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Cirkuldrné permutovani agonisté receptoru erythropoietinu y

Oblast techniky

Vyndlez se tykd agonistd receptoru lidského erythropéietinu (EPO). Tyto agonisté
receptoru EPO si zachovavaji jednu nebo vice aktivit nativniho EPO a také mohou vykazovat
zlepSenou stimulujici aktivitu na hematopoietické buitky a nebo zlepSeny aktivitni profil, ktery
muze zahrnovat sniZeni neZadoucich biologickych aktivit spojenych s nativni EPO a nebo mit
zlepSen¢ fyzikalni vlastnosti, které mohou zahrnovat zvyienou rozpustnost, stabilitu a u¢innost

skladani.

Dosavadni stav techniky

Kolonie stimulujicich faktord, které stimuluji diferenciaci nebo proliferaci bun€k kostni
dfeng, vyvolaly jiZz davno velky zajem, pro sviij terapeuticky potencial pfi obnoveni sniZenych

hladin krvetvornych kmenovych bungk - odvozenych bungk.

Erythropoietin je ptirozen& se vyskytujici glykoproteinovy hormon s molekulovou
hmotnosti, ktera se nejprve udévala jako asi 39000 daltont (T. Miyaki aj., J. Biol. Chem., 252:
5558-5564 (1997)). Zraly hormon mé délku 166 aminokyselin a "prepro" forma hormonu se
svym vedoucim peptidem méd délku 193 aminokyselin (F. Lih, US patent 4,703,008). Zraly
hormon mé molekulovou hmotnost vypo&tenou ze sekvence svych aminokyselin 18399 daltont
(J. K. Browne aj., Nature, 313: 806-810 (1985), K. Browne aj., Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol. 5: 1693-1702 (1986).

Prvé mutantni erythropoietiny (napfiklad analogy erythropoietinu), ptipravené
substitucemi a delecemi aminokyselin, vykézaly sniZenou nebo nezlepienou aktivitu. Jak se
popisuje v US patentu 4,703,008, nahrada tyrosinovych zbytkii v polohdch 15, 40 a 145 zbytky
fenylalaninu, nihrada cysteinového zbytku v poloze 7 histidinem, substituce prolinu v poloze 2
asparaginem, delece zbytkli 2-6 a delece zbytkl 27-55 nevede k zfejmému zvyseni biologické
aktivity. Mutace Cys-aZ-His eliminuje biologickou aktivitu. Série mutantnich erythropoietinii
s jedinou substituci aminokyseliny na asparaginovych zbytcich 24, 38 nebo 83 vykazuji silng
sniZzenou aktivitu (substituce v poloze 24), nebo vykazuji rychlou mezibunéénou degradaci a
zfejmy nedostatek sekrece (substituce v poloze 38 nebo 183). Eliminace O-spojeného mista
glykosylace na serinu 26 vede krychlé degradaci nebo nedostatku sekrece analogu
erythropoietinu (S. Dube aj., J. Biol. Chem., 33: 17516-17521 (1988)). Tito autofi vyvozuji, Ze

mista glykosylace na zbytcich 38, 83 a 126 jsou nutné pro spravnou sekreci a Ze mista
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glykosylace lokalizovana na zbytcich 24 a 38 se mohou ucastmt na biologické aktivité zralého

erythropoietinu.

Deglykosylovany erythropoietin je pln& aktivni v biotestech in vitro (M. 8. Dorsdal aj.,
Endocrinology, 116: 2293-2299 (1985), US patent 4,703,008, E. Tsuda aj., Eur. J. Biochem. 266:
20434-20439 (1991). Avsak vieobecné se uznavé, Ze glykosylace erythropoietinu ma klidovou
tlohu v aktivit¢ hormonu in vivo (P. H Lowy aj., Nature 185: 102-105 (1960), E. Goldwasser a
C. K. H. Kung, drn. N. Y. Acad. Science 149: 49-53 (1968), W. A. Lukowsky a R. Painter, Can.
J. Biochem. :909-917 (1972, D. W. Briggs aj., Amer. J. Phys., 201:1385-1388 (1974), J. C.
Schooley, Exp. Hematol. 13:994-998, N. Imai aj., Eur. J. Biochem. 194: 457-462 (1990), M. S.
Dorsdal aj., Endocrinology, 116: 2293-2299 (1985), E. Tsuda aj., Eur. J. Biochem. 188: 405-411
(1990), US patent 4,703,008, K. Browne aj., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 51: 693-
702 (1986) a K. Yamaguchi aj., J. Biol. Chem., 266: 20434-20439 (1991). Pokud se nedostava
deglykosylovanym analogim in vivo biologické aktivity, pfi¢itda se rychlému mizeni
deglykosylovaného hormonu z ob&hu odetfovanych zvifat. Tento nizor podporuje piimé
srovnani polo¢ast glykosylovaného a deglykosylovaného erythropoietinu v plazmé (J. C. Spivak
a B. B. Hoyans, Blood 73: 90-99 (1989) a M. N. Fukuda, aj., Blood 73: 84-89 (1989).

Mutagenese mist glykosylace erythropoietinu fizens oligonukleotidy w¢inn& provétila
funkci glykosylace, aviak dosud selhala pfi porozuméni efektivni strategii pro vyznamné

zlepSeni charakteristik hormonu pro terapeutické aplikace.

Konstruovala se série mutantii s jedinou substituci nebo deleci aminokyseliny zahrnujici
zbytky aminokyselin 15, 24, 49, 76, 78, 83, 143, 145, 160, 162, 163, 164, 165 a 166. V t&chto
mutantech se méni karboxy konec, mista glykosylace a tyrosinové zbytky erythropoietinu.
Mutanty se podévaly zvifatm pfi sledovani hladin hemoglobinu, hematokritu a retikulocytu (EP
¢islo 0 409 113). Zatim co mnohé z téchto mutantd in vivo Zadné nevykazuje vyznamné zvyseni
jejich schopnosti zvySovat hladiny hemoglobinu, hematokritu nebo retikulocytu (bezprostiedni

prekursor erytrocytu) ve srovnani s nativnim erythropoietinu.

Konstruovala se jind mnoZina mutantii, aby se provéfila funkce zbytkd 99-119 (doména 1)
a zbytkl 111-129 (doména 2) (Y. Chern aj., Eur. J. Biochem. 202: 225-230 (1991). Mutanty
domény 1 se rychle degraduji a jsou neaktivni v biotestech in vitro, zatim co mutanty domény 2
si pfi nejlepSim udrZuji aktivitu in vitro. Tyto mutanty také nevykazuji Zadné zvyseni in vivo
biologické aktivity ve srovnani s divokym typem lidského erythropoietinu. Tito autofi vyvozuji,
Ze zbytky 99-119 hraji kli€ovou tlohu ve struktute erythropoietinu.
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Molekula lidského erythropoietinu ma dva disulfidicks r'nﬁstl;S': .jedén spb}ﬁjiici 'c.ysteinové
zbytky v polohach 7 a 161 a druhy spojujici cysteiny v polohach 29 a 33 (P. H. Lai aj., J. Biol.
Chem., 261: 3116-3121 (1986). Mutagenese mist glykosylace erythropoietinu F#izena
oligonukleotidy se pouZila k provéfeni funkce disulfidického mustku spojujictho cysteiny
v polohach 29 a 33 v lidském erythropoietinu. Cystein v poloze 33 se pfevedl na prolinovy
zbytek, ktery napodobuje strukturu mysiho erythropoietinu na tomto zbytku. Vznikly mutant ma
velmi sniZenou aktivitu in vitro. Ztrata aktivity je tak silnd, Ze autofi vyvozuji, Ze disulfidicky
mustek mezi zbytky v polohdch 29 a 33 je podstatny pro funkci erythropoietinu (F. K. Lin,
Molecular and Cellular Aspects of Erythropoietin and Erythropoiesis, strany 23-36, ed. 1. N.
Rich, Springer Verlag, Berlin (1987)).

US patent 4,703,008 pro F. K. Lin (déle oznafovany jako "patent 008") spekuluje o $iroké
fadé modifikaci EPO, vetné adi¢nich, dele¢nich a substituénich analogii EPO. Patent 008
neukazuje, Ze by kterdkoliv z navrZzenych modifikaci zvy$ila biologickou aktivitu sama o sobé,
aCkoliv se konstatuje, Ze delece mist glykosylace by mohla zvysit aktivitu EPO produkovanou
v kvasinkach (viz patent 008, sloupec 37, fadky 25-28). Patent 008 také spekuluje, Ze analogy
EPO, které maji jeden nebo vice tyrosinovych zbytkli nahrazenych fenylalaninem, mohou

vykazovat zvy$enou nebo sniZenou vazebnou afinitu.

Australska patentova piihlaska &islo AU-A-59145/90 pro FIbi, M. aj. také diskutuje fadu
modifikovanych EPO proteinti (EPO muteiny). Obecné se spekuluje o zmé&€né aminokyselin 10-
55, 70-85 a 130-166. Zejména pfidani positivné nabitych bazickych aminokyselin v oblasti
karboxylového konce se povaZuje za zvySujici biologickou aktivitu EPO.

US patent 4,835,260 pro Shoemaker, B. C. diskutuje modifikované EPO proteiny se
substitucemi methioninu v poloze 54 a asparaginu v poloze 38. PovaZuje se, Ze takové EPO
muteiny maji zlepSenou stabilitu, ale neuvadi se, Ze vykazuji jakékoliv zvySeni biologické
aktivity ve srovnani s divokym typem EPO.

WO 91/05867 popisuje analogy lidského erythropoietinu majici v&t3i pocet mist pro
ptipojeni karbohydrati nez lidsky erythropoietin, jako EPO (Asn6%), EPO (Asnl25, Serl27),
EPO (Thr!25) a EPO (Pro!24, Thrl25), |

WO 94/24160 popisuje muteiny erythropoietinu majici zvySenou aktivitu, specificky se
substitucemi aminokyselin v polohach 20, 49, 73, 140, 143, 146, 147 a 154.

WO 94/25055 popisuje analogy erythropoietinu véetn EPO (X33, Cys139, des-Arg166) a
EPO (Cysl39, des-Arg166).



Pfeskupeni proteinovych sekvenci

Pfi evoluci maji preskupeni proteinovych sekvenci dileZitou tlohu pfi vytvafeni
rozmanitosti proteinovych struktur a funkci. Genova duplikace a michéni exonu poskytuji
dileZity mechanismus pro rychlé vytvéafeni rozmanitosti a tim zabezpe€uji organismim vyhodu
soutéZeni, zejména protoze zékladni rychlost mutace je nizka (Doolittle, Protein Science 1: 191-
200 (1992)). | "

Rozvoj metod rekombinantni DNA umoZnil studium u&inkd transposice sekvenci na
skladani, struktury a funkce proteind. P¥istup pouZity k vytvafeni novych sekvenci se podoba
pfirozen® se vyskytujicim pardm proteind, které jsou pkibuzné linedrni reorganizaci svych
sekvenci aminokyselin (Cunningham aj., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76: 3218-3222 (1979),
Teather a Erfle, J. Bacteriol. 172: 3837-3841 (1990), Schimming aj., Eur. J. Biochem. 204: 13-
19 (1992), Yamiuchi a Minamikawa, FEBS Lett. 260: 127-130, 1991: MacGregor aj., FEBS Lett
378.: 263-266 (1996)). Prva aplikace in vitro tohoto typu preskupeni proteindi byl popsan

' Goldenbergem a Creightonem (J. Mol. Biol., 165: 407-413 (1983). Novy N-konec se vybere na
vnitfnim misté (misto zlomu) piivodni sekvence, nova sekvence ma stejné pofadi aminokyselin
jako origindl od mista zlomu, dokud nedosahne aminokyselinu, kters je na mist& pavodniho C-
konce nebo blizko n€j. V tomto mist& se pfipoji nové sekvence, bud’ pfimo nebo pfes dalsi ¢ast
sekvence (spojovnik) k aminokyseling, ktera je na mist& pivodniho N-konce nebo blizko néj a
nova sekvence pokraCuje se stejnou sekvenci jako ptvodni, dokud nedosdhne bod, které je na
mist¢ aminokyseliny, kterd byla na mist® N-konce k mistu zlomu ptivodni sekvence. Tento

zbytek tvoii novy C-konec fetézce.

Tento pfistup se pouZil na proteiny srozsahem velikosti od 58 do 462 aminokyselin
(Goldenberg a Creighton J. Mol. Biol., 165: 407-413 (1983), Li a Coffino, Mol. Cell. Biol. 13:
2377-2383 (1993)). Pfezkouﬁené proteiny pfedstavovaly $iroky rozsah strukturnich tfid, vetné
proteind, které obsahuji pfevazné o-Sroubovnici (interleukin-4, Kreitman aj., Cytokine 7: 311-
318 (1995), B-list (interleukin-1, Horlick aj. Protein Eng. 5: 427-431 (1992) nebo smé&si t&chto
dvou (isomeraza fosforibosyl anthraniltu z kvasinek, Luger aj., Science 243: 206-210 (1989)).

Siroké kategorie funkce proteind jsou predstaveny v téchto studiich reorganizaci sekvenci:




Enzymy

T4 lysozym: Zhang aj., Biochemistry 32: 12311-12318 (1993), Zhang aj., Nature Struct.
~ Biol 1: 434-438 (1995).

dihydrofolatreduktiza: Buchwalder aj., Biochemistry 31: 1621-1630 (1993), Protasova aj.,
Protein Eng. 7: 1373 - 1377 (1995).

ribonukledza T1: Mullins aj., J. Am. Chem. Soc. 116: 5529-5533 (1994), Garrett aj.,
Protein Science 5: 204-211 (1996).

Bacillus B-glucanse: Hahn aj., Proc. Natl. Acad. Sci U.S.4. 91: 10417-10421 ( 1994).

Aspartét-transkarbamoylaza: Yang a Schachman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.4. 90: 11980-
11984 (1993).

fosforibosylanthranilat isomeraza: Luger aj., Science 243: 206-210 (1989), Luger aj.,
Protein Eng. 3: 249-258 (1990).

pepsin/pepsinogen Lin aj., Protein Science 4: 159-166 (1995).
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéza: Vignais aj., Protein Science 4: 994-1000 (1995).
ornithindekarboxyldza: Li a Coffino, Mol. Cell. Biol. 13: 2377-2383 (1983).

fosfoglycerdtdehydrogeniza z kvasinek: Ritco-Vonsovici aj., Biochemistry 34: 16543-
16551 (1995).

Inhibitory enzymii

Inhibitor bazického trypsinu z pankreatu: Goldenberg a Creighton J. Mol. Biol., 165: 407-
413 (1983).

Cytokiny

interleukin-1p: Horlick aj. Protein Eng. 5: 427-431 (1992).

interleukin-4: Kreitman aj., Cyfokine 7: 311-318 (1995).
Doména rozpozndvani kindzy tyrosinu

doména a-spektrinu SH3: Viguera aj. J. Mol. Biol., 247: 670-681 (1995).

Transmembrdnovy protein

omp A : Koebnik a Krdmer J. Mol. Biol., 250: 617-626 (1995).




Chimérni protein

interleukin-4-Pseudomonas fizni molekula exotoxinu: Kreitman aj., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.4. 91: 6889-6893 (1994).

Vysledky téchto studii byly velmi rozdilné. V mnoha piipadech se pozorovala vyznamné
niz$i aktivita, rozpustnost nebo termodynamick4 stabilita (reduktiza dihydrofolatu E.col;,
aspartat-transkarbamoyléza,  fosforibosyl-anthranilatu isomerédza,  glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendza, ornithin dekarboxylaza, omp A, fosfoglycerst dehydrogeniza z kvasinek).
V jinych p¥ipadech se zdalo, Ze reorganizované sekvence proteinii maji mnohé témeéf shodné
vlastnosti neZ jejich piirozené prot&jsky (inhibitor basického trypsinu z pankreatu, T4 lysozym,
ribonukledza T1, Bacillus B-glucanse, interleukin-1 B, doména a-spektrinu, pepsinogen,
interleukin-4). Ve vyjime&nych pfipadech se pozorovalo neodekivané zlepSeni n&kterych
vlastnosti nad p¥irozenou sekvenci, napiiklad rozpustnost a rychlost skladani u reorganizovanych
sekvenci domény a-spektrinu SH3 a afinity receptoru a aktivity proti tumortim reorganizované
spojené molekuly exotoxinu interleukin-4-Pseudomonas (Kreitman aj., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.4. 91: 6889-6893 (1994), Kreitman aj., Cancer Res. 55: 3357-3363 (1995)).

Zékladni motivaci t&chto typi studii byla studie ulohy interakci na kratkou a dlouhou
vzdalenost pfi skladani a stabilits proteindi. Pfeskupeni sekvenci tohoto typu méni podmnoZinu
interakci, které jsou na dlouhou vzdalenost vplvodni sekvenci, na interakci na kritkou
vzdalenost v nové sekvenci a obracens. Skute¢nost, Ze¢ mnohé z téchto pfeskupeni sekvenci jsou
schopné ziskat konformaci s alespoii n¢jakou aktivitou, je presvédéujicim dikazem, Ze skliddani

“proteinli probihd mnoha cestami skladani (Viguera aj. J Mol. Biol., 247: 670-681 (1995).
V ptipad® domény a-spektrinu SH3 vyber novych koncti v polohach, které odpovidaji zlomiim
B-vlasenky vedlo k proteinim s mirné mensi stabilitou, které jsou viak presto schopné se

skladat.

Polohy vnitfnich mist zlomu pouzité ve zde citovanych studiich se nalézaji pouze na
povrchu proteinti a jsou rozdéleny podél linearni sekvence bez jakéhokoliv zfejmé chyby ke
konciim nebo stiedu (variace relativni vzdalenosti od ptivodniho N-konce k mistu zlomu je asi
10 aZ 80 % celkové délky sekvence). Spojovniky spojujici piivodni N- a C-konce v t&chto
studiich se m&nily od 0 do 9 zbytkd. V jednom pfipad& (Yang a Schachman, Proc. Narl. Acad.
Sci. U.S.A. 90: 11980-11984 (1993)) &4st sekvence se odstranila od pivodniho C-koncového
segmentu a spojeni se dosahlo od skriceného C-konce k pavodnimu N-konci. Ve spojovnicich
se Casto pouzivaji flexibilni hydrofilni zbytky jako Gly a Ser. Viguera aj. J. Mol. Biol., 247: 670-
681 (1995) porovnali spojeni ptivodnich N- a C-koncti se spojovnikem s 3- nebo 4- zbytky,
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spojovnik s 3-zbytky byl termodynamicky méné stabilni. Protasov‘e; aj. .(Protein Eng. 7. 427-
431(1995)) pouiili spojovniky s 3- nebo 5-zbytky ke spojeni piivodnich N-koncii dihydrofolat
reduktazy E. coli, pouze spojovnik s 3- zbytky produkoval protein v dobrém vytézku.

Podstata vynalezu

Modifikované agonisty receptoru EPO lidského se mohou ptedstavit obecnym vzorcem
XL(L)-x2
kde a je O nebo 1,

X1 je peptid, ktery obsahuje sekvenci aminokyselin odpovidajici sekvenci zbytkd n+1 az

X2 je peptid, ktery obsahuje sekvenci aminokyselin odpovidajici sekvenci zbytkt 1 aZ n,
n je celé ¢islo vrozmeziod 1 do J-1a
L je spojovnik. -

V obecném vzorci vy$e jsou &islovany postupné 1 aZ J od amino do karboxylového konce.
Par sousednich aminokyselin vtomto proteinu se miiZze &islovat n a nt+l, kde n je celé &islo
vrozmezi od 1 do J-1. Zbytek n+1 se stdva novym N-koncem nového agonistu EPO receptoru a

zbytek n se stava novym C-koncem nového agonistu EPO receptoru.

Vynédlez se tykd novych polypeptidi, agonisti receptoru EPO, obsahujicich

modifikovanou sekvenci aminokyselin s nasledujicim vzorcem:

Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg
10
Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly
20
Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn lle Thr Val Pro
30 40
Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val
50

Gly GIn GIn Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu
60 | 70

Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gin Ala Leu Leu Val Asn Ser

80
Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu GIn Leu His Val Asp Lys Ala



90
Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu
100 110
Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ser Ala
120
Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu
130 140
Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu
150
Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg
160 166
kde pfipadn€ 1 az 6 aminokyselin od N-konce a 1 aZz 5 od C-konce miiZe byt odstranéno

z tohoto polypeptidu agonistu EPO receptoru,

kde N-konec je spojen s C-koncem piimo nebo spojovnikem schopnym spojit N-konec
s C-koncem a majici nové C- a N-konce u aminokyselin: 23-24, 24-25, 25-26, 27-28, 28-29, 29-
30, 30-31, 31-32, 32-33, 33-34, 34-35, 35-36, 36-37, 37-38, 38-39, 40-41, 41-42, 43-44, 44-45,
45-46, 45-56, 46-47, 47-48, 48-49, 50-51, 51-52, 52-53, 53-54, 54-55, 55-56, 56-57, 57-58, 77-
78, 78-79, 79-80, 80-81, 81-82, 82-83, 83-84, 84-85, 85-86, 86-87, 87-88, 88-89, 108-109, 109-
110, 110-111, 111-112, 112-113, 113-114, 114-115, 115-116, 116-117, 117-118, 118-119, 119-
120, 120-121, 121-122, 123-124, 124-125, 125-126, 126-127, 127-128, 128-129, 129-130, 131-
132,

a tento polypeptid agonisty EPO receptoru mtiZze byt pfipadn€ bezprostiedn€ predchazen
(methiom'n‘l), (alanin‘l) nebo (methionin‘z, alanin-1).

