistonovymi protildtkami).
Monoklonalne protilatky na vyrobu antiidiotypovych
protilatok so schopnostou rozpoznat v telesnych teku-
tinach pacientov so SLE autoprotilitky. Stanovenie
diagnézy SLE je uskutoZnitené so zvySenou istotou a
monoklonalne protilatky proti autoprotilatkam su tiez
vhodné na vyrobu prostriedkov na terapiu SLE.
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Oblast techniky

Vynalez sa tyka monoklonalnych protilétok s antigén-
nymi alebo imunogénnymi determinantmi, ktoré st rozo-
zndvané protildtkami v telesnych tekutinach pacientov, kto-
ri ochoreli na systémovy Lupus erythematodes (SLE).

Doterajsi stav techniky

Choroby z okruhu ,reumatickych foriem” st charakte-

rizované mnoZstvom klinickych prejavov a Sirokym spek-
trom autoprotilitok. Tieto protildtky si namierené proti
roznym sifastiam normélnych buniek. Medzi uvedené o-
chorenia patri systémovy Lupus erythematodes (SLE), kto-
ry samdZe vyskytovat spontanne alebo mdZe byt’ vyvolany
liekmi. Pri SLE sa obzvladt’ vyskytuju protildtky proti su-
gastiam bunkového jadra (antinuclear antibodies, ANA-s),
Ku ktorym patri okrem inych dvojzavitova deoxyribonukle-
ovéd kyselina (DS-DNA) a histénové bielkoviny (histony),
ribonukleové kyselina (RNA), komplexy DNA a histonov a
enzymy. Histony pozostavaja z viacerych druhov proteinov
(bielkovin), tzv. core-histonov H2A, H2B, H3 a H4, ktoré
jemozné ndjst’ v nukleozémoch, a linker-histonov H1 a HS,
ktorym sa pripisuju spojovacie funkcie pri vystavbe chro-
matinu. Mnohokrat sa skifalo korelovat poletnost’ auto-
protilatok proti $pecidlnym antigénom s uritymi obrazmi
reumatickych ochoreni.
Zistilo sa, Ze pri SLE sa hromadne vyskytujii autoprotilitky
proti histonom (AHA-s, antihisténové autoprotilitky). Ako
preukazna metéda sluZi obvykle ,.enzyme-linked immuno-
sorbent assay” (ELISA), pri ktorej sa testuji séra pacientov
a zdravych porovnavacich osGb proti preistenym bunko-
vym Castiam (1. j. antigénom). Ako antigény sa pri teste po-
uZili pri SLE-sérach medzi inymi ¢isté histony.

Doplnkovo sa ako antigény pouZili tie? syntetické pep-
tidy alebo peptidy ziskané odburanim prirodnych histénov,
priom tieto peptidy boli tvorené Ciastonymi sekvenciami
spomenutych histénov.

Pritom sa ukézalo, Ze pri pouZiti jednotlivych histonov
a histénovych peptidov nie je pocetnost’ pozitivnej reakcie
pri ELISA teste vy3¥ia ako cca 50 %, a Ze poletnost pozi-
tivnej reakcie pri sérach pacientov s inymi reumatickymi o-
choreniami je vel’ka (falosne pozitivne vysledky).

Tak bolo nedavno v jednej $tadii o prediktivnej hod-
note identifikicie AHA-s pri pacientoch s SLE (pomocou
LE-bunkového testu), Smeenk at al, Scand. J. Rheumatol.
Suppl. 56, 78 - 92 (1985) konstatovans, Ze hoci 95 % pa-
cientov so SLE bolo v LE-teste pozitivnych, pravdepodob-
nost’, Ze pacient s pozitivnym LE-testom m4 skutoéne SLE,
jelen27%.