Vyhodg&jsi mista zlomu, u kterych lze pfipravit novy N-konec a N-konec, jsou: 23-24, 24-
25, 25-26, 27-28, 28-29, 29-30, 30-31, 31-32, 32-33, 33-34, 34-35, 35-36, 36-37, 37-38, 38-39,
40-41, 41-42, 42-43, 52-53, 53-54, 54-55, 55-56, 77-78, 78-79, 79-80, 80-81, 81-82, 82-83, 83-
84, 84-85, 85-86, 86-87, 87-88, 88-89, 109-110, 110-111, 111-112, 112-113, 113-114, 114-115,
115-116, 116-117, 117-118, 118-119, 119-120, 120-121, 121-122, 123-124, 124-125, 125-126,
126-127, 127-128, 128-129, 129-130 a 131-132.

Nejlepsi mista zlomu, u kterych lze pfipravit novy N-konec a N-konec, jsou: 23-24, 24-
25, 31-32, 32-33, 37-38, 38-39, 82-83, 83-84, 85-86, 86-87, 87-88, 125-126, 126-127 a 131-132.
Nejlepsi mista zlomu zahrnuji mista glykosylace, ne-neutralizujici protilatky, mista

$tépeni proteolytem. Agonisty EPO receptoru podle vynilezu mohou obsahovat substituce
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aminokyselin, jak je popisuje WO 94/24160, nebo jedno ¢&i vice mist glykosylace u Asn24,
Asn83 a Asnl26 jsou zaménéna na jiné aminokyseliny, naptiklad nikoliv viak omezeng, Asp
nebo Glu, delece a inserce. Také se zamysli, aby agonisty EPO receptoru podle vynalezu mohly
mit delece aminokyselin bud’ u jednoho, nebo obou N- a C-koncich plvodniho proteinu a nebo

delece od novych N- a C-konci sekvence pfeskupenych proteinii ve vzorcich ukazanych vyse.

Ve vyhodném' provedeni podle vyndlezu spojovnik (L) spojujici N-konec k C-konci je
polypeptid vybrany ze skupiny tvofené:

Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 123,
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 124,
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 125,
‘Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Ser SEQ ID NO: 126,
Glu Phe Gly Asn Met SEQ ID NO: 127,
Glu Phe Gly Gly Asn Met SEQ ID NO: 128,
Glu Phe Gly Asn Gly Gly Asn Met SEQIDNO: 129 a
Gly Gly Ser Asp Met Ala Gly SEQ ID NO: 130.

Vynélez také zahrnuje rekombinantni agonisty receptoru lidského EPO podavané
spolu s kolonie stimulujicimi faktory (CSF) v&etné cytokint, lymfokind, interleukin,
krvetvornych ristovych faktord, které zahrnuji, nikoliv viak omezen¢, GM-CSF, G-CSF, c-mpl
ligand (také zndmy jako TPO nebo MGDF), M-CSF, IL-1, IL-4, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-
8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-15, LIF, lidsky riistovy hormon, ristovy faktor B-bungk,
faktor diferenciace B-bunék, faktor diferenciace eosinofilt, faktor kmenovych bunék (SCF), také
znamy jako ocelovy faktor nebo c-kit ligand (zde souhrnng uvadéné jako "faktory"). Tyto spolu
podévané smési se mohou charakterizovat tim, Ze maji obvyklou aktivitu jak peptidii, tak smési a
dale se mohou charakterizovat tim, Ze maji biologickou aktivitu v&tsi, neZ je jednoducha aditivni
funkce ptitomnosti agonisti EPO receptoru nebo samotné druhé kolonie stimulujictho faktoru.
Spole¢né podavani také miZe zabezpedit zvyraznény idinek na aktivitu nebo aktivitu odlisnou
od o&ekéavané od pfitomnosti EPO nebo druhé kolonie stimulujictho faktoru. Spole&né podavani
také miZe mit zlepSeny profil aktivity, ktery mbZe zahrnovat zmenSeni neZidoucich

biologickych aktivit spojenych s nativnim lidskym EPO.

Mimo seznam vy$e se varianty IL-3, které se uvadgji v WO 94/12639 a WO 94/ 12638,
fuzni proteiny, které se uvadgji v WO 95/21197 a 95/21254, G-CSF agonisty receptoru, které se
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popisuji v WO 97/12977, c-mpl agonisté receptoru, k.t:e;e’ se pol;i;uji v WO‘ .97/‘1.2978, IL-3
agonisté receptoru, které se popisuji v WO 97/12979 a multifunk&ni agonisté receptoru, které se
popisuji v WO 97/12985, mohou podéavat spolu s polypeptidy tohoto vynalezu. Jak se zde
pouZiva, "IL-3 varianty" se tyka variantd IL-3, které se uvad&ji v WO 94/12639 a WO 94/12638.
Jak se zde pouZiva, "fizni proteiny" se tyka spojenych proteind, které se uvadeéji v WO 95/21197
a 95/21254. Jak se zde pouziva, "G-CSF agonisty receptoru” se tykd G-CSF agonistl receptoru,
které se popisuji v WO 97/12977. Jak se zde pouZivé, "c-mpl agonisty receptoru” se tyka c-mpl
agonistdl receptoru, které se popisuji v WO 97/12978. Jak se zde pouzivd, ,JL-3 agonisty
receptoru” se tykd IL-3 agonisti receptoru, které se popisuji v WO 97/12979. Jak se zde pouziva,
"multifunk&ni agonisté receptoru” se tykd multifunk&nich agonisti receptoru, které se popisuji
v WO 97/12985. |

Mimoto se pfedpoklidd, Ze pouziti in vitro by zahrnovalo schopnost stimulovat kostni

dfeti a aktivaci a rlist bungk krve pted infuzi expandovanych bungk pacientim.

Také se pfedpoklidd, Ze pouZiti agonisti EPO receptoru podle vynalezu zahrnovalo
aplikace v krevnich bankéch, kde by se agonisté EPO receptoru podavaly pacientovi, aby se
zvySil pocet Cervenych krvinek a krevni produkty se pacientovi odejmou pied n&kterou
lékaf'skou procedurou a krevni produkty se skladuji a transfuzuji se zp&t pacientovi po lékarské
procedufe. Mimoto se pfedpokladd, Ze pouZiti agonistt EPQ receptoru podle vynalezu by
zahrnovalo podavéni agonistd EPO receptoru darci krve pfed darovanim krve, aby se zvysil

pocet Cervenych krvinek a tim se umoZnilo dérci dit bezpedné vice krve.

Agonist¢ EPO receptoru podle vyndlezu mohou byt uZitené pii Ié¢eni nemoci

charakterizovanych sniZenymi hladinami ¢ervenych krvinek v krvetvorné soustave,

Agonisté EPO receptoru mohou byt uZite¢né pti lé¢eni nebo prevenci anemie. Mnoho 18kt
plsobi potladeni kostni dfené nebo krvetvorné nedostateGnosti. Priklady takovych léka jsou
AZT, DDI, alkyla¢ni ¢inidla a antimetabolity pouzité pti chemoterapii, antibiotika, naptiklad
chloramfenikol, penicilin, gancyklovir, daunomycin a sulfa léky, fenothiazony, trankvilizéry,
napiiklad meprobamat, analgetika, naptiklad aminopyrin a dipyron, antikonvulzanty, naptiklad
fenytoin nebo karbamazepin, antithyroidy, napfiklad propylthiouracil a methiazol, a diuretika.
Agonisté EPO receptoru mohou byt uZitedné pfi prevenci nebo lé&eni potladeni kostni dfend

nebo krvetvorné nedostateCnosti, ke kterym &asto dochazi u pacientl p¥i lé&eni t&mito léky.

Ke krvetvorné nedostate¢nosti miZe také dochazet jako dusledek virovych, mikrobidlnich

nebo parazitickych infekei a jako diisledek lé¢eni ledvinovych nemoci nebo ledvinovych selhéni,
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napiiklad pti dialyze. Tento peptid mie byt uZitetny pii 1é8eni takové krvetvorné
nedostate&nosti.

Jiny aspekt vynalezu poskytuje DNA plazmidové vektory pro pouZiti pfi expresi téchto
novych agonistii receptoru EPO. Tyto vektory obsahuji nové DNA fetézce popsané vyse, které
koduji nové polypeptidy podle vynalezu. Vhodné vektory, které mohou transformovat
hostitelské buitky schopné exprese agonistilt EPO receptoru zahrnuji vektory exprese obsahujici
fetézce nukleotidd kodujici agonisty EPO receptoru spojené k transkripénim a translagnim

regulaénim fetézciim, které jsou vybrany podle pouZité hostitelské buiiky.

Vektory zahrnujici modifikované Fetézce, jak jsou popsané vy3e, se zahrnuji do tohoto
vynalezu a jsou uZitedné pfi vyrobs modifikovanych agonistii receptoru EPO. Vektor pouzity pii
tomto zpisobu také obsahuje vybrané reguladni ¥etézce Vv operativnim. spojeni s kédujicimi
DNA fetézci podle vynalezu a je schopny usmérnit jejich replikaci a expresi ve vybranych
hostitelskych burikach.

Jako jiny aspekt vynalezu je dén zpiisob vyroby nové skupiny agonistii receptoru EPO.
Zpusob podle vynalezu vyZaduje kultivaci vhodnych bun&k nebo linii bundk, které se
transformovaly vektorem obsahujicim DNA fet&zec kodujici expresi nového polypeptidu
agonisty EPO receptoru. Vhodné buiikky nebo linie bunék mohou byt bakteridlni buriky.
Naptiklad rzné kmeny E. coli, kvasinek, sav&i buiiky nebo hmyzi butiky se mohou pouzit jako
hostitelské buiiky pti zpiisobu podle vynalezu.

Jinymi aspekty vynalezu jsou zplisoby a terapeutické kompozice k 1éeni stavii uvedenych
vySe. Takové kompozice obsahuji terapeuticky udinné mnoZstvi jednoho &i vice agonistii EPO
receptoru podle vyndlezu ve smési s farmaceuticky piijatelnym nosiem. Tato kompozice se
miZe poddvat parenteralng, intravenosn& nebo podkozné. KdyZ se podavé, je terapeuticka
kompozice podle vynalezu s vyhodou ve formg parenterdlné pfijatelného vodného roztoku bez
pyrogenu. Ptprava takového parenterdlng ptijatelného roztoku proteint s patfiénym ohledem na

PH, isotonicitu, stabilitu a podobng, je v mezich schopnosti odbornik.

Podavani bude v souladu s divkovym reZimem, ktery snadno stanovi lékaf s ohledem na
specifickou aktivitu analogu in vivo se srovnéani s lidskym erythropoietinem a s ohledem na to,
co je nyni voboru zndmo o podavani lidského erythropoietinu pro indukci erythropoiesis a
léCeni riznych stavii, naptiklad anemie, véetn& anemie u lidi trpicich selhdnim ledvin. Davka
analogu podle vynilezu se miZe od jednotlivce k jednotlivei pondkud ménit v zavislosti na
daném analogu a jeho specifické aktivité in vivo, cesté podavani, medicinském stavu, citlivosti

pacienta k analogu nebo slozkdm vehiklu a jinych faktorech, na které lékat bude schopny brat
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tisla 4,703,008 a 4,835,260, viz také kapitolu o (rekombinantni) (des-Argl66) lidském
erythropoietinu na stranich 591-595 v Physicians' Desk. Komeréné dostupné preparaty

rekombinantntho (des-Argl60) lidského erythropoietinu maji 2000, 3000, 4000 nebo 10000
jednotek glykohormonu na ml vodného roztoku bez prezervativi s 2,5 mg/ml lidského sérového
albuminu, 5,8 mg/ml citratu sodného, 5,8 mg/ml NaCl a 0,06 mg/ml kyseliny citronové, pH 6,9
(+/-0,3).

Rekombinantné pfipraveny EPO se ukézal zvlast' uzitetny pro léCeni pacientl trpicich
zhor3enou tvorbou &ervenych krvinek (Physicians' Desk Reference (PDR), vydani 1993, strany
602-605). Rekombinantné pfipraveny EPO se ukédzal GCinny pfi lé€eni anemie spojené
s chronickym selhdnim ledvin a jednotliveli nakaZenych HIV, trpicich snizenymi hladinami

ondogenni EPO, spojené s terapii s zidovudinem (AZT) (viz PDR, vydéni 1993, strana 602).

Modifikace EPO proteinu, kterd by zlepsila jeho uZiteCnost jako nastroje pro diagnosu
nebo 1é¢eni krevnich potiZi, by jisté byla Zadouci. Zejména modifikované formy EPO vykazujici
siln&j8i biologickou aktivitu by byly ﬁéinnéjéi a efektivni nez nativni EPO pii terapeutickém
uspofadani, kdy se musi EPO podavat pacientovi. To ddvd moznost EPO poddvat mén€ Casto a
nebo v mensich davkach. Podavani sniZenych mmnozstvi EPO také mlZe sniZit nebezpeti
neptiznivych uinkd spojenych s EPO oSetfenim, napiiklad hypertenze, ndvaly, bolesti hlavy etc.
(viz PDR, vydani 1993, strany 603-604). Agonisty EPO receptoru podle vynilezu také mohou
mit zlepSenou stabilitu a tim prodlouZeny polo¢as, coZ by umoznilo produkci ne-glykosylované
formy EPO v bakteridlni expresni soustavé za mnohem niZsi cenu. V disledku prodlouZeného
polodasu by tato ne-glykosylovana forma EPO méla siln&jsi biologickou aktivitu in vivo ve

srovnani s de-glykosylovanou formou EPO.

Terapeuticky zplisob a kompozice mohou také zahrnovat spole¢né dévkovéni s jinymi
hematopoietickymi faktory. Nelplny seznam jinych vhodnych hematopoietini, kolonii
stimulujicich faktorti (CSF) a interleukinii pro simultinni nebo nasledné spole¢né davkovéni
s polypeptidy tohoto vynalezu zahrnuje GM-CSF, G-CSF, c-mpl ligand (také zniamy jako TPO
nebo MGDF), M-CSF, IL-1, IL-4, IL-2, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-15, LIF, lidsky rtstovy hormon, ristovy faktor B-bunék, faktor diferenciace B-
bungk, faktor diferenciace eosinofild, faktor kmenovych bungk (SCF), také zndmy jako ocelovy
faktor nebo c-kit ligand (zde souhrnné uvadéné jako "faktory") nebo jejich kombinace. Mimo
seznam vy3e se varianty IL-3, které se uvadeji v WO 94/12639 a WO 94/12638, fuzni proteiny,
které se uvadsji v WO 95/21197 a 95/21254, G-CSF agonisty receptoru, které se popisuji v WO
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které se popisuji v WO 97/12979 a multifunk¢ni agonisty receptoru, které se popisuji v WO
97/12985, mohou podavat spolu s polypeptidy tohoto vynalezu.

Agonisty EPO receptoru podle vynidleza mohou byt uZitecné pfi mobilizaci
hematopoietickych progenitord a kmenovych bun€k v periferni krvi. Ukdzalo se, Ze progenitory
vzniklé v periferni krvi jsou G¢inné pti rekonstituci pacientl v situaci autologni transplantace

kostni dieng.

Agonisty EPO receptoru podle vynilezu mohou byt také uZiteCné pti ex vivo expanzi
hematopoietickych progenitorti. Faktory stimulujici kolonie (CSF), jako je G-CSF, se mohou
podavat samotné nebo podévat spoledné s jinymi CSF nebo v kombinaci s transplanty kostni
d¥en& po vysokych davkich chemoterapie pfi léeni anemie, neutropenie a trombocytopenie,
které dasto vznikaji pfi takovém léCeni.

Jinym aspektem vynalezu je zajiiténi zplsobii udrZovat nebo expandovat hematopoietické
prekursorni butiky, coZ zahrnuje otkovani bun¢k do kultivaéni nidoby, ktera obsahuje kultivaéni -
medium, které bylo upraveno expozici s kmenovymi butikami, jako jsou HS-5 (WO 96/02662,
Roecklein a Torok-Strob, Blood 85: 997-1105 (1995)), které byly doplnény agonisty receptoru
EPO podle vynélezu.

Kratky popis obrdzki

Obrazek 1 schématicky ukazuje pfeskupeni sekvence proteinu. N-konec (N) a C-konec
(C) nativniho proteinu jsou spojeny spojovnikem nebo jsou spojeny p¥imo. Protein je otevien
v misté zlomu, coZ vytvoH novy N-konec (novy N) a novy C-konec (novy C), coZ vede
k novému proteinu s novou sekvenci aminokyselin. Pfeskupenou molekulu lze syntetizovat de
novo jako linearni molekulu a nemusi se prochdzet kroky spojovani ptivodniho N-konce a C-

konce a otvirani proteinu v misté zlomu.

Obrazek 2 ukazuje schematicky zpiisob I pro vytvofeni novych proteind, ve kterych
piivodni N-konec a C-konec nativniho proteinu jsou spojeny spojovnikem a vytvoii se odliSny
N-konec a C-konec proteinu. V ukdzaném piikladu pirskupeni sekvence vede k novému
kédovani genu proteinu s novym N-koncem vytvofenym u aminokyseliny 97 ptivodniho
proteinu. Pivodni C-konec (aminokyselina 174) je spojen k aminokyselin€ 11 (aminokyseliny 1-
10 jsou odstranény) spojovaci oblasti a novy C-konec se vytvofi u aminokyseliny 96 ptvodni

sekvence.
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Obréazek 3 ukazuje schematicky zpisob II pro \.';f;vof‘em' n<.>.vych. prote;i;ﬁ,.:fe kterych
pvodni N-konec a C-konec nativniho proteinu jsou spojeny bez spojovniku, a vytvoti se odli$ny
N-konec a C-konec proteinu. V ukdzaném prikladu reorganizace sekvence vede k novému
kédovani genu proteinu s novym N-koncem vytvofenym u aminokyseliny 97 ptivodniho

proteinu. Piivodni C-konec (aminokyselina 174) je spojen k aminokyseling 96 puvodni sekvence.

Obrazek 4 ukazuje schematicky zpiisob III pro vytvofeni novych proteind, ve kterych
piivodni N-konec a C-konec nativniho proteinu jsou spojeny spojovnikem a vytvoii se odli¥ny
N-konec a C-konec proteinu. V ukézaném prikladu reorganizace sekvence vede k novému
kédovani genu proteinu s novym N-koncem vytvofenym u aminokyseliny 97 pivodniho
proteinu. Pivodni C-konec (aminokyselina 174) je spojen k aminokyseling 1 spojovaci oblasti a

novy C-konec se vytvof{ u aminokyseliny 96 pivodni sekvence.

Obrézek 5 ukazuje DNA sekvenci kédujici lidsky zraly EPO, zaloZenou na sekvenci Lin
aj. (PNAS 82: 7580-7584 (1985)).

Piiklady provedeni vynilezu

Stanoveni spojovniku

Délka sekvence aminokyselin spojovniku se miiZe vybrat empiricky nebo s ohledem na
strukturni informaci nebo s pouZitim kombinace obou pfistupi.

KdyZ neni dostupnd zidnd strukturni informace, muZe se p¥ipravit mald série spojovniki
pro testovani s pouZitim designu jehoZ délka se méni, aby presahl rozpéti od 0 do 50 cm™® a
jejichZ sekvence se vybere, aby byla konzistentni s povrchovou expozici (hydrofilnost, Hopp a
Woods, Mol. Immunol. 20: 483-489 (1993), Kyte a Doolittle, J. Mol. Biol., 157: 105-132
(1982)), povrch exponovany rozpoustédlu (Lee a Richards, J. Mol. Biol., 55: 379-400 (1971)) a

schopnost zaujmout potiebnou konformaci bez rozbiti konfigurace agonisty EPO receptoru
(konforma¢né flexibilni, Karplus a Schulz, Naurwissenschaften 72: 212-213 (1985).

Ptedpokladaje primérnou translaci 2,0 az 3,8 10-8 na zbytek by to znamenalo, Ze délka ke
zkouSeni by byla mezi 0 az 30 zbytky s vyhodnym rozmezim mezi 0 aZ 15 zbytky. Piikladem
pro takovou empirickou sérii by byla konstrukce spojovnikd s pomoci kazetové sekvence Gly-
Gly-Gly-Ser opakované n krat, kde n je 1, 2, 3 nebo 4. Odbornici poznaji, Ze existuje mnoho
takovych sekvenci, které se li§i délkou nebo sloZenim, které mohou slouZit jako spojovniky
s prvotnim ohledem, aby nebyly pfili§ dlouhé nebo kratké (srovnej Sandhu, Critical Rev.
Biotech. 12: 437-452 (1992)). Pokud jsou pfili§ dlouhé, entropické i¢inky by asi destabilizovaly
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troj-rozmérné sloZeni a také by mohly udinit skladani kiIl_:e.tick:y nep;';ktici(é, a poku?l‘ jsou pfili§
kratké, budou asi destabilizovat molekulu z diivodu torsniho a stérického pnuti.

Odbornici na analyzu strukturni informace proteind poznaji, Ze s vyuZitim vzdalenosti
mezi konci fetézce, definované jako vzdélenost mezi c-alfa uhliky, se miZe definovat délka
fetézce, ktery se ma pouZit, nebo alespoii omezit podet moZnosti, které se musi testovat pii
empirickém vybéru spojovniki. Také poznaji, Ze vn&kterych ptipadech jsou polohy koncii
polypeptidu Spatn€ definované ve strukturnich modelech odvozenych z difrakce X-paprski nebo
ze spektroskopickych udajl nukledrni magnetické resonance. Pokud je to pravda, musi se brat
zietel na tuto situaci, aby se spravné uréila délka potfebného spojovniku. Z téch zbytkd, jejichz
polohy jsou dobfe definované, se vyberou dva zbytky, které jsou v sekvenci blizko ke konctim
fetézce a vzdalenost mezi jejicﬁ c-alfa uhliky se vyuZije k vypodtu pfiblizné délky spojovniku
mezi nimi. S vyuZitim vypodtené délky se pak vyberou spojovniky srozmezim podtu zbytkl
(vypoétené s vyuzitim 2,0 aZ 3,8 10-8cm na zbytek). Tyto spojovniky se mohou komponovat
s puvodni sekvenci, podle potfeby zkratit nebo prodlouZit. KdyZ se prodluzuji, dalsi zbytky se
mohou vybrat, aby byly flexibilni nebo hydrofilni, jak se popisuje vySe, nebo piipadng se
pivodni sekvence miiZe substituovat s pouZitim série spojovnikd, jeden naptiklad je kazetovy
ptistup "Gly-Gly-Gly-Ser" zminény vySe nebo se piipadné miZe pouZit kombinace ptvodni

sekvence a nové sekvence majici pfibliznou celkovou délku.

Stanoveni aminovych a karboxylovych koncii agonistt receptoru EPO

Sekvence agonisti receptoru EPO schopna se sklddat do biologicky aktivnich stavi se
miiZe pfipravit vhodnym vyb&rem poloh pocéatku (aminovy konec) a konce (karboxylovy konec)
zpivodniho fetézce polypeptidu, jak se popisuje vySe. Aminové a karboxylové konce se
vyberou v rozmezi obecného rozpéti sekvence uvadéného jako oblast mista zlomu s pouZitim
smérnic, jak se popisuji niZe. Nova sekvence aminokyselin se tak vytvofi vyb&rem aminovych a
karboxylovych koncit: v rozmezi stejné oblasti mista zlomu. V mnoha p¥ipadech vybér novych
koncti bude takovy, aby plvodni poloha karboxylového konce bezprostfedné predchédzela
aminovému konci. AvSak odbornici poznaji, Ze vybéry konch kdekoliv uvnitf oblasti mohou
fungovat a Ze povedou G¢inné bud’ k delecim, nebo adicim aminovych nebo karboxylovych &4sti

nové sekvence.

Ustfednim dogmatem molekularni biologie je to, Ze primarni sekvence aminokyselin
proteinu diktuje skladani do troj-rozmérné struktury potiebné pro expresi jeho biologické funkce.
Odbornikim jsou zndmé zplsoby, jak ziskat troj-rozmérnou strukturni informaci s vyuZitim

difrakce X-paprskdl jednotlivych krystald proteinu nebo nukledrni magnetické resonanéni
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spektroskopie roztokti proteinu. Piiklady strukturni informace, ktera je relevantni k identifikaci
oblasti mist zlomu zahrnuji lokaci a typ sekundérni struktury proteinu (alfa a 3-10 Sroubovnice,
paralelni a anti-paralelni beta vrstvy, zvraty a obraty a smyCky (Kabsch a Sander, Biopolymers
22: 2577-2637 (1983)), stupeti vystaveni zbytkli aminokyselin rozpoustédlu, rozsah a typ
interakci zbytkG mezi sebou (Choyhia, Ann. Rev. Biochem. 53: 537-572 (1984)) a statické a
dynamické rozd€leni konformaci podél Fetézce polypeptidu (Alber a Mathews, Methods
Enzymol. 154: 511-533 (1987)). V n&kterych pripadech je znimé dal3i informace o vystaveni
zbytkl aminokyselin rozpoustédlu, jednim pfipadem je misto potranslaéniho spojeni uhlovodiku,
které je nutné na pbvrchu proteinu. KdyZ neni dostupné experimentalni strukturni informace,
nebo se nemiZe ziskat, jsou téz dostupné zplisoby, jak analyzovat primarni sekvenci
aminokyselin, aby se mohly predpov&dét terciarni a sekundarni struktury proteinu, p¥istupnost
rozpoustédlu a vyskyt obratii a smydek. Nékdy lze aplikovat pro empirické stanoveni vystaveni
povrchu biochemické metody, kdyZ nejsou uskutednitelné pfimé strukturni metody, nap¥iklad
s vyuZitim identifikace mist $tépeni fetézce po omezené proteolyze, aby se zjistilo vystaveni
povrchu (Gentlle a Salvatore, Eur. J. Biochem. 218: 603-621 (1993)).

Tak spouzitim bud experimentdlnd odvozené strukturni inforfnace, nebo zplsobti
predikce (napiiklad Srisnivisan a Rose, Proteins: Struct. Funct. and Genetics, 22: 81-99 (1995))
se prohlédne plivodni sekvence aminokyselin, aby se klasifikovaly oblasti podle toho, jsou-li
nebo nejsou-li integralni pro udrZeni sekundarni a tercidrni struktury. Vyskyt sekvenci
s oblastmi, o nichZ je zndmo, Ze se Glastni periodické sekundérni struktury (alfa a 3-10
Sroubovnice, paralelni a anti-paralelnf beta vrstvy, zvraty a obraty a smy&ky jsou oblasti, kterym
je nutné se vyhnout. Podobn¢ oblasti sekvence aminokyselin, u nich? se pozorovalo nebo
pfedpovédélo, Ze maji nizky stupefi vystaveni rozpoustédlu, jsou pravdépodobng&ji &asti tak
zvaného hydrofobniho jadra proteinu a mélo by se jim také vyhnout pfi vybéru. Naproti tomu
oblasti, o kterych je zndmo nebo pfedpovézeno, Ze jsou na povrchu obratii nebo smycek a zvlasté
ty oblasti, o kterych je znimo, Ze nejsou potfebné pro biologickou aktivitu, jsou vyhodna mista
pro umisténi extrémi fetézce polypeptidu. Kontinualni kusy sekvence aminokyselin, kterym se

déavé pfednost na zakladg kriterii vySe uvedenych, se uvadgji jako oblasti mist zlomu.
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(100 pg/ml ampicillinu, 75 pug/ml spectinomycinu. Pied sklizni se analyzuje 1 pg bungk pomoci
PCR na pfitomnost genu agonisty EPO receptoru. PCR se provadi s vyuitim kombinace
primérd, které se spojuji s genem agonisty EPO receptoru a nebo s vektorem. KdyZ PCR skongi,
pfida se k vzorku vedouci barvivo a potom nasleduje elektroforéza, jak se popisovalo vySe. Gen

se spojil s vektorem, kdyzZ se pozoruje produkt PCR o&ekéavané velikosti.

Zplsoby vytvofeni genli s novym N-koncem/C-koncem

Zpisob I. Vytvofeni genli snovym N-koncem/C-koncem, které obsahuji oblast
spojovniku.

Geny s novym N-koncem/C-koncem, které obsahuji oblast spojovniku odd&lujici pivodni
C-konec a N-konec se mohou vytvofit podstatng podle zpiisobu popsaného v Mullins aj., J. Am.
Chem. Soc. 116: 5529-5533 (1994). K preskupeni DNA sekvence kédujici primarni sekvenci
aminokyselin proteinu se pouZije fada krokii amplifikace polymerazové fetézové reakce (PCR).

Kroky jsou ukazény na obr. 2.

V prvém kroku se pouZije nastaveni priméru ("novy start” a "start spojovniku", aby se
vytvofil a amplifikoval z piivodniho fetézce genu fragment DNA "start fragmentu" kédujici novy
protein, nasledovany spojovnikem, ktery spojuje C-terminalni a N-terminalni konce ptvodniho
proteinu. V druhém kroku se pouZije nastaveni priméru ("novy stop" a "stop spojovniku", aby se
vytvofil a amplifikoval z piivodniho fetézce genu fragment DNA "stop fragmentu” kédujici
stejny spojovnik, ktery se pouzil vy3e, nasledovany novou C-termindlni &4sti nového proteinu.
Navrhnou se priméry oznaCené "novy start” a"novy stop”, aby zahrnovaly vhodna mista pro
rozliSeni restrikénimi enzymy, coZ umoZni klonovani nového genu do plazmidu exprese.
Typickymi podminkami PCR jsou jeden cykl 95 0C po 2 minuty téni, 25 cykld 94 °c denaturace
pb 1 minutu, 50 0C po minutu zihani a 72 OC po 1 minutu extenze, plus jeden cykl extenze pii 72
OC po sedm minut. PouZije se Perkin Elmer GeneAmp PCR Core souprava ¢inidel. 100 pm
reakéni smési obsahuje 100 pmol kazdého priméru a jeden pg vzorové DNA a 1 x tstoj PCR.

200 pmol dATP, 200 pmol dCTP, 2,5 jednotek AmpliTag DNA polymerazy a 2 mmol MgCly.

Reakce PCR se provadéji v DNA tepelném cyklova¢i model 480 (Perkin Elmer Corporation,
Norwalk, CT).

"Start fragmentu” a "stop fragmentu", které maji komplementarni sekvenci v oblasti
spojovniku a kédujici sekvenci pro dvé aminokyseliny na obou stranich spojovniku se spolu
spoji v tfetim kroku PCR, aby se vytvofila plna délka genu kédujiciho novy protein. Fragmenty
DNA "start fragmentu" a "stop fragmentu" se vyvolaji na 1% TEA gelu barveného ethidium
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Metody a materialy

Metody rekombinantni DNA

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny specidlni chemikélie byly ziskané od Sigma Co. (St.
Louis, MO). Restrikéni endonukledzy a T4 DNA ligaza byly ziskané od New England Biolabs
(Beverly, MA) nebo od Boehringen Mannheim (Indianapolis, IN)

Transformace kment Escheria coli

Kmeny E. coli jako DH5a™ (Life Technologies, Gaithersburg, MD) a TG1 (Amersham
Corp., Arlington Heights, IL) se uZivajf k transformaci liga¢nich reakei a jsou zdrojem plazmidu
DNA pro transfekci savéich bungk Kmeny E. coli jako MON105 a JM101 se mohou pouZit
k expresi agonistii EPO receptoru podle vynalezu v cytoplazmé nebo periplazmickém mistg.

MON105 ACTT #55204: F-, lamda-, IN(rrnD, 11E)1, rpoD+, rpoH358.

DH5a™: F-, phi80dlacZdeltaM15, delta(lacZY A-argF)U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk-,mk+), phoA, supE44lamda-, thi-1, gyrA96, relAl.

JM101: delta (lac-pro), supE, thi-1, hsdD5/F' (traD36, proA+B+, laclq, lacZdeltaM1 5).

DH50™ subklonovaci u&inné builkky jsou ziskané jako kompetentni buitky a jsou
pfipravené k transformaci podle protokolu vyrobce, zatimco oba kmeny E. coli TG1 a MON105
se uschopni pro ptevzeti DNA pomoci CaCly metody. Typicky se pestuje 20 az 50 ml bungk
v LB mediu (1% Bacto-trypton, 0,5% Bacto-extrakt z kvasinek, 150 mmol NaCl) o hustoté asi
1,0 optickych jednotek pii 600 nanometrech (OD600) se m&fi na spektrofotometru Spectronics
(Baush and Lomb, Rochester, NY). Buiiky se odeberou odstfedénim a znovu se suspenduji

v pétinovém objemu kultivatniho roztoku CaCly (50 mmol CaCly, 10 mmol Tris-Cl. pH 7,4) a

udrzuji se pfi 30 minut 4 °c. Butiky se odeberou odstfedénim a znovu se suspenduji v deseting
objemu kultiva¢niho roztoku CaCly. Slitd DNA se ptidé k 0,2 ml objemu t&chto bunék a vzorky
se drZi pti 4 0C jednu hodinu. Vzorky se uvedou na 42 0C po 2 minuty a ptidd se 1 ml LB pied
ifepénﬁn vzork pii 37 0C po jednu hodinu. Buiiky z téchto vzorki se rozestfou na misky (LB
medium plus 1,5% Bacto-agar) obsahujici bud’ ampicillin (100 mikrogram&/ml pg/ml), kdyz se .
selektovalo na transformanty odolné proti ampicillinu, nebo spectinomycin (75 ug/ml), kdyz se
selektovalo na transformanty odolné proti spectinomycinu. Misky se inkubuji ptes noc pii 37 °c.

. 0 , , e e
Vyberou se osamélé kolonie, rostou za tfepéni pfi 37 C v LB s dodanym vhodnym antibiotikem
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bromidem a izolovaného s pouZitim extrakéni soupravy Quiaex Gel (Quiage‘:ﬁ). T.yto fr;;gme.x.lty
se smisi v ekvimolekuldrnich mnoZstvich, zahteji se na 70 °Cna10 minut a pomalu ochladi, aby
se umoZnilo spojeni pfes jejich sdilenou sekvenci v oblasti "start spojovniku" a "stop
spojovniku". V tfetim kroku PCR se pfidaji ke spojenym fragmentiim priméry "novy start" a
"novy stop", aby se vytvofila a amplifikovala plni délka genu N-konec/C-konec. Typickymi
podminkami PCR jsou jeden cykl 95 °c po 2 minuty tani, 25 cykla 94 °c denaturace po 1
minutu, 60 0C po minutu Zihani a 72 OC po minutu extenze, plus jeden cyklus extenze p¥i 72 °’c
po sedm minut. PouZije se Perkin Elmer GeneAmp PCR Core souprava &inidel. 100 um reak&ni
smési obsahuje 100 pmol kaZdého priméru a asi 0,5 ug DNA a 1 x ustoj PCR. 200 pmol dATP,
200 pmol dCTP, 2,5 jednotek AmpliTaq DNA polymerazy a 2 mmol MgCly. Reakce PCR se

Cisti pomoci soupravy Wizard PCR Preps (Promega).
Zpusob I1. Vytvofeni genfi s novym N-koncem/C-koncem bez oblasti spojovniku.

Geny s novym N-koncem/C-koncem bez spojovniku spojujiciho ptivodni C-konec a N-
konec se mohou vytvofit pomoci dvou krokti PCR amplifikace a spojeni tupych koncti. Kroky se
ukazuji na obrazku 3.

V prvém ‘kroku se pouZije nastaveni priméru ("novy start" a "start P-bl"), aby se vytvoiil a
amplifikoval z plivodniho fetézce genu fragment DNA "start fragmentu", ktery obsahuje
sekvenci kddujici novou C-termindlni ééét nového proteinu. V druhém kroku se pouzije
nastaveni priméru ("novy stop" a "stop P-bl"), aby se vytvofil a amplifikoval z pivodniho
fetézce genu fragment DNA "stop fragmentu", ktery obsahuje sekvenci kédujici novou C-
terminalni ¢4st nového proteinu. Navrhnou se priméry oznadené "novy start" a "novy stop”, aby
zahrnovaly vhodna restrikéni mista, kterd umozZfiuji klonovani nového genu do vektoril exprese.
Typickymi podminkami PCR jsou jeden cyklus 95 'C po 2 minuty téni, 25 cykla 94 °C
denaturace po 1 minutu, 50 OC po 45 sekund Zihani a 72 OC po 45 sekund extenze. PouZije se
polymeréza Deep Vent (New England Biolabs) za podminek doporudenych vyrobcem, aby se
sniZil vyskyt pfesahd. Priméry "start P-bl" a "stop P-bl" se fosforyluji na 5' konci, aby se
usnadnilo nasledujici spojeni tupych koncii "start fragmentu” a "stop fragmentu” k sob&. 100 pm
reakéni smési obsahuje 100 pmol kaZzdého priméru a jeden pg vzorové DNA a 1 x ustoj Vent
(New England Biolabs), 300 pmol dGTP, 300 umol dATP, 300 pmol dTTP, 300 pumol dCTP a 1
jednotku polymerazy Deep Vent. Reakce PCR se provadéji v DNA tepelném cyklova¢i model
480 (Perkin Elmer Corporation, Norwalk, CT) a ¢isti se pomoci soupravy Wizard PCR Preps

(Promega).
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Priméry se navrhnou, aby zahrnovaly vhodnd mista rozpoznana r.e.strikém’mi enzymy,
kterd umoZiuji klonovani nového genu do vektord exprese. Typicky se "start fragmentu"
navrhne tak, aby vytvofil Ncol restrikéni misto a "stop fragmentu" se navrhne tak, aby vytvofil
HindIII restrikéni misto. Restrik&ni stravovaci reakce se &isti pomoci soupravy Magic DNA
Clean-up System (Promega). Fragmenty Start a Stop se vyvolaji na 1% TEA gelu barveného
ethidium bromidem a izolovaného s pouZitim extrakéni soupravy Qiaex Gel (Qiagen). Tyto
fragmenty se smichaji a p¥ipoji se ke konciim fragmentu Ncol/HindIII s asi 3800 pary bazi
vektoru pMON3934 zahfivanim na 50 °C na 10 minut a necha se pomalu ochladit. T¥i fragmenty
se spolu spoji pomoci T4 DNA ligdzy (Boehringen Mannheim). Vysledkem je plazmid
obsahujici plnou délku genu novy N-konec/C-konec. Cést spojovaci reakce se pouZije

k transformaci DHS5a bungk (Life Technologies, Gaithersburg, MD). Plazmid DNA se &isti a

sekvence se potvrdi jako niZe.
Zplsob III. Vytvofeni genti s novym N-koncem/C-koncem metodou tandemové duplikace.

Tandemove duplikované geny s N-koncem/C-koncem lze ptipravit zpiisobem popsanym
v Horlick aj., Protein Eng. 5: 427-431 (1992). Amplifikace polymerdzovou fetézovou reakei
(PCR) gent s novym N-koncem/C-koncem se provede pomoci tandemové duplikované vzorové
DNA Kroky se ukazuji na obrazku 4.

Tandemoveé duplikovana vzorovd DNA se vytvoii klonovanim a obsahuje dv& kopie genu
oddélené sekvenci DNA kédujici spojovnik ptivodnich C-terminalntho a N-termindlniho konce
dvou kopif genu. PouZiji se specifickd nastaveni priméru, aby se vytvofila a amplifikovala plna
délka genu snovym N-koncem/C-koncem ztandemové duplikované vzorové DNA. Tyto
priméry se navrhnou tak, aby zahrnovaly vhodna restrik&ni mista, coZ umoZni klonovani nového
genu do vektord exprese. Typickymi pbdminkami PCR jsou jeden cykl 95 0C tani po 2 minuty,
25 cykla 94 °C denaturace po 1 minutu, 50 °C %ih4ni po minutu a 72 °C extenze po 1 minutu,
plus jeden cykl eéxtenze pfi 72 0C po sedm minut: PouZije se Perkin Elmer GeneAmp PCR Core
souprava reagentl (Perkin Elmer Corporation, Norwalk, CT). 100 um reak&ni smési obsahuje
100 pmol kaZdého priméru a jeden pug vzorové DNA a 1 x ustoj PCR, 200 pumol dGTP, 200
pmol dATP, 200 umol dTTP, 200 umol dCTP, 2,5 jednotek AmpliTaq DNA polymerazy a 2
mmol MgCly. Reakce PCR se provadéji v DNA tepelném cyklova¢i model 480 (Perkin Elmer
Corporation, Norwalk, CT). Reakce PCR se ¢isti pomoci soupravy Wizard PCR Preps

(Promega).
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Izolace a charakterizace DNA

Plazmidovda DNA se miZe izolovat fadou riznych zplsobll a s pouZitim komer&ng
dostupnych souprav znimych odbornikim. Plazmidovdi DNA se izoluje pomoci soupravy
Promega Wizard™ Miniprep (Madison, WI), souprav Qiagen QIAwell Plazmid izolation
(Chastsworth, CA) nebo soupravy Qiagen Plazmid Midi. Tyto soupravy sleduji stejny obecny
postup pro izolaci plazmidové DNA. Strudng, buitky se peletuji odstfed&nim (5000 x g),
plazmidova DNA se uvolni postupnym ogetfenim NaOH/kyselina a bun&&né zlomky se odstrani
odstfedénim (10000 x g). Kalova voda (obsahujici plazmidovou DNA) se naloZi na kolonu
obsahujici pryskyfici, kterd vaze DNA a plazmidova DNA se eluuje pomoci TE. Po screeningu
na kolonie s hledanym plazmidem se okuji buitky E. coli do 50-100 ml LP plus vhodné
antibiotikum pro riist pfes noc pii 37 0C ve vzduiném inkubdtoru za tiepani. Vy¢isténa
plazmidovd DNA se pouzije pro sekvenovani DNA, daldi traveni restrikénimi enzymy, dalsi

podklonovani fragmenti DNA a transfekci do savel, E. coli nebo do Jjinych bunék.