Podstata vynalezn

Uvedené nedostatky do znatnej miery odstrafiujii mo-
noklonalne protilatky na vyrobu preparatov na diagnostiko-
vanie a terapiu systémového lupusu, ktorych podstata spo-
¢iva v tom, Ze majil schopnost’ pri sekvenciach aminokyse-
lin

1. KPKAA KPKAA KPKAA
KPKKA APKKK

2. PEPAK SAPAP KKGSK
KAVTK AQKKD GKKRK
RSEKE

3.SYSVY VYKVL KQVHP

DTGIS
VNDIF

SKAMG IMNSF
ERTIAGE

rozpoznat' tak sekvenciu 1. ako aj sekvenciu 2. alebo tak
sekvenciu 1. ako aj sekvenciu 3. Takto sa zlep$i prediktivna
hodnota diagnostickych testov pre SLE, t. j. zvy$ sa pomer
percent skutoéne pozitivnych proti falodne pozitivnym a ta-
kisto aj schopnost’ vediet' produkoval’ monoklonélne proti-
latky s antiidiotypovymi protilatkami, ktoré svojou Speciti-
citou presne odpovedajli autoprotilatkam pacientov so SLE.
Rovnako existuje d’aldia tloha - produkovat’ antiidiotypové
protilatky (monoklonélne protilatky), ktoré Gidinkuju proti
tymto monoklonalnym protildtkam, pripadne proti autopro-
tilatkam pacientov so SLE.

Vo vyhodnom rieSeni si sekvencie aminokyselin modi-
fikované inzerciou a/alebo deléciou, afalebo substiticiou,
pricom ich antigénne alebo imunogénne vlastnosti zosta-
vajii zachované.

V dalSom vyhodnom rieSeni s0 sekvencie aminokyselin
modifikované peptidickymi vizbami, ako

-CON(CH,)-, -CH,-CH,-, -CO-CH;,-.

V ete dalSich vyhodnych rieSeniach aminokyselinova
sekvencia 1. obsahuje uisek sekvencie 187 - 211 histénu HI1
(C-koniec) alebo jeho &asti s aspoil jednym antigénnym a-
lebo imunogénnym determinantom (epitopom), aminoky-
selinové sekvencia 2. obsahuje Usek sekvencie 1 - 35 histd-
nu H2B (N-koniec) alebo jeho Casti s aspofi jednym anti-
génnym alebo imunogénnym determinantom (epitopom)
alebo aminokyselinové sekvencia 3. obsahuje tsek sekven-
cie 36 - 76 histonu H2B alebo jeho Casti s aspori jednym
antigénnym alebo imunogénnym determinantom (epito-
pom).

Testovali sa nasledujuce prirodné a umelé peptidy:
Aminokyseliny boli oznadené skratkami podla jedno-
pismenového kodu (one-letter-code): GLY=G, ALA=A,
VAL=V, LEU=L, ILE=I, PHE=F, PRO=P, SER=S,
THR=T, CYS=C, MET=M, TRP=W, TYR=Y, ASN=N,
GLN=Q, ASP=D, GLU=E, LYS=K, ARG=R, HIS=H.

Histénové H1 peptidy

H1-N-koniec (terminus): 3 - 31
APAAP AAAPP AEKTP VKKKA AKKPA
GA

H1:55-75
R SGVSL AALKK ALAAA GYDVE

H1:97-116
TKGTG ASGSF KLNKK AASGE

H1:76-116
KNNSR IKLGL KSLVS KGTLV ETKGT
GASGS TFKLNK KAASG E

H1: 66 - 116

ALAAA GYDVE KNNSR IKLGL  KSLVS
KGTLV ETKGT GASGS FKLNK

KAASG E

H1:55-166

R SGVSL AALKK ALAAA GYDVE
KNNSR IKLGL KSLVS KGTLV ETKGT
GASGS TKLNK KAASG E
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H1-C-terminus: 187 - 211
KPKA AKPKA AKPKA AKPKA APKK
K

Histénové H2B-peptidy

H2B:1-35

PEPAK  SAPAP KKGSK KAVTK
AQKKD GKKRK RSEKE

H2B: 36 - 76
SYSVY VYKVL KQVHP DTGIS
SKAMG IMNSF VNDIF ERIAG E

H2:77-93

ASRL AHYNK RSTIT SRE
H2B: 94 - 105

IQ TAVRL LLPGE

H2B: 106 - 113

LAKHA VSE

H2B: 113 - 125

GTK AVTKY TSSK

H2B: N-term.1-21
PEPAK  SAPAP KKGSK KAVIK A

H2B: N-term.4-11
AK SAPAP K

Histonovy H2A-peptid
H2A-N-terminus
SGRGK QGGKA RAKAK TRSSR AG

Histénové sekvencie:

H2A:

SGRGK QGGKA RAKAK TRSSR  AGLQF
PVGRV

HRLLR KGNYA ERVGA GAPVY LAAVL
EYLTA

ELLEL AGNAA RDNKK TRIP RHLQL
AIRND

EELNK LLGKV TIAQG GVLPN IQAVL
LPKKT

ESHHK AKGK.