Potvrzeni sekvenci

Vytisténd plazmidovdi DNA se znovu suspenduji vdH,O a kvantifikuji se mé&fenim
absorbance pti 260/280 nm v spektrofotometru Spectronics 601 UV (Baush and Lomb). Vzorky
DNA se sekvenuji pomoci soupravy terminatorové sekvehcujici chemie ABI PRISM™
DyeDeoxy™ (Applied Biosystems Division of Perkin Elmer Corporation, Lincoln City, CA)
podle protokolu navrZeného vyrobei, obvykle modifikovaného pFiddnim 5% BMSO
k sekvenujici smési. Sekvenovéni se provadi v DNA tepelném cyklovati model 480 (Perkin
Elmer Corporation, Norwalk, CT) podle doporudenych podminek amplifikace. Vzorky se &isti,
aby se odstranil pfebytek termindtorovych barviv, kolonami Centri-Sep™ (Princenton
Separations, Adelphia, NJ) a lyofilizuji se. Sekvenujici reakce oznadené fluorescentnim
barvivem se znovu suspenduji v deionizovaném formamidu a sekvenuji se na denaturujicim
4,75% polyakrylamid-8M mocovinovych gelech pomoci automatizovaného sekvenovate DNA
ABI Model 373A. Piekryvajici se fragmenty DNA a sekvence se analyzuji a sestavuji do master
DNA sboril pomoci analytického software Sequencer v2.1 DNA (Gene Codes Corporation, Ann
Arbor, MI).

Exprese agonistil receptoru EPO v savéich buiikdch

Transfekce savéich bunék/ produkce upraveného media.
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Buné¢nou linii BHK-21 Ize ziskat od ACTT (Rockville, MD). Buiky se kultivuji
v modifikovaném Dulbeccové Eagle mediu (DMEM, vysoka glukéza) obohaceném 10%
fetdlnim hov&zim sérem (FBS). Tato formulace je oznacena BHK riistové medium. Selektivnim
mediem je BHK riistové medium obohacené 453 jednotek/ml hydromycinu B (Calbiochem, San
Diego, CA). Bun&tné linie BHK-21 se pted tim transfektovala HSV transaktivaénim proteinem
VP16, ktery transaktivuje promotor IE110, ktery se nalézd na plazmidu pMON3359 (viz
Hippenmeyer aj., Bio/Technology, strany 1037-1041 (1993)). Protein VP16 podnécuje expresi
genil vloZenych za promotor IE110. Butiky BHK-21 s expresi tranSaktivujiciho proteinu VP16 je
ozna¢ena BHK-VP16. Plazmidu pMON1118 (viz Highkin aj., Poultry Sci, 70: 970-981 (1991))
vyjadfuje gen odolnosti proti hydromycinu z promotoru SV40. Podobny plazmid Ize ziskat od
ACTT, pSV2-hph.

Buitky BHK-VP16 se vyseji na 60 mm kultivagni misky pro tkan& pfi 3 x 10° bun&k na
misku 24 hodiny pfed transfekci. Buiiky se transfektuji po 16 hodin v 3 ml "OPTIMEM"™
(Gibco-BRL, Gaithersburg, MD) obsahujicim 10 pg plazmidové DNA obsahujici pfislu$ny gen,
3 pg plazmidu odolnosti proti hydromycinu pMON1118 a 80 pg "LIPOFECTAMINE™ (Gibco-
BRL) na misku. Medium se potom odsélo a nahradilo se 3 ml riistového media. 48 hodin po
transfekci se medium z kazdé misky sebralo a testovalo se na aktivitu (ptechodné kondiciované
medium). Buiiky se odstrani z misky pomoci trypsin-EDTA, zfedilo se 1:10 a pieneslo se na 100
mm kultivatni misky pro tkéan& obsahujici 10 ml selektivniho media. Piblizng po 7 dnech
v selektivnim mediu odolné builky vyrostou do kolonii s priimérem n&kolika milimetrii. Kolonie
se odstrani z misky filtranim papirem (nafezaného asi na stejnou velikost jako kolonie a
namocCené do trypsin-EDTA) a pienesou se do jednotlivych jamek desky s 24 jamkami
obsahujicich 1 ml selektivniho media. KdyZ klony dostate&n& vyrostou, kondiciované medium se

znovu testuje a positivni klony se expanduji do ristového media.
Exprese agonisti receptoru EPO v E. coli

Buiiky E. coli kmen MON105 nebo JM101, obsahujici ptisluiny plazmid rostou pti 37 0C
v M9 mediu plus kasaminové kyseliny za tiepani ve vzdu$ném inkubdtoru model G25 od New
Brunswick Scientific (Edison, New Jersey). Rist se sleduje pti OD600, dokud nedosihne
hodnotu 1, kdy se pfidé nalidixové kyselina (10 mg/ml) v 0,1 N NaOH na kone&nou koncentraci
50 pg/ml. Kultury se pak téepou pii 37 °C tfi az Ctyfi dalSi hodiny. Béhem kultivadni faze se
udrZuje vysoky stupeti aerace, aby se dosdhla maximalni produkce Zédaného genového produktu.

Buriky se zkoumaji pod svételnym mikroskopem na p¥ftomnost zachycenych &4stic (IB). Jedno
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mililitrové podily kultury se odeberou pro analyzu obsahu proteini vafenim peletovanych bungk,
jejich oSetfenim redukujicim tstojem a elektroforézou pfes SDS-PAGE (viz Maniatis aj.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1982). Kultura se odstfed’uje (5000 x g), aby se
buiiky peletovaly.

Dal3i strategie pro dosaZeni vysokého stupng exprese gent v E.coli 1ze nalézt v Savvas C.
M., Microbiological Reviews, 60: 512-538 (1996). |

Piiprava zachycenych &astic: Extrakce, nové sloZeni, dialyza, DEAE chromatografie a

charakterizace agonistii receptoru EPO, které se hromadi v zachycenych &asticich v E. coli

Izolace zachycenych &astic:

Peletované builky z kultury 330 ml E. coli,se znovu suspenduji v sonifika&nim dstoji (10
mmol hydrochloridu 2-amino-2-(hydroxymethyl1)-1,3-propandiolu (Tris-HCI), pH 8,0, plus 1
mmol ethylendiaminotetraoctové kyseliny (EDTA). Resuspendované buiiky se sonifikuji pomoci
mikrokonce rozbfjete bungk Sonicator (Model W-375 Heat Systems-Ultrasonics Inc.,
Farmingdale, New York). PouZiji se tii kola sonifikace v sonifikadnim ustoji nasledovana
odstfed&nim, aby se rozbily buiiky a promyly se zachycené &astice (IB). Prvé kolo sonifikace je3
minutovy impuls, nasledovany 1 minutovym impulsem a kone¢na dvé kola sonifikace jsou po 1
minuté.

Extrakce a nové sloZeni proteinii z pelet zachycenych &astic:

Po kroku kone¢ného odsttedéni se IB pelety znovu suspenduji v 10 ml 50 mmol Tris-HC],
pH 9,5, 8mol mocoviny a 5 mmol dithiothreitolu (DTT) a michaji se asi 45 minut, aby se

umoznila denaturace vyjadfeného proteinu.

Extrakéni roztok se pienese do kadinky obsahujici 70 ml 5 mmol Tris-HCl, pH 9,5, 2,3

mol mocoviny a mirn¢ se michd za vystaveni vzduchu p¥i 4 OC po 18 aZ 48 hodin, aby se
umoZnilo nové sloZeni proteinti. Nové skladani se sleduje analyzou na C18 kolond pro
chromatografii v reversni fazi za vysokého tlaku (RP-HPLC) (0,46 x 25 c¢m) (Vydac, Hesperia,
CA). K sledovani nového skladani se pouZije linearni gradient od 40 % do 65 % acetonitrilu
obsahujictho 0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA). Tento gradient se vyvoldva b&hem 30 minut
pfi pritokové rychlosti 1,5 ml za minutu. Denaturované proteiny se obecné eluuji pozdgji

v gradientu neZ sloZené proteiny.

Cisténi:
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Po novém sloZeni se znelist'ujici proteiny E. coli odstratiuji sréie;ﬁm kyseli.I;ou.. ‘pH
roztoku pro nové sloZeni se titruje, aby bylo mezi pH 5,0 a pH 5,2, pomoci 15% (objemove)
octové kyseliny (HOAc). Tento roztok se miché pti 4 0C 2 hodiny a pak se odstfed’uje 20 minut
pii 12000 x g, aby se peletovaly vSechny nerozpustné proteiny.

Kalové voda z kroku sréZeni kyselinou se dialyzuje na membran& Spectra/Por 3 s hranici
molekulové hmotnosti (MWCO) 3500 daltonii. Dialyzuje se proti 2 zm&nam 4 litrti (50 ndsobny
pfebytek) 10 mmol Tris-HCl, pH 8,0, celkem 18 hodin. Dialyza sniZuje vodivost vzorku a
odstrafiuje moc¢ovinu pfed chromatografif DEAE. Vzorek se pak odstfed’uje (20 minut p¥i 12000
X g), aby se peletovaly viechny nerozpustné proteiny po dialyze.

Pro iontovou vyménnou chromatografii se pouZije kolona Bio-Rad Bio-Scale DEAE2 (7 x
52 mm). Kolona se vyrovné Gstojem obsahujicim 10 mmol Tris-HCL, pH 8,0. Protein se eluuje
pomoci gradientu 0 aZ 500 mmol chloridu sodného (NaCl) v vyrovnivacim tstoji ptes 45
objemt kolony. Pro vymyti se pouZije priitokové rychlost 1 ml za minutu. Frakce z kolony (2 ml
na frakci) se sbiraji béhem gradientu a analyzuji se RP-HPLC na C18 kolon& (0,46 x 25 cm)
(Vydac, Hesperia, CA). Pouzije se linedrni gradient od 40 % do 65 % acetonitrilu obsahujiciho
0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA). Tento gradient se vyvolavad béhem 30 minut pii pritokové
rychlosti 1,5 ml za minutu. Spojené frakce se pak dialyzuji proti 2 zmé&ndm 4 litri (50 aZ 500
nasobny piebytek) 10 mmol octanu amonného (NH4Ac), pH 4,0, celkem 18 hodin. Dialyza se
provadi s pouzitim membrany Spectra/Por 3 s MWCO 3500 daltond. Koneéné se vzorek sterilng
filtruje s pouzitim 0,22 um injek&niho filtru (uStar LB injekéni filtr, Costar, Cambridge, Ma.) a
skladuje se pti 4 0c.

V nékterych pfipadech sloZené proteiny lze Eistit afinitné s pouZitim afinitnich Einidel,
jako je mAbs nebo receptorové podjednotky pfipojené k vhodné matrici. Alternativné (nebo

navic) lze &isténi dosdhnout riznymi chromatografickymi metodami, jako iontovou vyménou,

.- gelovou filtraci nebo hydrofobni chromatografii nebo HPLC v reversni fazi.

Tyto a jiné metody jsou popsany podrobné¢ v Methods in Enzymology, Volume 182,
"Guide to Protein Purification, Murray Deutcher, Ed., Academic Press, San Diego (1990).

Charakterizace proteinu:

Vylistény protein se analyzuje pomoci RP-HPLC, elektrorozpraSovaci hmotnostni

spektrometrie a SDS-PAGE. Kvantifikace proteinu se provede podle sloZeni aminokyselin, RP-
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HPLC a pomoci Bradfodova stanoveni proteinii. V n&kterych pfipadech lze provést mapovani

tryptického peptidu spolu s elektrorozprasovaci hmotnostni spektrometrii, aby se potvrdila

identita proteinu.

Methylcelulozovy test

Tento test odrdZi schopnost kolonie stimulujicich faktort stimulovat normalni buriky
kostni dfeng, aby produkovaly rizné typy krvetvornych kolonii in vitro (Bradley aj., 1966, Aust.
Exp. Biol. Sci. 44: 287-300 (1966), Pluznik aj., J. Cell Comp. Physio. 66: 319-324 (1965)).

Metody

Asi 30 ml odsété Cerstvé normalni zdravé kostni dfend se ziskalo od jednotlivet po
informovaném souhlasu. Za sterilnich podminek se vzorky ztedily 1:5 roztokem 1X PBS (Cislo
14040.059 Life Technologies, Gaithersburg, MD.) v 50 ml konické zkumavce (&islo 25339-50
Corning, Corning, MD). Pod zfedény vzorek se rozprostrel ficoll (Histopaque 1077 Sigma H-
8889) a odstifedovalo se pfi 300 x g po 30 minut. P4s mononuklearnich bungk se odstranil a -
promyl se dvakrat 1X PBS a jednou 1% BSA PBS (CellPro CO, Bothell, WA). Mononukleérni
buiiky se spotitaly a CD34a builky se vybraly pomoci kolony soupravy Ceprate LC (DC34)
(CellPro CO, Bothel, WA). Tat6 frakcionace se provadi, dokud viechny kmenové a roditovské
buriky kostni dfen& nevykazuji CD34 povrchovy antigen.

Kultury se nasadi v trojndsobném poétu s kone¢nym objemem 1.0 ml v 35%10 mm Petriho
miskach (Nunc ¢islo 174926). Medium kultury se zisk4 od Terry Fox Labs. (HCC 4230 medium,
Terry Fox Labs. Vancouver, B. C. Kanada) a kmedium kultury se pfida erythropoietin
(Amgden, Thousands Oaks, CA.). 3000-10000 CD34c bunék se pfidd na misku. Pfidaji se
proteiny agonistl receptoru EPO, bud’ v kondiciovaném mediu z transfektovanych sav&ich bunék
nebo ¢idténé z kondiciovaného media z transfektovanych savéich bungk nebo z E.coli, aby se
doséhla kone¢né koncentrace mezi 0,001 nmol do 10 nmol. Kultury se znovu suspenduji pomoci
3 ml injekéni stikatky a 1,0 ml se d4 na misku. Kontrolni kultury (zikladni odpovéd’)

nedostanou Zadné kolonie stimulujici faktory. Positivni kontrolni kultury dostanou kondiciovana

media (PHA stimulované lidské buriky (Terry Fox Labs. H2400). Kultury se inkubuji pti 37 °c

ve zvlhéeném vzduchu s 5 % CO».

Krvetvorné kolonie, které jsou definovany jako vétsi neZ 50 bun&k, se spolitaji v den
vrcholné odpovédi (dny 10-11) pomoci mikroskopu Nikon s invertovanou fazi a kombinaci
objektivu 40x. Skupiny buné€k obsahujici méné¢ neZ 50 bun€k, se oznaduji jako shluky.
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Alternativng Ize kolonie identifikovat rozprostfenim kolonii na sklidku a barvenfm, nebo je lze

sebrat, znovu suspendovat a rozprostfit na sklitku s cytospinem pro barveni.
Testy s lidskym krvetvornym ristovym faktorem z pupe&ni $fidry.

Buiiky kostni dfené se tradiéné pouZivaji pro testy aktivity in vitro stimulujiciho faktoru
krvetvornych kolonii (CSF). Avsak lidskd kostni dfefi neni vZdy dostupnd a mezi darci existuje
zna¢na variabilita. Krev z pupe¢ni Siiliry je srovnatelnd s kostni dfeni jako zdroj krvetvornych
kmenovych bun€k a rodi€ovskych bun€k (Broxmeyer aj., PNAS 89: 3252-3258 (1992), Mayani
aj., Blood 81: 3252-3258 (1993)). Na rozdil od kostni dfend krev z pupe¢ni $iitiry je sndze
dostupna na pravidelné zikladné. Existuje rovn&Z moZnost sniZit variabilitu testd spojenim
bun€k Cerstve ziskanych od vice darcii, aby se vytvofila banka bungk skladovanych pro tyto
ucely za mrazu. Modifikaci podminek kultivace a nebo analyzou specifickych znadkovadi linii,

by mé&lo byt moZné testovat specificky aktivitu kolonii tvofit impulsy (CFU-E).
Metody

Z krve pupeCni 3iiliry se izoluji mononukledrni buitky (MNC) b&hem 24 hodin po odebrani
pomoci gradientu se standardni hustotou (1.077 g/ml Histopaque). MNC z krve pupeéni $iitiry se
dale obohati kmenovymi a rodi€ovskymi butikami fadou postupl, v&etné imunomagnetické
selekce CD34- a CD34a bunék, ryZovanim SBA- a CD34a frakci pomoci pokrytych bangk od
Applied Immune Science (Santa Clara, CA) a selekci CD34a pomoci avidinové kolony CellPro
(Bothell, WA). Jak erstvé izolované, tak skladované za mrazu obohacené frakce CD34a bungk
se pouziji pro testy. Zdvojené kultury pro kazdé sériové zfedéni vzorku (koncentrace jsou
v rozmezi od 1 pmol do 1204 pmol) se p¥ipravi s 1 x 104 bungk v 1 ml media obsahujicim 0.9%
methylcelulozy bez dal§ich rdstovych faktorti (Methocult H4230 od Stem Cell Technologies,

Vancouver, BC.) . Po 7-9 denni kultivaci se spo¢itaji kolonie obsahujici vic neZ 30 bun¢k.

Transfektované bunééné linie

Buné¢né linie, jako BHK nebo mysi pro B bunééna linie Baf/3, se mohou transfektovat
s receptorem stimulujiciho faktoru kolonii, jako je receptor lidského EPO, ktery linie nemaji.
Tyto transfektované bunééné linie se mohou pouZit stanoveni prolifera¢ni aktivity anebo vazani

receptoru.
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Piiklad 1

Geny k(’)dl‘ljl'cf sekvenci permutovanych EPO ligand se mohou konstruovat kteryrnkoliv
zde popsanym zplsobem nebo jinou rekombinantni metodou zndmou odborniktm. Pro ucely
tohoto piikladu je misto permutace mezi zbytky EPO 131(Arg) a 132(Thr). To je misto, které je
nejnachylnéjsi proteolytickému $t€peni, a tim ukazuje vystaveny povrch s relativng vysokym

stupném ohebnosti.

V tomto pfikladu se vytvoii novy N-konec a C-konec bez spojovniku spojujiciho ptivodni
konce. To se ud¢ld, jak se popisuje v metods I, ve 2 krocich PCR a spojenim tupych konci.

V prvém kroku se s pouzitim vektoru, ktery obsahuje sekvenci DNA SEQ ID NO: 120 jako
vzor a priméry "novy start" a "tupy start"), vytvofi fragment DNA, ktery kéduje novy C-
terminal. Tento fragment je oznaCen "start fragmentu". Sekvence podtrZena v novém startovacim

priméru je restrikéni misto Ncol.
Novy startovaci primér = gegcgcCCATGGACAATCACTGCTGAC SEQ ID NO: 131.

Tupy startovaci primér = TCTGTCCCCTGTCCT SEQ ID NO: 132. V druhém kroku se
s pouZitim vektoru, ktery obsahuje sekvenci DNA SEQ ID NO: 120 jako vzor a priméry "novy
stop" a "tupy stop"), vytvoii fragment DNA, ktery kéduje novy C-terminal. Tento fragment je
oznacen "stop fragmentu”. Sekvence podtrZzend v novém startovacim priméru je restrikéni misto
HindIII.

Novy stop primér = gegcgc AAGCTTATTATCGGAGTGGAGCAGAGGCCGCATC SEQ
ID NO: 133. |

Tupy koncovy primér = GCCCCACCACGCCTCATCTGT SEQ ID NO: 134.