Testom ELISA sa mapovali epitopy autoprotilatok zo
122 reumatickych a SLE-sér s peptidmi H1, H2B a H2A.
80 % sér so SLE a 68 % vSetkych sér reagovalo pozitivne
tak proti C-koncu H1 ako aj proti N-koncu H2B. Kombina-
ciu obidvoch oblasti je tymto moZné povaZovat za marke-
rova sekvenciu a preto ako rozliSovacie kritérium pre pa-
cientov so SLE. Tak Struktirne dita, ako vypotty antige-
nity a homologické epitopy autoprotildtok, produkovanych
in vivo a in vitro, pod¢iarkuj dominantny antigénny cha-
rakter N-konca H2B a C-konca H1.

Pre ELISA test (Enzyme-linked-immuno-sorbent-
-assay) sa pouZili moduly F16 firmy Nunc so Specidlne vy-
soko aktivovanym povrchom. Podl'a usporiadania testu boli
na povrch mikrotitraénej dosti¢ky viazané alebo testované
protilatky (priamy test ELISA, pripadne sendvicovy test)
alebo antigén (nepriamy test ELISA). Antigény sa rozpus-
tili v koncentracii 50 pl/ml v 0,05 M karbonatovom pufti,
pH 9,7. Roztoky protilatok, bunkové suspenzie a vzorky
mocu sa zriedili v pomere 1 : 3 v rovnakom pufii a po
100 pl pipetovali na mikrotitraéné dosticky. K naviazaniu

doslo za 24 hodin pri 4 °C. Po vyprdzdneni jamiek nasle-
dovalo budici defi zablokovanie reaktivnych skupin mik-
rotitragnej dosticky pri 36 °C 250 ul roztoku blokatora na 1
jamku. Pouzili sa rézne roztoky blokétora: 05 %
(hmotn fobj.) Zelatina v PBS/azide, 1 % (hmotn. /obj.) BSA
v PBS/azide, 5% (hmotn./obj.) BSA v PBS/azide, 10 %
(obj./obj.) konské sérum v PBS/azide. Potom nasledovalo
pridanie 100 pl suspenzie bunkovej Kultiry (primarne pro-
tilatky), pripadne sér zriedenych 1 : 250 a jednohodinova
inkubdcia pri izbovej teplote v tme. Po jednorazovom
oplachnuti mikrotitratnej dosticky roztokom Tweenu (po-
zostavajiiceho z 0,1 % obj. Tweenu 20 a 150 mM NaCl) sa
pripipetovalo 100 pl konjugatu (0, 3 % obj. kralici-
anti(my8i-lgG) IgG-HRP, pripadne kralidi-anti(fudsky-
IgG)IgG-HRP) a inkubovalo 1 hodinu pri izbovej teplote.
Nenaviazané protilatky sa odstranili patnasobnym oplach-
nutim roztokom Tweenu. Chrenova peroxidaza, naviazana
na kréli¢ie, pripadne ovéie protilatky, katalyzovala po pri-
dani 100 pil Mcllvainovho pufra (116 mM dihydrat dihyd-
rogenfosforefnan sodny, 42 mM kyselina citrénova a
1.5mM ortofenyléndiamina 0,9 mM peroxid vodika) za
tmy farebnit reakeiu, zastavend pridanim 100 pl 2 M kyse-
liny sirovej. Extinkcia v réznych jamkach bola po kalibracii
proti slepému pokusu stanovena fotometricky pri 490 nm
na pristroji Minireader II a vyjadrené boli takto ziskané
hodnoty.

Testom ELISA sa na protilatky testovalo 122 sér so
SLE. Testovacie pokusy ELISA ukézali, e N-terminalova
oblast’ (1 - 35) H2B a C-termindlova oblast (187 - 211) H1
prednostne predstavovali epitopy protildtok SLE. Prave tak
sa ukazalo ako zvIast vyhodné zriedenie 1 : 250 na obsiah-
nutie Sirokého spektra sér s vysokym alebo nizkym titrom v
ELISA teste. Hlavny zretel sa pri tom bral na IgG-
-autoprotilatky.

Vysledky boli vyhodnotené nasledovne: pacientov E-
LISA test bol len vtedy pozitivny, ak obidve extinkcie boli
vélsie ako 0,2 (cutt off = 0,2 z merania slepého pokusu a
korekény faktor pri prekroeni va&fom ako 0,2) a boli zre-
tel'ne vysie oproti vietkym ostatnym peptidom.

Z0 122 sér bolo 68 % pozitivnych vzhfadom na pepti-
dovi kombindciu. Tychto 122 sér sa rozdelilo na 80 SLE-
-sér a 42 reumatickych sér. Z 80 pacientov s lupusom bolo
80 % pozitivnych na HI-CT a E1, zatial' & zo 42 reuma-
tickych pacientov bolo este 45 % pozitivnych na H1-CT a
El. Preto N-terminalové oblast H2B (1 - 31) a C-terminé-
lova oblast H1 (187 - 211) predstavuji hlavne zachytené
antigénne determinanty autoprotilatok pacientov s lupusom.
Kombindicia obidvoch tychto peptidov takto mozZe sliZit a-
ko rozliSovacie kritérium na klasifikéciu pacientov so SLE
proti reumatickym pacientom.

Priklady uskutocnenia vynalezu

Aby sa podla tohto vynalezu pripravili monoklondlne
protilatky (antihisténové protilétky), i€inkujice proti auto-
protilitkam v telesnych tekutinach pacientov so SLE, po-
stupovalo sa v tomto vynaleze nasledovne (schéma I);

1. Analyza histénovych sekvencii (matem. model).

2. Predpovedanie antigénnych oblasti.

3. Syntéza peptidov zodpovedajicich antigénnym oblas-
tiam.

Peptidy boli pripravené Clastoéne volné, &iastoéne viazané
na nosi¢ (TentaGel).

4a. Imunizicia zvierat (mySi) syntetickymi peptidmi, zod-
povedajucimi bodu 3; tieto peptidy sa musia pouZif vo
forme viazanej na nosi¢ (napr. TentaGely).
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4b. Imunizicia buniek sleziny in vitro syntetickymi pep-
tidmi, zodpovedajiicimi bodu 3. Tu sa méZu pouzir’ volné
alebo viazané peptidy.

5. Izolacia buniek sleziny a fazovanie s rakovinovymi bun-
kami na hybridémové bunky, selekcia jednotlivych (pozi-
tivnych) klonov.

6. Izolacia vylutovanych antihistonovych protilitok (A-
HA).

7. Skusky 3pecificity a aktivity umelych AHA ELISA me-
tddou so syntetickymi peptidmi z bodu 3 ako antigénmi.

Aby sa pripravili antiidiotypové protilatky pre tento
vynalez, postupovalo sa podl'a tohto vynilezu nasledovne
(schéma IT):

1.1. Vyber antigénu:

Antigénom je napr. epitop na autoprotilatkach v sére pa-
cientov so SLE protihistonovym peptidom H1 (187 - 211) a
H2B (1 - 35) alebo

1.2. zodpovedajuci epitop na monoklonalnych protilatkach,
ktoré boli vyprodukované proti tejto peptid/peptidove;j
kombinacii.

2. Ziskanie antigénw/antigénov.

2.1. Frakcia protilatok zo SLE séra je zahustend obvyklymi
postupmi.

2.2.1. Autoprotilatky, ktoré obsahuju epitopy definované
podla bodu 1, sa zo zahustenych protilitkovych frakeii se-
lektivne izolujli afinitnochromatografickymi postupmi. Na
tento el st peptidy, definované v bode 1, chemicky alebo
adsorpéne naviazané vhodnymi postupmi na vhodné nosi-
de.

Alternativne je tieZ moZné tieto peptidy na vhodnych
materidloch, napr. TentaGeloch, syntetizovat’. Je tie mo3-
né najskor nasadit’ zahustent frakeiu protilatok SLE-séra na
kolénu s konjugatom nosi¢-H1(187 - 211), premyt’ a proti-
latky naviazané na konjugat eluovat vhodnou metodou.
Této autoprotilatkové frakcia sa potom v druhom kroku ve-
die cez kolénu s konjugatom nosié-H2B(1 - 35). Sledované
protilétky s dvojakou Specificitou (alebo kriZcnou $pecifi-
citou) sl potom zadrZané a mdZu sa po premyti eluovat
vhodnymi metodami. Poradie afinitnych krokov je tieZ
moZné zamenit, teda najskdr nasadif nosi¢-H2B (1 -
- 35) a potom nosié-H1C.