V spojovacim kroku se oba fragmenty vytvofené ve dvou PCR reakcich se spoji, stravi se
s Ncol a HindIII a klonuji se do vektoru exprese. Klony se prohlédnou restrikéni analyzou a
DNA se sekvenuje, aby se potvrdila spravnost sekvence. Mohou se navrhnout priméry, aby se

vytvofila restrikéni mista jina neZ Ncol a HindIII a aby se klonovala do jinych vektortii exprese.

Piiklad 2

Sekvence permutovanych agonistii EPO receptoru podle vynalezu lze testovat na

bioaktivitu zde popsanymi zplsoby nebo jinymi metodami zndmymi odbornikim.

Dalsi techniky pro konstrukei variantnich gent, expresi rekombinantniho proteinu, &isténi
proteinu, charakterizaci proteinu, stanoveni biologické aktivity lze nalézt v WO 94/12639 a WO
94/12638, fuzni proteiny, které se uvad€ji v WO 95/21197 a 95/21254, G-CSF agonisty
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receptoru, které se popisuji v WO 97/12977, c-mpl agonisty recepto;'u, kte.r.é se popisix}'i v. {VO
97/12978, IL-3 agonisty receptoru, které se popisuji v WO 97/12979 a multifunk&ni agonisty
receptoru, které se popisuji v WO 97/12985, mohou podévat spolu s polypeptidy tohoto
vynalezu. Jak se zde pouZiva, "IL-3 varianty" se tykd variantG IL-3, které se uvadéji v WO
94/12639, WO 94/12638, WO 95/21197, WO 95/20977 a 95/21254, které jsou zahrnuty do

popisu timto odkazem.

Vsechny reference, patenty nebo pfihlasky zde citované jsou sem zafazeny odkazem ve
své uplnosti, jako by zde byly napsény.

Rizné jiné piiklady budou ziejmé odbornikovi po predteni tohoto popisu bez toho, Ze by
se odchylil od ducha a rozsahu vynalezu. Zamysli se, aby vSechny takové jiné piiklady byly
zahrnuty rozsahu pfipojenych narokd.




Seznam sekvenci

Popis sekvence SEQID NO : 1

i) Charakteristika fetézce:

A) Délka: 133 aminokyselin

ii) Typ molekuly: Zadny

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 1

Asn
1
Thr
Val
Glu
Txp
65
Ser
Ser
Asp
Lys
Gly

145
Arg

Ile
Val
Gly
Ala
50

Glu
Leu
Pro
Thr
Leu
130
Gly

Tyr

Thr Thr Gly Cys Ala

Pro
Gln
35

Val
Pro
Thr
Pro
Phe
115
Lys

Ser

Leu

Asp
20

Gln
Leu
Leu
Thr
Asp
100
Arg
Leu

Ala

Leu

5
Thr

Ala
Arg
Gln
Leu
85

Ala
Lys
Tyr
Pro

Glu
165

Lys
Val
Gly
Leu
70

Leu
Ala
Leu
Thr
Pro

150
Ala

val
Glu
Gln
55

His
Arg
Ser
Phe
Gly
135

Arg

Lys

Popis sekvence SEQ IDNO : 2

i) Charakteristika fetézce:

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

29

Glu
Asn
Val
40

Ala
Val
Ala
Ala
Arg
120
Glu

Leu

Glu

His
Phe
25

Trp
Leu
Asp
Leu
Ala
105
Val

Ala

Ile

Ala

Cys
10

Tyr
Gln
Leu
Lys
Gly
90

Pro
Tyr
Cys
Cys

Glu

Ser
Ala
Gly
Val
Ala
75

Ala
Leu
Ser

Arg

Asp
155

170

Leu
Trp
Leu
Asn
60

Val
Gln
Arg
Asn
Thr

140
Ser

Asn
Lys
Ala
45

Ser
Ser
Lys
Thr
Phe
125
Gly

Arg

Glu
Arg
30

Leu
Ser
Gly
Glu
Ile
110
Leu

Asp

val

Asn
15

Met
Leu
Gln
Leu
Ala
85

Thr
Arg

Arg

Leu

Ile
Glu
Ser
Pro
Arg
80

Ile
Ala
Gly

Gly

Glu
160




Ile
1
Val
Gly
Ala
Glu
65
Leu
Pro
Thr
Leu
Gly

145
Tyr

Popis sekvence SEQ ID NO : 3

ii) Typ molekuly: Zédny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 2

Thr
Pro
Gln
Val
50

Pro
Thr
Pro
Phe
Lys
130

Ser

Leu

Thr
Asp
Gln
35

Leu
Leu
Thr
Asp
Arg
115
Leu

Ala

Leu

Gly
Thr
20

Ala
Arg
Gln
Leu
Ala
100
Lys
Tyr

Pro

Glu

Cys Ala
5
Lys Val

Val Glu
Gly Gln

Leu His
70

Leu Arg

85

Ala Ser

Leu Phe
Thr Gly
Pro Arg

150

Ala Lys
165

A) Délka: 170 aminokyselin

Thr
1
Pro

Gln
Val
Pro

65
Thr

B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 3

Thr
Asp
Gln
Leu
50

Leu

Thr

Gly
Thr
Ala
35

Arg
Gln

Leu

Cys
Lys
20

Val
Gly

Leu

Leu

Ala Glu
5
Val Asn

Glu Vval

Gln Ala

His Val
70

Arg Ala
85

Glu
Asn
Val
Ala
55

Val
Ala
Ala
Arg
Glu
135

Leu

Glu

His
Phe
Trp
Leu
55

Asp

Leu

30

His
Phe
Trp
40

Leu
Asp
Leu
Ala
Val
120
Ala

Ile

Ala

Cys
Tyr
Gln
40

Leu

Lys

Gly

Cys
Tyr
25

Gln
Leu
Lys
Gly
Pro
105
Tyr
Cys

Cys

Glu

Ser
Ala
25

Gly
Val
Ala

Ala

Ser
10

Ala
Gly
Val
Ala
Ala
90

Leu
Ser
Arg

Asp

Asn
170

Leu
10

Trp
Leu
Asn

Val

Gln
90

Leu
Trp
Leu
Asn
Val
75

Gln
Arg
Asn

Thr

Ser
155

Asn
Lys
Ala
Ser
Ser

75
Lys

Asn
Lys
Ala
Ser
60

Ser
Lys
Thr
Phe
Gly

140
Arg

Glu
Arg
Leu
Ser
60

Gly

Glu

Glu
Arg
Leu
45

Ser
Gly
Glu
Ile
Leu
125
Asp

Val

Asn
Met
Leu
45

Gln

Leu

Ala

Asn
Met
30

Leu
Gln
Leu
Ala
Thr
110
Arg

Arg

Leu

Tle
Glu
30

Ser
Pro

Arg

Ile

Ile
15

Glu
Ser
Pro
Arg
Ile
95

Ala
Gly
Gly

Glu

Thr
15

Val
Glu
Trp

Ser

Ser
95

Thr
Val
Glu
Trp
Ser
80

Ser
Asp
Lys
Gly

Arg
160

val
Gly
Ala
Glu
Leu

80
Pro




Pro
Phe
Lys
Ser

145
Leu

Popis sekvence SEQ ID NO : 4

Asp
Arg
Leu
130
Ala

Leu

Ala
Lys
115
Tyr

Pro

Glu

Ala
100
Leu
Thr

Pro

Ala
165

Ser Ala
Phe Arg
Gly Glu
Arg Leu

150
Lys Glu

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 4
Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro

1
Asp

Gln
Leu
Leu
65

Thr
Asp
Arg
Leu
Ala

145
Leu

Thr
Ala
Arg
50

Gln
Leu
Ala
Lys
Tyr
130

Pro

Glu

Lys
Val
35

Gly
Leu
Leu
Ala
Leu
115
Thr

Pro

Ala

Val
20

Glu
Gln
His
Arg
Ser
100
Phe
Gly
Arg

Lys

5

Ala
Val
Ala
135
Ile

Ala

31

Pro
Tyr
120
Cys
Cys

Glu

170

Leu Arg

105
Ser

Arg
Asp

Asn

Asn Phe Tyr Ala Trp

Val Trp
Ala Leu

Val Asp
70

Ala Leu

85

Ala Ala

Arg Val
Glu Ala
Leu Ile

150

Glu Ala
165

Gln
Leu
55

Lys
Gly
Pro
Tyr
Cys
135
Cys

Glu

Gly
40

Val
Ala
Ala
Leu
Ser
120
Arg
Asp

Asn

25
Leu

Asn
Val
Gln
Arg
105
Asn
Thr

Ser

Ile

Asn
Thr
Ser

Ile

10
Lys

Ala
Ser
Ser
Lys
90

Thr
Phe
Gly

Arg

Thr
170

(XXX T Y}

=)
oy
e

Phe
Gly

Arg
155

Arg
Leu
Ser
Gly
75

Glu
Ile
Leu

Asp

Val
155

(X2 X3

sSwoe

o]
=
]

Leu
Asp

140
Val

Met
Leu
Gln
60

Leu
Ala
Thr
Arg
Arg

140
Leu

L

Leu

Glu
Ser
45

Pro
Arg
Ile
Ala
Gly
125
Gly

Glu

Glu Arg

15
Val Gly
30
Glu Ala

Trp Glu
Ser Leu
Ser+Pro
95

Asp Thr
110

Lys Leu
Gly Gly

Arg Tyr

Gln
Val
Pro
Thr
80

Pro
Phe
Lys

Ser

Leu
160
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Popis sekvence SEQIDNO : 5

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO:

5

Gly Cys Ala Glu His Cys Ser

1
Thr

Ala
Arg
Gln
65

Leu
Ala
Lys
Tyr
Pro

145
Glu

5
Lys Val Asn Phe Tyr
‘ 20
Val Glu Val Trp Gln
35
Gly Gln Ala Leu Leu
50 }
Leu His Val Asp Lys
70
Leu Arg Ala Leu Gly
85
Ala Ser Ala Ala Pro
100
Leu Phe Arg Val Tyr
115
Thr Gly Glu Ala Cys
130
Pro Arg Leu Ile Cys
150
Ala Lys Glu Ala Glu
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 6

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

Ala
Gly
Val
55

Ala
Ala
Leu
Ser
Arg
135

Asp

Asn

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 6

32

Leu
Trp
Leu
40

Asn
Val
Gln
Arg
Asn
120
Thr

Ser

Ile

Asn
Lys
25

Ala
Ser
Ser
Lys
Thr
105
Phe
Gly

Arg

Thr

Glu
10

Arg
Leu
Ser
Gly
Glu
90

ITle
Leu
Asp

Val

Thr
170

200000
ense

L
seve
L

Asn Tle
Met Glu
Leu Ser

Gln Pro
60

Leu Arg

75

Ala Ile

Thr Ala
Arg Gly
Arg Gly

140

Leu Glu
155

Ed
"8 e

Thr
Val
Glu
45

Trp
Ser
Ser
Asp
Lys
125
Gly

Arg

EX 2 7]

Val
Gly
30

Ala
Glu
Leu

Pro

Thr
110

.Leu

Gly

Tyr

. L]
*0e e L XX ]

»

*

Pro
15

Gln
Val
Pro
Thr
Pro
95

Phe
Lys

Ser

Leu

»
. .
tee
.
e

Asp
Gln
Leu
Leu
Thr
80

Asp
Arg
Leu

Ala

Leu
160

Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr

1

5

10

15




Lys
val
Gly
Leu
65

Leu
Ala
Leu
Thr
Pro

145
Ala

Popis sekvence SEQ IDNO : 7

A) Délka: 170 aminokyselin

Val
Glu
Gln
50

His
Arg
Ser
Phe
Gly
130
Arg

Lys

Asn
Val
35

Ala
Val
Ala
Ala
Arg
115
Glu

Leu

Glu

Phe
20

Trp
Leu
Asp
Leu
Ala
100
val
Ala
Tle

Ala

Tyr
Gln
Leu
Lys
Gly
85

Pro
Tyr
Cys
Cys

Glu
165

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 7

Ala
1
Val
Glu
Gln
His

65

Arg
Ser
Phe
Gly

Arg

Glu
Asn
Val
Ala
50

val
Ala
Ala
Arg
Glu

130
Leu

His
Phe
Trp
35

Leu
Asp
Leu
Ala
Val
115
Ala

Ile

33

Ala Trp Lys Arg

Gly
Val
Ala
70

Ala
Leu
Ser
Arg
Asp

150
Asn

Leu
Asn
55

Val
Gln
Arg
Asn
Thr
135

Ser

Ile

Cys Ser Leu Asn

5

Tyr Ala Trp Lys

20
Gln

Leu
Lys
Gly
Pro
100
Tyr

Cys

Cys

Gly
Val
Ala
Ala
85

Leu
Ser

Arg

Asp

Leu
Asn
Val
70

Gln
Arg
Asn

Thr

Ser

Ala
Ser
55

Ser
Lys
Thr
Phe
Gly

135
Arg

Ala
40

Ser
Ser
Lys
Thr
Phe
120
Gly
Arg

Thr

Glu
Arg
Leu
40

Ser
Gly
Glu
Ile
Leu
120
Asp

Val

25
Leu

Ser
Gly
Glu
Ile
105
Leu
Asp

Val

Thr

Asn
Met
25

Leu
Gln
Leu
Ala
Thr
105
Arg
Arg

Leu

Met
Leu
Gln
Leu
Ala
90

Thr
Arg
Arg

Leu

Gly
170

Ile
10

Glu
Ser
Pro
Arg
Ile
90

Ala

Gly

Glu

Ala
Gly
Gly

Glu
155

Thr
Val
Glu
Trp
Ser
75

Ser
Asp
Lys
Gly

Arg

Ser

Asp

Lys
Gly

140
Arg

val
Gly
Ala
Glu
60

Leu
Pro
Thr
Leu
Gly

140
Tyr

L]
N
(X ]

Gly
Ala
45

Glu
Leu
Pro
Thr
Leu
125
Gly

Tyr

Pro
Gln
Val
45

Pro
Thr
Pro
Phe
Lys
125

Ser

Leu

*eSe

L
*09 o

[

.

30
vVal

Pro
Thr
Pro
Phe
110
Lys

Ser

Leu

Asp
Gln
30

Leu
Leu
Thr
Asp
Arg
110
Leu

Ala

Leu

* LB 4 *
.0

. [ 4
o6 ese
L

Leu
Leu
Thr
Asp
95

Arg
Leu

Ala

Leu

Thr
15

Ala
Arg
Gln
Leu
Ala
95

Lys
Tyr

Pro

Glu

Gln Gln Z&la

Arg
Gln
Leu
80

Ala
Lys
Tyr

Pro

Glu
160

Lys
Val
Gly
Leu
Leu
80

Ala
Leu
Thr

Pro

Ala




34

145 150 15%"*

Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys
165 170

Popis sekvence SEQID NO : 8

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: lineérni

ii) Typ molekuly: Zadny

1
Asn

val
Ala
Val
65

Ala
Ala
Arg
Glu
Leu

145
Glu

1

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 8
Glu His Cys

Phe Tyr

Gln
35
Leu

Trp

Leu
50
Asp Lys

Leu Gly

Ala Pro

Val Tyr
115
Ala Cys
130
Ile Cys

Ala Glu

Popis sekvence SEQIDNO : 9

Ser Leu Asn

Ala
20

Gly
Val
Ala
Ala
Leu
100
Ser
Arg

Asp

Asn

5
Trp

Leu
Asn
Val
Gln
85

Arg
Asn
Thr

Ser

Ile
165

Lys
Ala
Ser
Ser
70

Lys
Thr
Phe
Gly
Arg

150
Thr

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

Glu Asn
Arg Met

Leu Leu
40
Ser Gln
55 »
Gly Leu

Glu Ala

Ile Thr

Leu Arg
120

Asp Arg

135

Val Leu

Thr Gly

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 9
His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn

5

Ile Thr
10

Glu Val

25

Ser Glu

Pro Trp
Arg Ser
Ile Ser
90

Ala Asp
105

Gly Lys
Gly Gly
Glu Arg

Cys Ala
170

10

Val
Gly
Ala
Glu
Leu
75

Pro
Thr
Leu

Gly

Tyr
155

Pro
Gln
Val
Pro
60

Thr
Pro
Phe
Lys
Ser

140
Leu

Asp
Gln
Leu
45

Leu
Thr
Asp
Arg
Leu
125

Ala

Leu

Thr Lys
15

Ala Val

30

Arg Gly

Gln Leu

Leu Leu

Ala Ala
95

Lys Leu

110

Tyr Thr

Pro Pro

Glu Ala

15

Val
Glu
Gln
His
Arg
80

Ser
Phe
Gly

Arg

Lys
160




e

Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met
20
Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu
35
Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln
50 55
Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu
65 70
Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala
85
Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr
100
Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg
115

Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg

130 135
Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu
145 150
Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 10

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 10

Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile
1 5
Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu
20
Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser
35
Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro
50 55
Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg
65 70
Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile
85
Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala
100
Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly
115
Cys Arg Thr Gly Asp Arg Gly
130 135

35

Glu
Ser
40

Pro
Arg
Ile
Ala
Gly
120
Gly
Glu

Cys

Thr
Val
Glu
40

Trp
Ser
Ser
Asp
Lys

120
Gly

Val
25

Glu
Trp
Ser
Ser
Asp
105
Lys
Gly
Arg

Ala

Val
Gly
25

Ala
Glu
Leu
Pro
Thr
105

Leu

Gly

Gly
Ala
Glu
Leu
Pro
90

Thr
Leu
Gly
Tyr

Glu
170

Pro
10

Gln
Val
Pro
Thr
Pro
90

Phe
Lys

Ser

Pro
Thr
75

Pro
Phe
Lys

Ser

Leu
155

Asp
Gln
Leu
Leu
Thr
75

Asp
Arg

Leu

Ala

. Leu

Leu
60

Thr
Asp
Arg
Leu
Ala

140
Leu

Thr
Ala
Arg
Gln
60

Leu
Ala
Lys
Tyr

Pro
140

Ala
Lys
Tyr
125

Pro

Glu

Lys
Val
Gly
45

Leu
Leu
Ala
Leu
Thr

125
Pro

Leu
Ala
Leu
110
Thr

Pro

Ala

Val
Glu
30

Gln
His
Arg
Ser
Phe
110
Gly

Arg

Gln
His
Arg
Ser
95

Phe
Gly

Arg

Lys

Asn
15
Val.
Ala
Val
Ala
Ala
95
Arg
Glu

Leu

Ala
Val
Ala
80

Ala
Arg
Glu

Leu

Glu
160

Phe
Trp
Leu
Asp
Leu
80

Ala
Val

Ala

Ile
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145 150 155 160
Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His
' 165 170

Popis sekvence SEQIDNO: 11

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 11

Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr
1 5 10 15
Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln
20 25 30
Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu
35 40 45
Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys
50 55 60
Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly
65 70 75 80
Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro
85 ' 90 95
Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr
100 105 110
Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys
115 120 125
Arg Thr Gly Asp Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys
130 135 140

~ Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu

145 150 155 160
Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys
' 165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 12

A) Délka: 170 aminokyselin
" B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni
ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézee : SEQ ID NO: 12




23

Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val
1 5
Trp Lys Arg Met Glu Val Gly
20
Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala
35
Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu
50 55
Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu
65 70
Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro
85
Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr
100
Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu
, 115
Thr Gly Asp Arg Gly Gly Gly
130 135
Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
145 150
Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu
165

Popis sekvence SEQID NO : 13

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 13

Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro
1 5
Lys Arg Met Glu Val Gly Gln
20
Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val
35
Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro
50 55
Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr
65 70
Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro
85
Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe
100
Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys
115

- Gly Asp Arg Gly Gly Gly Ser

37

Pro
Gln
vVal
40

Pro
Thr
Pro
Phe
Lys
120
Ser

Leu

His

Asp
Gln
Leu
40

Leu
Thr
Asp
Arg
Leu

120
Ala

Asp
Gln
25

Leu
Leu
Thr
Asp
Arg
105
Leu
Ala

Leu

Cys

Thr
Ala
25

Arg
Gln
Leu
Ala
Lys
105
Tyr

Pro

Thr
10

Ala
Arg
Gln
Leu
Ala
90

Lys
Tyr
Pro

Glu

Ser
170

Lys
10

Val
Gly
Leu
Leu
Ala
90

Leu

Thr

Pro

(XX X2

L ]
(X X

Lyg'Vél

oo

Val Glu
Gly Gln
Leu His
60
Leu Arg
75
Ala Ser
Leu Phe
Thr Gly
Pro Arg
140

Ala Lys
155

Val Asn
Glu Val
Gln Ala
His Val
60

Arg Ala
75

Ser Ala
Phe Arg
Gly Glu

Arg Leu

Ala
Arg
Glu
125

Leu

Glu

Phe
Trp
Leu
45

Asp
Leu
Ala
Val
Ala

125
Ile

Asp
Leu
Ala
Val
110
Ala

Ile

Ala

Tyr
Gln
30

Leu
Lys
Gly
Pro
Tyr
110
Cys

Cys

Pro

" 95

Tyr
Cys
Cys

Glu

Ala
15

Gly
vVal
Ala
Ala
Léu
95

Ser

Arg

Asp

Ala
Ala
80

Leu
Sér
Arg

Asp

Asn
160

Trp
Leu
Asn
Val
Gln
80

Arg
Asn

Thr

Ser
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Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile
145 150 155 160
Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 14