2.2.2. Monoklonalne protilatky, ktoré obsahuju dvoj$peci-
ficky epitop, zodpovedajuci bodu 1.2, sa izolované podla
schémy 1 6. a precistené.

3. Imunizaény postup

3.1. Imunizécia in vivo

Autoprotilatky, ziskané podl'a bodu 2, pripadne mono-
klondlne protilétky, sii pouZité obvyklym spésobom na i-
munizaciu vhodnych pokusnych zvierat. Mézu sa pouzit
volné alebo naviazané na vhodnych nosidoch, napr. Tenta-
Geloch.

3.2. Imunizécia in vitro

Autoprotilatky, ziskané podla bodu 2, sa mdzu pouzit
na imunizaciu buniek sleziny vhodnych pokusnych zvierat
in vitro podl'a znAmych postupov.

4. Izolacia buniek sleziny, ktoré produkujit protilatky a ich
fuzia s vhodnymi rakovinovymi bunkami za vzniku hybri-
domovych buniek.

5. Selekcia a vypestovanie jednotlivych klonov.

6. Izolacia a Cistenie monoklondlnych antiidiotypovych
protilatok.

Je tieZ moZné izolovat’ namiesto bodu 3 B-lymfocyty z
krvi pacientov so SLE (alebo zvierat s autoimunitnou cho-
robou), fuzovat’ ich s nadorovymi bunkami a zo ziskanych
hybridomovych buniek izolovat tie klony, ktoré maji ¥pe-
cificitu definovani v bode 1. Identifikacia tychto klonov sa

robi obvyklymi testami, napr. technikou ELISA, s pouZitim
podla tohto patentu vhodnej kombinacie peptid/peptid.

Je jasn¢, Ze urlenie koncentracie autoprotilatok (anti-
histénovych protilétok) pacientov so SLE nie je ohranicené
len na techniku ELISA.

Koncentricia AHA mdZe byt stanovena tie technikou
RIA (Radio-immuno-assay) s pouZitim radioaktivne znace-
nych N-terminalovych peptidov z H1 alebo fluorescenénym
imunostanovenim s pouZitim fluorescentne znacenych N-
-terminalovych peptidov z H2B a C-terminalovych pepti-
dov z HI. Odbornikovi je zrejmé, 7e ddkazy a stanovenie
koncentracie AHA je moZné uskutodnit’ nielen v sérach, ale
aj v dalSich telesnych tekutinach a sicastiach, napr. v mogi.

Podra tohto vynalezu sa ukazuje, Ze antigénne determi-
nanty histonov H1 a H2 m6Zu byt charakterizované tak u-
melo pripravenymi monoklondlnymi protilitkami, ako aj
Tudskymi patogénnymi autoprotilitkami. Aby sa zlepsila
antigenita velmi konzervativnych a slabo imunogénnych
histonov, naviazali sa precistené triedy histonov, pripadne
vybrané syntetické peptidy, na rozliéné nosice.

Z in vivo imunizacie histonovym komplexom, ktory
bol zosietovany glutaraldehydom, vznikla IgM-protilitka
(1/A8/B1) proti konformatnym antigénom. In vivo imuni-
zacia pomocou histonu HI, naviazaného na Eupergit C,
poskytla tri d’alSie monoklonalne IgM-protilatky 1/H4/C3
(IgG2a) , 1/H4/C6 (IgG2a) a 1/H4/C10 (IgG2a) , vietky s
kappa-3pecificitou l'ahkého retazca. Epitop tychto troch
monoklonalnych protilétok leZal na C-konci H1 (187-211).
KriZova reakcia protilatok s T-koncom H2B (22-35) m4 u-
kazat' sekveninil a nabojovi homoldgiu obidvoch termi-
nilovych histonovych oblasti. Na in vivo imuniziciu sa po-
uZili dva N-terminalové peptidy z H2B, naviazané na Eu-
pergit.