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
" C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: Zddny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 14

Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys
1 5 10 15
Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala
20 25 30
Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser
35 40 45
Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser
50 55 60
Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys
65 70 75 80
Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr
85 90 95
Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe
100 105 110
Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly
115 120 125
Asp Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg
130 135 140
Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr
145 150 155 160
Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 15

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
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ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 15

Asn
1
Met
Leu
Gln
Leu
65
Ala
Thr
Arqg
Arg
Leu

145
Gly

Ile
Glu
Ser
Pro
50

Arg
Ile
Ala
Gly
Gly
130
Glu

Cys

Thr Val Pro Asp

Val
Glu
35

Trp
Ser
Ser
Asp
Lys
115
Gly

Arg

Ala

Gly
20

Ala
Glu
Leu
Pro
Thr
100
Leu
Gly
Tyr

Glu

5
Gln

Val
Pro
Thr
Pro
85

Phe
Lys
Ser

Leu

His
165

Gln
Leu
Leu
Thr
70

Asp
Arg
Leu
Ala
Leu

150
Cys

Thr
Ala
Arg
Gln
55

Leu
Ala
Lys
Tyr
Pro
135
Glu

Ser

Popis sekvence SEQ ID NO : 16

A) Délka: 170 aminokyselin

ii) Typ molekuly: Zadny

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 16
Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met

1
Glu

Ser
Pro
Arg
65

Tle

Ala

Val
Glu
Trp
50

Ser

Ser

Asp

Gly
Ala
35

Glu
Leu

Pro

Thr

Gln
20

Val
Pro
Thr

Pro

Phe

5
Gln

Leu
Leu
Thr
Asp

85
Arg

Ala
Arg
Gln
Leu
70

Ala

Lys

Val
Gly
Leu
55

Leu

Ala

Leu

39

Lys
Val
Gly
40

Leu
Leu
Ala
Leu
Thr
120
Pro

Ala

Leu

Glu
Gln
40

His
Arg

Ser

Phe

Val
Glu
25

Gln
His
Arg
Ser
Phe
105
Gly
Arg

Lys

Asn

vVal
25

Ala
Val
Ala

Ala

Arg

Asn
10

Val
Ala
Val
Ala
Ala
90

Arg
Glu
Leu

Glu

Glu
170

10
Trp

Leu
Asp
Leu
Ala

90
Val

Trp
Leu
Asp
Leu
75

Ala
Val
Ala

Ile

Ala
155

Gln
Leu
Lys
Gly
75

Pro

Tyr

Gln
Leu
Lys
60

Gly
Pro
Tyr
Cys
Cys

140
Glu

Gly
Val
Ala
60

Ala

Leu

Ser

Gly
Val
45

Ala
Ala
Leu
Ser
Arg
125
Asp

Asn

Trp
Leu
30

Asn
Val
Gln
Arg
Asn
110
Thr

Ser

Ile

Lys
15

Ala
Ser
Ser
Lys
Thr
95

Phe
Gly
Arg

Thr

15

Arg
Leu
Ser
Gly
Glu
80

Ile
Leu
Asp

Val

Thr
160

Leu Ala Leu Leu

Asn
45

Val
Gln
Arg

Asn

30
Ser

Ser
Lys
Thr

Phe

Ser
Gly
Glu
Ile

95
Leu

Gln
Le'u
Ala
80

Thr

Arg




100

Gly Lys Leu Lys

115

Leu

Gly Gly Gly Ser Ala

130

Glu Arg Tyr

145
Cys Ala

Glu

Leu

His

Leu

Cys
165

Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg

Pro

Glu
150
Ser

Pro

135
Ala

Leu

Popis sekvence SEQ ID NO : 17

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 17
Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val

1

Gly Gln Gln Ala

Ala Val

Glu Pro
50

Leu Thr

65

Pro Pro

Thr Phe
Leu Lys

Gly Ser
130

Tyr Leu

145

Glu His

Leu
35

Leu
Thr
Asp
Arg
Leu
115
Ala

Leu

Cys

20
Arg

Gln
Leu
Ala
Lys
100
Tyr
Pro

Glu

Ser

5
Val

Gly
Leu
Leu
Ala
85

Leu
Thr
Pro
Ala

Leu
165

120

Arg Leu Ile

Lys Glu Ala

Asn Glu Asn

Glu val Trp Gln

Gln
His
Arg
70

Ser
Phe
Gly
Arg
Lys

150
Asn

Ala
Val
55

Ala
Ala
Arg
Glu
Leu
135
Glu

Glu

Popis sekvence SEQID NO : 18

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

Leu
40

Asp
Leu
Ala
Val
Ala
120
Ile
Ala

Asn

25
Leu

Lys
Gly
Pro
Tyr
105
Cys
Cys
Glu

Ile

170

10
Gly

Val
Ala
Ala
Leu
90

Ser
Arg
Asp

Asn

Thr
170

125

Cys Asp Ser Arg Val Leu

140

Glu Asn Ile Thr Thr Gly

155

Leu
Asn
Val
Gln
75

Arg
Asn
Thr

Ser

Ile
155

Ala
Ser
Ser
60

Lys
Thr
Phe
Gly
Arg

140
Thr

Leu
Ser
45

Gly
Glu
Ile
Leu
Asp
125
vVal

Thr

Leu
30

Gln
Leu
Ala
Thr
Arg
110
Arg

Leu

Gly

160

15
Ser Glu

Pro Trp
Arg Ser
Ile Ser
80

Ala Asp
95

Gly Lys
Gly Gly
Glu Arg

Cys Ala
160



ii) Typ molekuly: Zadny

C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: line4rni

xi) Popis fetézce : SEQ IDNO: 18
Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly

1
Gln

val
Pro
Thr
65

Pro
Phe
Lys
Ser
Leu

145
His

Gln
Leu
Leu
50

Thr
Asp
Arg
Leu
Ala
130

Leu

Cys

5

Ala Val Glu Val

Arg
35

Gln
Leu
Ala
Lys
Tyr
115
Pro

Glu

Ser

20
Gly

Leu
Leu
Ala
Leu
100
Thr
Pro

Ala

Leu

Gln
His
Arg
Ser
85

Phe
Gly
Arg
Lys

Asn
165

Ala
Val
Ala
70

Ala
Arg
Glu
Leu
Glu

150
Glu

Trp
Leu
Asp
55

Leu
Ala
Val
Ala
Ile
135
Ala

Asn

Popis sekvence SEQ ID NO : 19

B) Typ: aminokyselina
C) Reté&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 19

A) Délka: 170 aminokyselin

41

Gln
Leu
40

Lys
Gly
Pro
Tyr
Cys
120
Cys
Glu

Ile

Gly
25

Val
Ala
Ala
Leu
Ser
105
Arg
Asp

Asn

Thr

10
Leu

Asn
Val
Gln
Arg
90

Asn
Thr
Ser

Ile

Val
170

Ala
Ser
Ser
Lys
75

Thr
Phe
Gly

Arg

Thr
155

Leu
Ser
Gly
60

Glu
Ile
Leu
Asp
Val

140
Thr

Leu
Gln
45

Leu
Ala
Thr
Arg
Arg
125

Leu

Gly

Ser
30

Pro
Arg
Ile
Ala
Gly
110
Gly
Glu

Cys

15
Glu

Trp
Ser
Ser
Asp
95

Lys
Gly

Arg

Ala

Ala
Glu
Leu
Pro
80

Thr
Leu

Gly

Tyr

Glu

160

Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu vVal Gly Gln

1

Gln Ala

Leu Arg
Leu Gln

Thr Leu

65

50

Val Glu Val Trp

Gly Gln Ala Leu

35

Leu His Val Asp

Leu Arg Ala Leu

20

5

70

Gln Gly Leu Ala Leu Leu
Leu Val Asn Ser Ser Gln

Lys Ala Val Ser Gly Leu

55

Gly Ala Gln Lys Glu Ala

40

25

10

75

60

Ser
Pro
45

Arg

Ile

Glu
30
Trp

Ser

Ser

15
Ala

Glu

Leu

Pro

Val

Pro

Thr

Pro
80




Asp
Arg
Leu
Ala
Leu

145
Cys

Ala
Lys
Tyr
Pro
130
Glu

Ser

Ala
Leu
Thr
115
Pro

Ala

Leu

Ser
Phe
100
Gly
Arg
Lys

Asn

Ala
85

Arg
Glu
Leu

Glu

Glu
165

Ala

Val

Ala

Ile

Ala

150
Asn

Pro
Tyr
Cys
Cys
135
Glu

Ile

Popis sekvence SEQ ID NO : 20

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zddny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 20

Arg
1
Leu
Ser
Gly
Glu

65

Ile
Leu
Asp
Val
Thr

145
Asp

Met
Leu
Gln
Leu
50

Ala
Thr
Arg
Arg
Leu
130
Gly

Thr

Glu
Ser
Pro
35

Arg
Ile
Ala
Gly
Gly
115
Glu

Cys

Lys

Val
Glu
20

Trp
Ser
Ser
Asp
Lys
100
Gly
Arg

Ala

Val

Gly
5
Ala
Glu
Leu
Pro
Thr

85

Leu
Gly
Tyxr
Glu

Asn
165

Gln
Val
Pro
Thr
Pro
70

Phe
Lys
Ser
Leu
His

150
Phe

Gln
Leu
Leu
Thr
55

Asp
Arg
Leu
Ala
Leu
135
Cys

Tyr

Leu
Ser
Arg
120
Asp

Asn

Thr

Ala
Arg
Gln
40

Leu
Ala
Lys
Tyr
Pro
120
Glu

Ser

Ala

Ser
Ile

Val

Val
Gly
25

Leu
Leu
Ala
Leu
Thr
105
Pro
Ala

Leu

Trp

Thr

Pro
170

Glu
10

Gln
His
Arg
Ser
Phe
90

Gly
Arg
Lys

Asn

Lys
170

Val

Thr
155

Val
Ala
vVal
Ala
Ala
75

Arg
Glu
Leu

Glu

Glu
155

Leu
140
Gly

Trp
Leu
Asp
Leu
60

Ala
vVal
Ala
Ile
Ala

140
Asn

125

Glu

Cys

Gln
Leu
Lys
45

Gly
Pro
Tyr
Cys
Cys
125
Glu

Ile

Gly
Val
30

Ala
Ala
Leu
Ser
Arg
110
Asp

Asn

Thr

Tyr

Glu

Leu
15

Asn
Val
Gln
Arg
Asn
95

Thr
Ser

Ile

Val

Phe
Lys
Ser
Leu

His
160

Ala
Ser
Ser
Lys
Thr
80

Phe
Gly
Arg

Thr

Pro
160
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Popis sekvence SEQ ID NO : 21 .

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: lineérni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 21

Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu
1 5 10 15
Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser
20 25 30
Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly
35 40 45
Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
50 55 60
Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
65 70 75 80
Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
85 90 95
Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
100 105 110
Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val
115 120 125
Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr
130 135 140
Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp
145 ' 150 155 160
Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 22

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 22

Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu
1 5 10 15
Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln
20 25 30




]

Pro
Arg
Ile
65

Ala

Gly

Glu

Cys
145
Lys

Trp
Ser
50

Ser
Asp
Lys
Gly
Arg
130
Ala

Val

Glu
35

Leu
Pro
Thr
Leu
Gly
115
Tyr
Glu

Asn

Pro
Thr
Prb
Phe
Lys
100
Ser
Leu
His

Phe

Leu
Thr
Asp
Arg
85

Leu
Ala
Leu
Cys

Tyr
165

Gln
Leu
Ala
70

Lys
Tyr
Pro
Glu
Sef

150
Ala

Leu
Leu
55

Ala
Leu
Thr
Pro
Ala
135
Leu

Trp

Popis sekvence SEQ ID NO : 23

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 23
Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser

1
Glu

Trp
Ser
Ser
65

Asp
Lys
Gly

Arg

Ala
145

Ala
Glu
Leu
50

Pro
Thr
Leu
Gly
Tyr

130
Glu

Val
Pro
35

Thr
Pro
Phe
Lys
Ser
115

Leu

His

Leu
20

Leu
Thr
Asp
Arg
Leu
100
Ala

Leu

Cys

5

His
40

Arg
Ser
Phe
Gly
Arg
120
Lys

Asn

Lys

Ala
Ala
Arg
Glu
105
Leu
Glu

Glu

Arg

Arg Gly Gln Ala Leu

Gln
Leu
Ala
Lys
85

Tyr
Pro

Glu

Ser

Leu
Leu
Ala
70

Leu
Thr
Pro

Ala

Leu
150

His
Arg
55

Ser
Phe
Gly
Arg
Lys

135
Asn

Val
40

Ala
Ala
Arg
Glu
Leu
120
Glu

Glu

25
Asp

Leu
Ala
Val
Ala
105
Ile

Ala

Asn

Leu
Ala
Val
90

Ala
Ile
Ala

Asn

Met
170

10
Leu

Lys
Gly
Pro
Tyr
S0

Cys
Cys
Glu

Ile

Gly
Pro
75

Tyr
Cys
Cys

Glu

Ile
155

Val
Ala
Ala
Leu
75

Ser
Arg
Asp

Asn

Thr
155

Ser

Arg

Asp

Asn
140
Thr

Thr
Ser
125
Ile

Val

Phe
Gly
110
Arg
Thr

Pro

Asn Ser Ser

Val
Gln
60

Arg
Asn
Thr
Ser
Ile

140
Val

Ser
45

Lys
Thr
Phe
Gly
Arg
125
Thr

Pro

30
Gly

Glu
Ile
Leu
Asp
110
Val

Thr

Asp

Ile
Leu
95

Asp
Val
Thr

Asp

15
Gln

Leu
Ala
Thr
Arg
95

Arg
Leu

Gly

Thr

Leu
Ala
Thr
80

Arg
Arg
Leu

Gly

Thr
160

Pro
Arg
Ile
Ala
80

Gly
Gly
Glu

Cys

Lys
160
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Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met" Glu
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 24

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

if) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 24

Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu
1 5 10 15
His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu
20 25 30
Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala
35 40 45
Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu
50 55 60
Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr
65 70 75 80
Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro
85 90 : 95
Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala
100 105 110
Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu
115 120 125
Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp
130 135 140
Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu
145 150 155 160
Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 25

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 25

Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His
1 5 10 15
Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg




Ala
Ala
Arg
65

Glu
Leu
Glu
Glu
Arg

145
Leu

Leu
Ala
50

Val
Ala
Ile
Ala
Asn
130
Met

Leu

Gly
Pro
Tyr
Cys
Cys
Glu
115
Ile
Giu

Ser

20
Ala

Leu
Ser
Arg
Asp
100
Asn
Thr

Val

Glu

Gln
Arg
Asn
Thr
85

Ser
Ile
Val

Gly

Ala
165

Lys
Thr
Phe
70

Gly
Arg
Thr
Pro
Gln

150
Val

Glu
Ile
55

Leu
Asp
Val
Thr
Asp
135
Gln

Leu

Popis sekvence SEQ ID NO : 26

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 26
Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val

1
Asp

Leu
Ala
Val
65

Ala
Ile
Ala

Asn

Met
145

Lys Ala Val

Gly
Pro
50

Tyr
Cys
Cys
Glu
Ile

130
Glu

Ala
35

Leu
Ser
Arg
Asp
Asn
115
Thr

Val

20
Gln

Arg
Asn
Thr
Ser
100
Ile

Val

Gly

5
Ser

Lys
Thr
Phe
Gly
85

Arg
Thr

Pro

Gln

Gly
Glu

Ile

Leu’

70
Asp

Val
Thr
Asp

Gln
150

Leu
Ala
Thr
55

Arg
Arg
Leu
Gly
Thr

135
Ala

Ala
40

Thr
Arg
Arg
Leu
Gly
120
Thr
Ala

Arg

Arg
Ile
40

Ala
Gly
Gly
Glu
Cys
120
Lys

Val

Ala
Gly
Gly
Glu
105
Cys
Lys

Val

Gly

Ser
25

Ser
Asp
Lys
Gly
Arg
105
Ala

val

Glu

Arg
Ala
Val
Glu

Gln
170

10
Leu

Pro
Thr
Leu
Gly
90

Tyr
Glu

Asn

Val

Leu
75

Gly
Tyr
Glu

Asn

Val
155

Thr
Pro
Phe
Lys
75

Ser
Leu
His
Phe

Trp
155

Ser
Leu
His
Phe

140
Trp

Thr
Asp
Arg
60

Leu
Ala
Leu
Cys
Tyr

140
Gln

Leu
Ala
Leu
Cys
125
Tyr

Gln

Leu
Ala
45

Lys
Tyr
Pro
Glu
Ser
125
Ala

Gly

Pro
Glu
110
Ser

Ala

Gly

Leu
30

Ala
Leu
Thr
Pro
Ala
110
Leu

Trp

Leu

Leu
Thr
Pro
95

Ala
Leu

Trp

Leu

15
Arg

Ser
Phe
Gly
Arg
95

Lys
Asn
Lys

Ala

Ser
Phe
Gly

80
Arg

Asn
Lys

Ala
160

Ala
Ala
Arg
Glu
80

Leu
Glu
Glu

Arg

Leu
160
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Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly GlﬁﬁAlé
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 27

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselinab

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

i) Typ molekuly: zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 27

Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro
1 5
Lys Ala Val Ser Gly

20

Glu Pro Leu Gln Leu His

10
Thr

Trp

Leu Thr Leu Leu

25

Leu Arg Ser Arg
30

Ser

Gly

Pro

Ala

Leu
50

Gln
35
Arg

Lys

Thr

Glu

Ile

Ala

Thr

Ile Ser
40
Ala Asp

55

Pro

Thr

Pro

Phe

Asp

Arg

Ala Ala
45

Lys Leu

60 '

Phe

Val
15

Ala
Ala

Arg

Asp
Leu
Ala

Val

Glu Ala
80

Ile

Leu
75
Ala

Tyr Ser Asn Phe Leu Gly Lys Leu Lys Tyr Thr Gly

65
Cys

Arg
70
Arg Leu
95

Glu

Ser Pro Pro
90

Leu

Thr Gly Asp Gly

85
Val

Arg Gly Gly Arg

Glu Leu Glu Ala Lys Ala

110
Asn

Leu Arg Tyr
105

Glu

Ser Arg
100

Thr

Cys Asp

Ser Leu Glu Asn

125
Ala Trp
140

Gly Leu

Thr Ala His
120

Val

Ile
115
Val

Glu Asn Gly Cys Cys

Thr Thr Asn Phe Met

130
vVal

Ile Pro Asp Lys Tyr Lys Arg

135
vVal Glu

Ala Leu

160

Gln
155
Leu
170

Gln Ala Val Leu

150
Arg

Glu Gln
145

Ser

Gly

Val Leu Gly Gln Ala

165

Glu Ala

Popis sekvence SEQ ID NO : 28

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 28

Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys
1 5 10 15




3

Ala
Ala
Leu
Ser
65

Arg
Asp
Asn
Thr
Val

145
Glu

Val
Gln
Arg
50

Asn
Thr
Ser
Ile
Val
130
Gly

Ala

Ser
Lys
35

Thr
Phe
Gly
Arg
Thr
115
Pro

Gln

Val

Gly
20

Glu
Ile
Leu
Asp
Val
100
Thr
Asp
Gln

Leu

Leu
Ala
Thr
Arg
Arg
85

Leu
Gly
Thr
Ala

Arg
165

Arg

Ile

Ala

Gly
70

Gly
Glu
Cys
Lys

Val
150
Gly

Ser
Ser
Asp
55

Lys
Gly
Arg
Ala
Val
135
Glu

Gln

Popis sekvence SEQ ID NO : 29

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 29

Asn Ser Ser Gln Pro Trp

1
vVal

Gln
Arg
Asn
65

Thr
Ser
Ile

Val

Gly

Ser
Lys
Thr
50

Phe
Gly
Arg
Thr
Pro

130
Gln

Gly
Glu
35

Ile
Leu
Asp
Val
Thr
115
Asp

Gln

Leu
20

Ala
Thr
Arg
Axrg
Leu
100
Gly
Thr

Ala

5
Arg

Ile
Ala
Gly
Gly
85

Glu
Cys
Lys

Val

Ser
Ser
Asp
Lys
70

Gly
Arg
Ala

Val

Glu

Glu
Leu
Pro
Thr
55

Leu
Gly
Tyr
Glu
Asn

135
Val

Leu
Pro
40

Thr
Leu
Gly
Tyr
Glu
120
Asn

Val

Ala

Pro
Thr
Pro
40

Phe
Lys
Ser
Leu
His
120

Phe

Trp

Thr”i‘hr

25
Pro

Phe
Lys
Ser

Leu

Asp
Arg
Leu
Ala

90
Leu

105 .

His
Phe
Trp

Leu

Leu
Thr
25

Asp
Arg
Leu
Ala
Leu
105
Cys

Tyr

Gln

Cys
Tyr
Gln

Leu
170

Gln
10

Leu
Ala
Lys
Tyxr
Pro
90

Glu
Ser

Ala

Gly

.

Leu
Ala
Lys
Tyr
75

Pro

Glu

‘Ser

Ala

Gly
155

Leu
Leu
Ala
Leu
Thr
75

Pro
Ala
Leu

Trp

Leu

Leu
Ala
Leu
60

Thr
Pro
Ala
Leu
Trp

140
Leu

His
Arg
Ser
Phe
60

Gly
Arg
Lys
Asn
Lys

140
Ala

Arc_;}.
Ser
45
Phe
Gly
Arg
Lys
Asn
125
Lys

Ala

Val
Ala
Ala
45

Arg
Glu
Leu
Glu
Glu
125

Arg

Leu

Arg
Glu
Leu
Glu
110
Glu

Arg

Leu

Asp
Leu
30

Ala
Val
Ala
Ile
Ala
110
Asn

Met

Leu

Ala
Val
Ala
Ile
95

Ala
Asn

Met

Leu

Lys
15

Gly
Pro
Tyr
Cys
Cys
95

Glu
Ile
Glu

Ser

Gly
Pro
Tyr
Cys
80

Cys
Glu
Ile

Glu

Ser
160

Ala
Ala
Leu
Ser
Arg
80

Asp
Asﬁ
Thr

Val

Glu




"

145 150 155 160
Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 30

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 30

Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val
1 5 10 15
Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln
20 25 30
Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg
35 40 45
Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn
50 55 60
Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr
65 70 75 ‘ 80
Gly Asp Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser
85 90 95
Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile
100 105 110
Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val
115 120 125
Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala ‘Trp Lys Arg Met Glu Val Gly
130 135 140
Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala
145 150 ' 155 160
Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 31

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
_ ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 31

Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser
1 5 10 15




-y

Gly Leu Arg Ser Leu Thr
20
Glu Ala Ile Ser Pro Pro
35
Ile Thr Ala Asp Thr Phe
50
Leu Arg Gly Lys Leu Lys
65 70
Asp Arg Gly Gly Gly Ser
85
Val Leu Glu Arg Tyr Leu
100
Thr Gly Cys Ala Glu His
115
Asp Thr Lys Val Asn Phe
130
Gln Ala Val Glu Val Trp
145 . 150
Leu Arg Gly Gln Ala Leu
165

Thr
Asp
Arg
55

Leu
Ala
Leu
Cys
Tyr
135
Gln

Leu

Popis sekvence SEQ ID NO : 32

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 32

Gln Pro Trp Glu Pro Leu
1 5
Leu Arg Ser Leu Thr Thr
20
Ala Ile Ser Pro Pro Asp
35
Thr Ala Asp Thr Phe Arg
" 50
Arg Gly Lys Leu Lys Leu
65 70
Arg Gly Gly Gly Ser Ala
85
Leu Glu Arg Tyr Leu Leu
100
Gly Cys Ala Glu His Cys
115
Thr Lys Val Asn Phe Tyr
130

Gln
Leu
Ala
Lys
55

Tyr
Pro
Glu

Ser

Ala
135

50

Leu
Ala
40

Lys
Tyr
Pro
Glu
Ser
120
Ala
Gly

Val

Leu
Leu
Ala
40

Leu
Thr
Pro
Ala
Leu

120
Trp

Leu Arg Al

25
Ala

Leu
Thr
Pro
Ala
105
Leu
Trp

Leu

Asn

His
Arg
25

Ser
Phe
Gly
Arg
Lys
105

Asn

Lys

(R XX ]
(XX ¥

[ X] *

Ser
Phe
Gly
Arg
90

Lys
Asn
Lys

Ala

Ser
170

Val
10

Ala
Ala
Arg
Glu
Leu
90

Glu

Glu

AL R

Ala
Arg
Glu
75

Leu
Glu
Glu

Arg

Leu
155

Asp
Leu
Ala
Val
Ala
75

Ile
Ala

Asn

Met

.0
a

(XXX ]
[T X ¥

Leu
Ala
val
60

Ala
Ile
Ala
Asn
Met

140
Leu

Lys
Gly
Pro
Tyr
60

Cys
Cys
Glu

Ile

Glu
140

.
*ee »
.

Pro
45

Tyr
Cys
Cys
Glu
Ile
125
Glu

Ser

Ala
Ala
Leu
45

Ser
Arg
Asp
Asn
Thr

125
Val

.o

Gly

.
L]
-

seve
L X )

ala
30

Leu
Ser
Arg
Asp
Asn
110
Thr
Val

Glu

Val
Gln
30

Arg
Asn
Thr
Ser
Ile
110
Val

Gly

Gln
Arg
Asn
Thr
Ser
85

Ile
Val

Gly

Ala

Ser
15

Lys
Thr
Phe
Gly
Arg
95

Thr

Pro

Gln

Lys
Thr
Phe
Gly
80

Arg
Thr
Pro

Gln

Val
160

Gly
Glu
Ile
Leu
Asp
80

Val
Thr

Asp

Gln
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Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu
145 150 155 160
Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser

165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 33

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 33

Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu

1 5 10 15
Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala
20 25 30
Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr
35 40 45
Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg
50 55 60
Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg
65 70 75 80
Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu
85 90 95
Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly
100 105 , 110
Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr
115 120 125
Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala
130 135 140
Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg
145 150 ' 155 160
Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 34

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 34

Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg
1 5 10 15

Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile




Y

e

20
Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser
35
Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe
50 55
Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly
65 70
Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg
85
Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys
100
Ala Glu His Cys Ser Leu Asn
115
Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys
130 135
Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala
145 150
Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 35

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
x1) Popis fetézce : SEQ ID NO: 35

Glu Pro Leu Gln Leu His Val
1 5
Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala
20
Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala
35
Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg
50 55
Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu
65 70
Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu
85
Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
100
Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
115
Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
130 135
Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu

Ala
40

Arg
Glu
Leu
Glu
Glu
120
Arg

Leu

Ser

Asp
Leu
Ala
40

Val
Ala
Ile
Ala
Asn
120

Met

Leu

.25

Ala Pro Leu Arg Thr

vVal
Ala
Ile
Ala
105
Asn
Met

Leu

Gln

Lys
Gly
25

Pro
Tyr
Cys
Cys
Glu
105
Ile
Glu

Ser

Tyr
Cys
Cys
90

Glu
Ile
Glu

Ser

Pro
170

Ala
10

Ala
Leu
Ser
Arg
Asp
S0

Asn
Thr

Val

Glu

Ser
Arg
75

Asp
Asn
Thr

Val

Glu
155

Val
Gln
Arg
Asn
Thr
75

Ser
Ile
Val

Gly

Ala

Asn
60

Thr
Ser
Ile
Val
Gly

140
Ala

Ser
Lys
Thr
Phe
60

Gly
Arg
Thr
Pro
Gln

140
Val

45
Phe

Gly
Arg
Thr
Pro
125

Gln

Val

Gly
Glu
Ile

45
Leu

Val
Thr
Asp
125
Gln

Leu

Val
Thr
110
Asp
Gln

Leu

Leu
Ala
30

Thr
Arg
Arg
Leu
Gly
110
Thr
Ala

Arg

Arg
Arg
Leu
95

Gly
Thr

Ala

Arg

Arg
15

Ile
Ala
Gly
Gly
Glu
95

Cys
Lys
val

Gly

Ala
Gly
Gly
80

Glu
Cys
Lys

Val

Gly
160

Ser
Ser
Asp
Lys
Gly
80

Arg
Ala
Val

Glu

Gln



L X1

145 150
Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 36

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 36

Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala
1 5 10
Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr

20 25
Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg
35 40
Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg
50 55
Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu
65 70
Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly
85 90
Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr
100 . 105
Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala
115 120
Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg
130 135
Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln
145 150
Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 37

© A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 37

Ile
Ala

Gly

Glu
75

Cys
Lys
Val
Gly

Leu
155

Ser Pro
Asp Thr

Lys Leu
45

Gly Gly

60

Arg Tyr

Ala Glu
Val Asn

Glu Val
125

Gln Ala

140

His Val

Pro
Phe
30

Lys
Ser
Leu
His
Phe
110
Trp

Leu

Asp

Asp
15

Arg
Leu
Ala
Leu
Cys
95

Tyr
Gln

Leu

Lys

160

Ala
Lys
Tyr
Pro
Glu
80

Ser
Ala
Gly

Val

Ala
160




1 5

Ser Ala Ala Pro. Leu Arg Thr Ile Thr

20
Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe
35
Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly
50 55
Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg
65 70
Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr
85
Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro
100
Lys Arg Met Glu Val Gly Gln
115
Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val
130 135
Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro
145 150
Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 38

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 38

Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu

1 5
Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
20
Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
35 ‘
Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
50 55
Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val
65 70
Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr
85
Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp
100
Arg Met Glu Val Gly Gln Gln
115

Leu
40

Asp
Val
Thr
Asp
Gln
120
Leu

Leu

Thr

Ala
Thr
Arg
40

Arg
Leu
Gly

Thr

Ala
120

25
Arg

Arg
Leu
Gly
Thr
105
Ala
Arg

Gln

Leu

Ile
Ala
25

Gly
Gly
Glu
Cys
Lys

105
Val

10

Ala Asp Thr Phe Arg

Gly
Gly
Glu
Cys
90

Lys
Val
Gly

Leu

Leu
170

Ser
10

Asp
Lys
Gly
Arg
Ala
90

Val

Glu

Lys
Gly
Arg
75

Ala
Val
Glu

Gln

His
155

Pro
Thr

Leu

Tyr
75
Glu

Asn

Val

Leu
Gly
60

Tyr
Glu
Asn
val
Ala

140
Val

Pro
Phe
Lys
Ser
60

Leu
His
Phe

Trp

Lys
45

Ser
Leu
His
Phe
Trp
125

Leu

Asp

Asp
Arg
Leu
45

Ala
Leu
Cys
Tyr

Gln
125

30
Leu

Ala
Leu
Cys
Tyr
110
Gln

Leu

Lys

Ala
Lys
30

Tyr
Pro
Glu
Ser
Ala

110
Gly

15
Lys

Tyr
Pro
Glu
Ser
95

Ala
Gly

Val

Ala

Ala
15

Leu
Thr
Pro
Ala
Leu
95

Trp

Leu

Leu
Thr
Pro
Ala
80

Leu
Trp
Leu

Asn

Val
160

Ser
Phe
Gly
Arg
Lys
80

Asn

Lys

Ala




Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly."GlI’.l Alé.l. Lel.z Leﬁ. Va.l'l Asn

Ser Gln Pro Trp Glu

145

Gly Leu Arg Ser Leu

130

165

135

Pro Leu Gln Leu His

150

Thr Thr Leu Leu Arg

Popis sekvence SEQ ID NO : 39

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

. D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 39

Leu Gly Ala

1
Ala

Val
Ala
Ile
65

Ala
Asn
Met
Leu
Gln

145
Leu

Pro
Tyr
Cys
50

Cys
Glu
Ile
Glu
Ser
130

Pro

Arg

Leu
Ser
35

Arg
Asp
Asn
Thr
Val
115
Glu

Trp

Ser

Gln
Arg
20

Asn
Thr
Ser
Ile
Val
100
Gly
Ala

Glu

Leu

Lys Glu Ala

5

Thr

Phe
Gly
Arg
Thr
85

Pro
Gln
Val

Pro

Thr
165

Ile
Leu
Asp
Val
70
Thr
Asp
Gln
Leu
Leu

150
Thr

Thr
Arg
Arg
55

Leu
Gly
Thr
Ala
Arg
135

Gln

Leu

Popis sekvence SEQ ID NO : 40

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

Ile
Ala
Gly
40

Gly
Glu
Cys
Lys
Val
120
Gly

Leu

Leu

Ser
Asp
25

Lys
Gly
Arg
Ala
Val
105
Glu
Gln

His

170

Pro
10

Thr
Leu
Gly
Tyr
Glu
90

Asn
Val
Ala

Val

Ala
170

140

*
L X X 3
L
L ]
E d
[ 2
sose

Val Asp Lys Ala Val

155

Pro Asp Ala
Phe Arg Lys

Lys Leu Tyr
45
Ser Ala Pro
60
Leu Leu Glu
75
His Cys Ser

Phe Tyr Ala

Trp Gln Gly
125
Leu Leu Val
140
Asp Lys Ala
155

Ala
Leu
30

Thr
Pro
Ala
Leu
Trp
110
Leu

Asn

Val

Ser
15

Phe
Gly
Arg
Lys
Asn
95

Lys
Ala

Ser

Ser

Ser

Ser
160

Ala
Arg
Glu
Leu
Glu
80

Glu
Arg
Leu

Ser

Gly
160
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ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 40

Gly Ala
1
Pro Leu

Tyr Ser

Cys Arg
50

Cys Asp

65

Glu Asn

Ile Thr
Glu Val

Ser Glu
130

Pro Trp

145

Arg Ser

Gln
Arg
Asn
35

Thr
Ser
Ile
Val
Gly
115
Ala
Glu

Leu

Lys
Thr
20

Phe
Gly
Arg
Thr
Pro
100
Gln
Val

Pro

Thr

Glu Ala Ile
5
Ile Thr Ala

Leu Arg Gly

Asp Arg Gly
55
Val Leu Glu
70
Thr Gly Cys
85
Asp Thr Lys

Gln Ala Val

Leu Arg Gly
135
Leu Gln Leu
150
Thr Leu Leu
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 41

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni

it) Typ molekuly: zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 41

Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser

1
Leu Arg

Ser Asn

Arg Thr
50

Asp Ser

65

Asn Ile

Thr Val

Thr

Phe
35

Gly
Arg
Thr

Pro

Ile
20
Leu

Asp

Val

Thr

Asp

5
Thr Ala Asp

Arg Gly Lys

Arg Gly Gly
55
Leu Glu Arg
70
Gly Cys Ala
85
Thr Lys Val

56

Ser
Asp
Lys
40

Gly
Arg
Ala
Val
Glu
120
Gln
His

Arg

Pro
Thr
Leu

40
Gly

Glu

Asn

Pro
Thr
25

Leu
Gly
Tyr
Glu
Asn
105
Val
Ala
Val

Ala

Pro
Phe
25

Lys
Ser
Leu
His

Phe

10
Phe

Lys
Ser
Leu
His
90

Phe
Trp
Leu

Asp

Leu
170

Asp
10

Arg
Leu
Ala
Leu
Cys

90
Tyr

Asp
Arg
Leu
Ala
Leu
75

Cys
Tyr
Gln

Leu

Lys
155

Ala
Lys
Tyr
Pro
Glu
75

Ser

Ala

Lys
Tyr
Pro
60

Glu
Ser
Ala
Gly
Val

140
Ala

Ala
Leu
Thr
Pro
60

Ala

Leu

Trp

Ala
Leu
Thr
45

Pro
Ala
Leu
Trp
Leu
125

Asn

Val

Ser
Phe
Gly
45

Arg
Lys

Asn

Lys

Ser Ala
15

Phe Arg

30

Gly Glu

Arg Leu
Lys Glu

Asn Glu
95

Lys Arg

110

Ala Leu

Ser Ser

Ser Gly

Ala Ala
15

Arg Val

30

Glu Ala

Leu Ile

Glu Ala

Glu Asn
95
Arg Met

Ala
Val
Ala
Ile
Ala
80

Asn
Met
Leu
Gln

Leu
160

Pro
Tyr
Cys
Cys
Glu
80

Ile

Glu




ye

100

105

"110

Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser

Glu Ala

Trp Glu

145
Ser

130

Leu

115

Val

Pro

Thr

120
Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser

135

Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser

150

Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly

165

Popis sekvence SEQ ID NO : 42

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 42

a

170

155

140

125

Ser Gln Pro

Gly Leu Arg

160

Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu

1

Arg Thr Ile

Asn
Thr
Ser
65

Ile
Val
Gly
Ala
Glu

145
Leu

Phe
Gly
50

Arg
Thr
Pro
Gln
Val
130

Pro

Thr

Leu
35

Asp
Val
Thr
Asp
Gln
115
Leu

Leu

Thr

5
Thr Ala Asp Thr Phe
20
Arg Gly Lys Leu Lys
40
Arg Gly Gly Gly Ser
55
Leu Glu Arg Tyr Leu
70
Gly Cys Ala Glu His
85
Thr Lys Val Asn Phe
100
Ala Val Glu Val Trp
120
Arg Gly Gln Ala Leu
135

Gln Leu His Val Asp

150
Leu Leu Arg Ala Leu
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 43

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni

Arg
25

Leu
Ala
Leu
Cys
Tyr
105
Gln
Leu

Lys

Gly

10

Lys Leu Phe

Tyr
Pro
Glu
Ser
90

Ala
Gly
Val

Ala

Ala
170

Thr
Pro
Ala
75

Leu
Trp
Leu

Asn

Val
155

Gly
Arg
60

Lys
Asn
Lys
Ala
Ser

140
Ser

Arg
Glu
45

Leu
Glu
Glu
Arg
Leu
125

Ser

Gly

Val
30

Ala
Ile
Ala
Asn
Met
110
Leu

Gln

Leu

15
Tyr

Cys
Cys
Glu
Ile
95

Glu
Ser

Pro

Arg

Ser
Arg
Asp
Asn
80

Thr
Val
Glu

Trp

Ser
160




ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 43

Lys
Thr
Phe
Gly
Arg
65

Thr
Pro
Gln
Vai
Pro

145
Thr

Glu
ITle
Leu
Asp
50

Val
Thr
Asp
Gln
Leu
130

Leu

Thr

Ala
Thr
Arg
35

Arg
Leu
Gly
Thr
Ala
115
Arg

Gln

Leu

Ile
Ala
20

Gly
Gly
Glu
Cys
Lys
100
Val
Gly

Leu

Leu

Ser Pro Pro

5
Asp

Lys
Gly
Arg
Ala
85

Val
Glu
Gln
His

Arg
165

Thr
Leu
Gly
Tyr
70

Glu
Asn
Val
Ala
Val

150
Ala

Phe
Lys
Ser
55

Leu
His
Phe
Trp
Leu
135
Asp

Leu

Popis sekvence SEQ ID NO : 44

A) Délka: 170 aminokyselin

ii) Typ molekuly: Zadny

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 44

Arg
Leu
40

Ala
Leu
Cys
Tyr
Gln
120
Leu

Lys

Gly

Ala
Lys
25

Tyr
Pro
Glu
Ser
Ala
105
Gly
Val

Ala

Ala

10
Leu

Thr
Pro
Ala
Leu
90

Trp
Leu
Asn

Val

Gln
170

Ser
Phe
Gly

Arg

Arg
Glu

Leu

60

Lys
75

Asn
Lys
Ala

Ser

Ser
155

Glu
Glu
Arg
Leu
Ser

140
Gly

Ala
Val
Ala
45

Ile
Ala
Asn
Met
Leu
125
Gln

Leu

Tyr
30

Cys
Cys
Glu
Ile
Glu
110
Ser

Pro

Arg

Leu.