Ako antigény boli pouZité volné histony, voIné peptidy
a peptidy naviazané na nosici. In vitro imunizacia poskytla
jednu IgG2a-protilitku s retazcom kappa, ktorej epitopom
je tiez C-koniec od HI.

Podla tohto vynilezu sa mohli TentaGely uspeine pou-
Zit’ ako novy synteticky nosi¢ na in vitro imunizaciu. Ten-
taGely predstavuju novii triedu naockovanych kopolymér-
nych ¢astic, ktorych polystyrénové jadro je obklopené
wketkovitym” lemom 2 polyoxyetylénu. Tieto nosice sa
mézu pouZit' v jednokrokovom postupe ihned’ po peptido-
vej syntéze na in vitro imunizaciu. TentaGely sa vyznadujt
velmi dobrou biokompatibilitou, chemickou inertnostou,
ZlepSenou hyrofilnostou a nie na poslednom mieste opti-
malnou expoziciou uniformnych hapténovych Struktir na
kontakt s imunokompetentnymi bunkami.

Priemyselna vyuZiteI'nost’

Ziskané monoklondlne protilatky sa pouZili jednak v
roznych imunologickych testovacich systémoch, ako je i-
munodifizia, hemoaglutincia, Dot Blot a rézne varianty
ELISA, jednak po naviazani s fluoreskujicim izotiokyans-
tom (FITC} a chrenovou peroxiddzou (HRP) v prietokovej
cytometrii a Western blottingu.

PATENTOVE NAROKY

1. Monoklonalne protitatky na vyrobu pripravkov na
diagnostikovanie a terapiu systémového Lupus erythema-
todes SLE so schopnost’ou pri sekvenciach aminokyselin
1. KPKAA KPKAA KPKAA KPKKA APKKK
2. PEPAK SAPAP KKGSK KAVIK
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AQKKD GKKRK RSEKE
3. SYSVY VYKVL KQVHP DTGIS

SKAMG IMNSF VNDIF ERIAGE
rozpoznat’ tak sekvenciu 1. ako aj sckvenciu 2. alebo tak
sekvenciu 1. ako aj sekvenciu 3.

2. Monoklondlne protilatky podl'a niroku 1 na vyrobu
antiidiotypovych protildtok so schopnostou rozpoznat’ v
telovych tekutinich pacientov so SLE autoprotilatky.

3. Monoklonélne protilatky podla naroku 1 na vyrobu
antiidiotypovych protilatok na diagnostikovanie a/alebo te-
rapiu SLE.

4. Monoklonélne protilatky podla naroku 1 na vyrobu
antiidiotypovych protilitok na eliciu alebo uréenie kon-
centrécie autoprotilatok pacientov so SLE.

5. Monoklonalne protilatky podla naroku 1, vy -
znacujice sa tym, Ze sekvencie aminoKy-
selin su modifikované inzerciou afalebo deléciou a/alebo
substitiiciou, priCom ich antigénne alebo imunogénne
vlastnosti zostavajui zachované.

6. Monoklondlne protilatky podla naroku 5, vy -
znafujice sa tym, % sekvencie aminoky-
selin s modifikované peptidickymi vizbami, ako

-CON(CHj)-, -CH;-CHj-, -CO-CI,-.

7. Monoklondlne prolilitky podla naroku 1, vy -
znafujuce sa tym, Zeaminokyselinova sek-
vencia 1. obsahuje usek sekvencie 187 - 211 histénu Hi
(C-koniec) alebo jeho &asti s aspoti jednym antigénnym a-
lebo imunogénnym determinantom (epitopom).

8. Monoklonélne protilatky podfa naroku 1, vy -
znacujuce sa tym, Zeaminokyselinova sek-
vencia 2. obsahuje \isek sekvencie 1-35 histénu H2B (N-
-koniec) alebo jeho Casti s aspoii jednym antigénnym alcbo
imunogénnym determinantom (epitopom).

9. Monoklonalne protilatky podla ndroku 1, vy -
znacujhice sa tym, Zeaminokyselinova sek-
vencia 3. obsahuje sek sekvencie 36 - 76 historiu H2B a-
lebo jeho &asti s aspofi jednym antigénnym alebo imuno-
génnym determinantom (epilopom).
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