15
Ser

Arg
Asp
Asn
Thr
95

Val
Glu

Trp

Ser

Arg
Asn
Thr
Ser
Ile
80

Val
Gly
Ala

Glu

Leu
160

Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala .Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr

1

5

Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg

Leu
Asp
Val
65

Thr

Asp

Arg

Arg

50

Leu
Gly

Thr

Gly

35

Gly

Glu
Cys

Lys

20
Lys

Gly
Arg
Ala

Val

Leu
Gly
Tyr

Glu

85

Asn

Lys
Ser
Leu
70

His

Phe

Leu
Ala
55

Leu

Cys

Tyr

Lys
Tyr
40

Pro
Glu

Ser

Ala

Leu
25

Thr
Pro
Ala

Leu

Trp

10
Phe

Gly
Arg
Lys
Asn

90
Lys

Arg
Glu
Leu
Glu
75

Glu

Arg

Val
Ala
Ile
60

Ala

Asn

Met

Tyr
Cys
45

Cys
Glu
Ile

Glu

Ser
30

Arg
Asp
Asn

Thr

Val

15
Asn

Thr
Ser
Ile
Val

95
Gly

Phe
Gly
Arg
Thr
80

Pro

Gln
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Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val
115 120 125
Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro
130 135 140
Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr
145 150 155 160
Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 45

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 45

Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile
1 5 10 15
Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu
20 25 30
Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
35 40 45
Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val
50 55 60
Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr
65 70 75 80
Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp
85 90 95
Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln
100 105 110
Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu
115 120 125
Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu
130 135 140
Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr
145 150 155 160
Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 46

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
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C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

it) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 46

60

Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr

1

5

Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg

Gly
Gly
Glu
65

Cys
Lys
vVal
Gly
Leu

145
Leu

Lys
Gly
50

Arg
Ala
Val
Glu
Gln
130
His

Arg

Leu
35

Gly
Tyr
Glu
Asn
Val
115
Ala
Val

Ala

20
Lys

Ser
Leu
His
Phe
100
Trp
Leu

Asp

Leu

Leu
Ala
Leu
Cys
85

Tyr
Gln
Leu
Lys

Gly

Tyr
Pro
Glu
70

Ser
Ala
Gly
val
Ala

150
Ala

165 -

Thr
Pro
55

Ala
Leu
Trp
Leu
Asn
135
Val

Gln

Popis sekvence SEQ ID NO : 47

A) Délka: 170 aminokyselin

i) Typ molekuly: Zadny

Ser
1
Asp
Lys
Gly

Arg
65

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 47

Pro Pro Asp Ala Ala Ser

5

Thr Phe Arg Lys Leu Phe

20

Gly
40

Arg
Lys
Asn
Lys
Ala

120
Ser

Ser

Lys

Ala

Arg

Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu

35

Gly Ser Ala Pro Pro Arg

50

55

Tyr Leu Leu Glu Ala Lys

70

40
Leu

Glu

25
Glu

Leu
Glu
Glu
Arg
105
Leu
Ser

Gly

Glu

Ala
Val
25

Ala
Ile

Ala

10
Val

Ala
Ile
Ala
Asn
90

Met
Leu
Gln

Leu

Ala
170

Pro
10

Tyr
Cys
Cys

Glu

15

Tyr Ser Asn Phe Leu Arg

Cys
Cys
Glu
75

Ile
Glu
Ser

Pro

Arg
155

Leu
Ser
Arg
Asp

Asn
75

Arg
Asp
60

Asn
Thr
Val
Glu
Trp

140
Ser

Arg
Asn
Thr
Ser

60
Ile

Thr
45

Ser
Ile
Val
Gly
Ala
125
Glu

Leu

Thr
Phe
Gly
45

Arg

Thr

30
Gly

Arg
Thr
Pro
Gln
110
Val

Pro

Thr

Ile
Leu
30

Asp
Val

Thr

Asp
Val
Thr
Asp
95

Gln
Leu

Leu

Thr

Thr
15

Arg
Arg

Leu

Gly

Arg
Leu
Gly
80

Thr
Ala
Arg

Gln

Leu
160

Ala
Gly
Gly
Glu

Cys
80
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Ala
Val
Glu
Gln
His

145
Arg

Glu
Asn
Val
Ala
130
Val

Ala

His
Phe
Trp
115
Leu

Asp

Leu

Cys
Tyr
100
Gln
Leu

Lys

Gly

Ser
85

Ala
Gly
Val
Ala

Ala
165

Leu
Trp
Leu
Asn
Val

150
Gln

61

Asn Glu Asn Ile 'Thr

Lys
Ala
Ser
135

Ser

Lys

Popis sekvence SEQ ID NO : 48

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 48

Pro
1
Thr
Leu
Gly
Tyr

65

Glu
Asn
Val
Ala
Val

145
Ala

Pro
Phe
Lys
Ser
50

Leu
His
Phe
Trp
Leu
130
Asp

Leu

Asp
Arg
Leu
35

Ala
Leu
Cys
Tyr
Gln
115
Leu

Lys

Gly

Ala
Lys
20

Tyr
Pro
Glu
Ser
Ala
100
Gly
Val

Ala

Ala

Ala
5
Leu
Thr
Pro
Ala
Leu

85

Trp
Leu
Asn

Val

Gln
165

Ser
Phe
Gly
Arg
Lys
70

Asn
Lys
Ala
Ser
Ser

150
Lys

Ala

Arg
Glu
Leu
55

Glu
Glu
Arg
Leu
Ser
135
Gly

Glu

Arg
Leu
120
Ser

Gly

Glu

Ala
Val
Ala
40

Ile
Ala
Asn
Met
Leu
120
Gln

Leu

Ala

Met
105
Leu
Gln

Leu

Ala

Pro
Tyr
25

Cys
Cys
Glu
Ile
Glu
105

Ser

Pro

Ile

90

Glu Val Gly

Ser
Pro
Arg

Ile
170

Leu
10

Ser
Arg
Asp
Asn
Thr
90

Val
Glu
Trp

Ser

Ser
170

Glu
Trp

Ser
155

Arg
Asn
Thr
Ser
Ile
75

Val
Gly
Ala

Glu

Leu
155

Ala
Glu

140
Leu

Thr
Phe
Gly
Arg
60

Thr
Pro
Gln
Val
Pro

140
Thr

Gln
Val
125

Pro

Thr

Ile
Leu
Asp
45

Val
Thr
Asp
Gln
Leu
125

Leu

Thr

(X ]

val Pro Asp"Thr'

Gln
110
Leu

Leu

Thr

Thr
Arg
30

Arg
Leu
Gly
Thr
Ala
110
Arg

Gln

Leu

Arg
Gln

Leu

Ala
15

Gly
Gly
Glu
Cys
Lys
95

Val
Gly

Leu

Leu

Gly
Leu

Leu
160

Asp
Lys
Gly
Arg
Ala
80

val
Glu
Gln
His

Arg
160
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Popis sekvence SEQ ID NO : 49

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 49

62

Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr

1
Phe

Lys
Ser
Leu
65

His
Phe
Trp
Leu
Asp

145
Leu

Arg Lys

Leu Tyr
35

Ala Pro

50

Leu Glu

Cys Ser

Tyr Ala

Gln Gly
115

Leu Val

130

Lys Ala

Gly Ala

5
Leu Phe Arg
20
Thr Gly Glu

Pro Arg Leu

Ala Lys Glu
70
Leu Asn Glu
85
Trp Lys Arg
100
Leu Ala Leu

Asn Ser Ser

Val Ser Gly

150

Gln Lys Glu
165

Val
Ala
Tle
55

Ala
Asn
Met
Leu
Gln
135

Leu

Ala

Popis sekvence SEQ ID NO : 50

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 50

Tyr
Cys
40

Cys
Glu
Ile
Glu
Ser
120
Pro

Arg

Ile

10

Ser Asn Phe Leu Arg

25
Arg Thr

Asp Ser
Asn Ile
Thr Val
90

Val Gly
105

Glu Ala
Trp Glu

Ser Leu

Ser Pro
170

Gly
Arg
Thr
75

Pro
Gln
Val
Pro

Thr
155

Asp Arg
45

Val Leu

60

Thr Gly

Asp Thr
Gln Ala

Leu Arg
125

Leu Gln

140

Thr Leu

Gly
30

Gly
Glu

Cys

Lys.

Val
110
Gly

Leu

Leu

15
Lys

Gly
Arg
Ala
Val
95

Glu
Gln
His

Arg

Leu
Gly
Tyr
Glu
80

Asn
Val
Ala

Val

Ala
160

Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe

1

5

10

15

Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys

20

25

30
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Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Glj“isﬁ Ard'Gly Gly Gf§ Ser
35 40 45
Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu
50 55 60
Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His
65 70 75 80
Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe
85 90 95
Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp
100 105 110
Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu
115 120 125
Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp
130 135 140
Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu
145 150 155 160
Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro
165 ’ 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 51

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 51

Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg
1 5 10 15
Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu
20 25 30
Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg Gly Gly Gly Ser Ala
35 40 45 '
Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu
50 55 60
Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys
65 70 75 80
Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr
85 90 95
Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln
100 105 110
Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu
115 120 125
Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys
130 135 140

Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly
145 150 155 160
Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp ’



Ala
Leu
Thr
Pro
Ala
65

Leu
Trp
Leu
Asn
Val

145
Gln

165

Popis sekvence SEQ ID NO : 52

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Reté&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny _
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 52

Ser Ala Ala

Phe
Gly
Arg
50

Lys
Asn
Lys
Ala
Ser

130
Ser

Arg
Glu
35

Leu
Glu
Glu
Arg
Leu
115
Ser

Gly

Glu

Val
20

Ala
Ile
Ala
Asn
Met
100
Leu
Gln

Leu

Ala

Pro Leu Arg

5

Tyr Ser Asn

Cys
Cys
Glu
Ile
85

Glu
Ser
Pro

Arg

Ile
165

Arg
Asp
Asn
70

Thr
Val
Glu
Trp
Ser

150
Ser

Thr
Ser
55

Ile
Val
Gly
Ala
Glu
135

Leu

Pro

Popis sekvence SEQ ID NO : 53

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 53

Thr
Phe
Gly
40

Arg
Thr
Pro
Gln
Val
120
Pro

Thr

Pro

64

Ile
Leu
25

Asp
Val
Thr
Asp
Gln
105
Leu
Leu

Thr

Asp

Thr Ala
10
Arg Gly

Arg Gly
Leu Glu

Gly Cys
75

Thr Lys

90

Ala Val

Arg Gly
Gln Leu
Leu Leu

155

Ala
170

Asp

Lys

Arg
60

Ala
Val
Glu
Gln
His

140
Arg

Thr
Leu
Gly
45

Tyr
Glu
Asn
Val
Ala
125

Val

Ala

Phe
Lys
30

Ser
Leu
His
Phe
Trp
110
Leu

Asp

Leu

Arg
15

Leu
Ala
Leu
Cys
Tyr
95

Gln
Leu
Lys

Gly

Lys
Tyr
Pro
Glu
Ser
80

Ala
Gly
val

Ala

Ala
160

- Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu

1

5

10

15
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Phe
G‘ly
Arg
Lys
65

Asn
Lys
Ala
Ser
Ser

145
Lys

Arg
Glu
Leu
50

Glu
Glu
Arg
Leu
Ser
130
Gly

Glu

Val
Ala
35

Ile
Ala
Asn
Met
Leu
115
Gln

Leu

Ala

Tyr
20

Cys
Cys
Glu
Ile
Glu
100
Ser
Pro

Arg

Ile

Ser
Arg
Asp
Asn
Thr
85

Val
Glu
Trp
Ser

Ser
165

Asn
Thr
Ser
Ile
70

Val
Gly
Ala
Glu
Leu

150
Pro

Phe
Gly
Arg
55

Thr
Pro
Gln
Val
Pro
135
Thr

Pro

Popis sekvence SEQ ID NO : 54

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

i) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 54

Ala Ala Pro Leu

1
Arg

Glu
Leu
Glu
65

Glu
Arg

Leu

Ser

Val
Ala
Ile
50

Ala
Asn
Met

Leu

Gln
130

Tyxr
Cys
35

Cys
Glu
Ile

Glu

Ser

115
Pro

Ser
20

Arg
Asp
Asn
Thr
Val
100
Glu

Trp

Arg
5
Asn
Thr
Ser
Ile
Val

85
Gly
Ala

Glu

Thr
Phe
Gly
Arg
Thr
70

Pro
Gln

val

Pro

Ile
Leu
Asp
vVal
55

Thr
Asp
Gln

Leu

Leu
135

65

Leu

Asp
40

Val

Thr
Asp
Gln
Leu
120
Leu

Thr

Asp

Thr
Arg
Arg
40

Leu

Gly

Thr

Ala

Arg
120
Gln

Arg
25

Arg
Leu
Gly
Thr
Ala
105
Arg
Gln

Leu

Ala

Ala
Gly
25

Gly
Glu
Cys
Lys
Val
105
Gly

Leu

Gly
Glu
Cys
Lys
90

Val
Gly
Leu

Leu

Ala
170

Asp
10

Lys
Gly
Arg
Ala
Val
90

Glu
Gln

His

Gly
Arg
Ala
75

Val
Glu
Gln
His

Arg
155

Thr
Leu
Gly
Tyr
Glu
75

Asn
Val

Ala

Val

Gly
Tyr
60

Glu

Asn

Val

Ala
val

140
Ala

Phe
Lys
Ser
Leu
60

His
Phe
Trp

Leu

Asp
140

Ser
45

Leu
His
Phe
Trp
Leu
125
Asp

Leu

Arg
Léu
Ala
45

Leu
Cys
Tyr
Gln
Leu

125
Lys

Leu Tyr Thr

30
Ala

Leu
Cys
Tyr
Gln
110
Leu

Lys

Gly

Lys
Tyr
30

Pro
Glu
Ser
Ala
Gly
110
Val

Ala

Pro
Glu
Ser
Ala
85

Gly
Val

Ala

Ala

Leu
15

Thr
Pro
Ala
Leu
Trp
95

Leu

Asn

Val

Pro
Ala
Leu
80

Trp
Leu
Asn

Val

Gln
160

Phe
Gly
Arg
Lys
Asn
80

Lys
Ala

Ser

Ser
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Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys
145 150 155 160
Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser

165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 55

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 55

Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg
1 5 10 15
Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu
20 25 30
Ala Cys Arg Thr Gly Asp Arg Gly Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu
35 40 45
Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu
50 55 60
Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu
65 70 75 80
Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg
85 90 95
Met Glu Val Gly Gln Gln Ala Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu
100 105 110
Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser
115 120 125
Gln Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly
130 135 140
Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu
145 ' 150 155 160
Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 56

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 56




Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala

Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly
20
Cys Arg Thr Gly Asp Arg Gly
35

Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu
50 55

Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys

65 70

Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys

85
Glu Val Gly Gln Gln Ala Val
100
Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly
115

Pro Trp Glu Pro Leu Gln Leu
130 135

Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu

145 150

Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala

165

Popis sekvence SEQ ID NO : 57

A) Délka: 171 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 57

Leu Arg Thr Ile Thr Ala Asp
1 5
Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys
20
Arg Thr Gly Asp Arg Gly Gly
35
Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg
50 55
Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala
65 70
Thr Val Pro Asp Thr Lys Val
85
Val Gly Gln Gln Ala Val Glu
100
Glu Ala Val Leu Arg Gly Gln
115

67

Asp
Lys
Gly
40

Arg
Ala
Val
Glu
Gln
120
His
Arg

Ser

Thr
Leu
Gly
40

Tyr
Glu
Asn

Val

Ala
120

Thr
Leu
25

Gly
Tyr
Glu
Asn
Val
105
Ala
Val

Ala

Ala

Phe
Lys
25

Ser
Leu
His
Phe
Trp

105
Leu

Phe
10

Lys
Ser
Leu
His
Phe
30

Trp
Leu
Asp

Leu

Ala
170

Arg
10

Leu
Ala
Leu
Cys
Tyr
90

Gln

Leu

Leu
Cys
75

Tyr
Gln
Leu

Lys

Gly
155

Lys
Tyr
Pro
Glu
Ser
75

Ala

Gly

Val

Pro
Glu
60

Ser
Ala
Gly
Val
Ala

140
Ala

Leu
Thr
Pro
Ala
60

Leu
Trp

Leu

Asn

Leu Phe Arg Val

Thr
Pro
45

Ala
Leu
Trp
Leu
Asn
125
Val

Gln

Phe
Gly
Arg
45

Lys
Asn
Lys

Ala

Ser
125

Gly
30

Arg
Lys
Asn
Lys
Ala
110
Ser

Ser

Lys

Arg
Glu
30

Leu
Glu
Glu
Arg
Leu

110
Ser

15
Glu

Leu
Glu
Glu
Arg
95

Leu
Ser

Gly

Glu

Val
15

Ala
Ile
Ala
Asn
Met

95
Leu

Gln>

Ala
Ile
Ala
Asn
80

Met
Leu
Gln

Leu

Ala
160

Tyr
Cys
Cys
Glu
Ile
80

Glu

Ser

Pro
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Trp Glu Pro Leu Gln Leu His Val Asp

130 135

Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Ala Lys Glu Ala

145 150

68

155

Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro

165

Popis sekvence SEQ ID NO : 58

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 58

170

.e

Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg

140

160

Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser

1 5

Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu

20
Thr Gly Asp Arg Gly Gly Gly
35
Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
50 55
Ile Thr Thr Gly Cys Ala Glu
65 70
Val Pro Asp Thr Lys Val Asn
85
Gly Gln Gln Ala Val Glu Val
100
Ala Val Leu Arg Gly Gln Ala
115
Glu Pro Leu Gln Leu His Val
130 135
Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala
145 150
Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala
165

Popis sekvence SEQ ID NO : 59

A) Délka: 170 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

Ser
40

Leu
His
Phe
Trp
Leu
120
Asp

Leu

Ala

25
Ala

Leu
Cys
Tyr
Gln
105
Leu
Lys
Gly

Pro

10

Tyr Thr Gly Glu Ala

Pro
Glu
Ser
Ala
90

Gly
Val
Ala

Ala

Leu

Pro
Ala
Leu
75

Trp
Leu
Asn

Val

Gln
155

170

Arg
Lys
60

Asn
Lys
Ala
Ser
Ser

140
Lys

Leu
45

Glu
Glu
Arg
Leu
Ser
125
Gly

Glu

30
Ile

Ala
Asn
Met
Leu
110
Gln

Leu

Ala

15

Cys Arg

Cys
Glu
ITle
Glu
95

Ser
Pro

Arg

Ile

Asp
Asn
Thr
80

Val
Glu
Trp

Ser

Ser
160
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if) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 59

69

Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn

1
Phe

Gly Asp

Arg

5

20
Gly

35

Val
50
Thr

Arg

Thr
65
Pro Asp

Gln Gln

Val Leu

Leu
Gly
Thr
Ala

Arg

Glu
Cys

Lys

85
Val
100
Gly

115

Leu
130
Thr

Pro

Thr
145

Pro Asp

Gln
Leﬁ

Ala

Leu

Leu

Ala

Gly
Arg
Ala
Val
Glu
Gln
His
Arg

Ser

Gly Ser

Leu
55
His

Tyr

Glu
70
Asn Phe

Val Trp

Ala Leu

Val Asp
135
Ala Leu
150

Ala Ala

165

Popis sekvence SEQ ID NO : 60

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 60

AATATCACGA
ACCARAAGTTA
TGGCAGGGCC
TCTTCCCAGC
AGCCTCACCA
GCGGCCTCAG
GTCTACTCCA
GGGGACAGAT
AGAGGTACCT

CGGGCTGTGC
ATTTCTATGC
TGGCCCTGCT
CGTGGGAGCC
CTCTGCTTCG
CTGCTCCACT
ATTTCCTCCG
GAGGCGGCGG
CTTGGAGGCC

TGAACACTGC
CTGGAAGAGG
GTCGGAAGCT
CCTGCAGCTG
GGCTCTGGGA
CCGAACAATC
GGGARAGCTG
CTCccceeeac
AAGGAGGCCG

Popis sekvence SEQ ID NO : 61

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr

25

Ala Pro

40

Leu Glu

Cys Ser

Tyr Ala

Gln Gly

105

Leu Val

120

Lys Ala

Gly Ala

Pro Leu

AGCTTGAATG
ATGGAGGTCG
GTCCTGCGGG
CATGTGGATA
GCCCAGAAGG
ACTGCTGACA
AAGCTGTACA
CACGCCTCAT
AG

10

Thr Gly Glu Ala Cys

Pro Arg Leu Ile

Ala

Lys Glu

30
Cys
45

Ala Glu

60

Asn
75
Lys

Leu

Trp
90
Leu Ala

Asn Ser

Val Ser

Glu
Arg
Leu
Ser

Gly

Asn Ile

Met Glu

Ser
110
Pro

Leu

Gln
125

Leu Arg

140

Gln Lys

155
Arg
170

AGAATATCAC
GGCAGCAGGC
GCCAGGCCCT
AAGCCGTCAG
AAGCCATCTC
CTTTCCGCAA
CAGGGGAGGC
CTGTGACAGC

Glu

Ala Ile

TGTCCCAGAC
CGTAGAAGTC
GTTGGTCAAC
TGGCCTTCGC
CCCTCCAGAT
ACTCTTCCGA
CTGCAGGACA
CGAGTCCTGG

15
Arg

Asp
Asn
Thr

Val
95
Glu

Trp
Ser

Ser

60
120
180
240
300
360
420
480
512

Thr
Ser
Ile
Val
80

Gly
Ala
Glu

Leu

Pro
160
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C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 61

ATCACGACGG
AAAGTTAATT
CAGGGCCTGG
TCCCAGCCGT
CTCACCACTC
GCCTCAGCTG
TACTCCAATT
GACAGATGAG
GGTACCTCTT

GCTGTGCTGA
TCTATGCCTG
CCCTGCTGTC
GGGAGCCCCT
TGCTTCGGGC
CTCCACTCCG
TCCTCCGGGG
GCGGCGGLCTC
GGAGGCCAAG

ACACTGCAGC
GAAGAGGATG
GGAAGCTGTC
GCAGCTGCAT
TCTGGGAGCC
AACAATCACT
AARGCTGAAG
CCCCCACCAC
GAGGCCGAGA

Popis sekvence SEQ ID NO : 62

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 62

ACGACGGGCT
GTTAATTTCT
GGCCTGGCCC
CAGCCGTGGG
ACCACTCTGC
TCAGCTGCTC
TCCAATTTCC
AGATGAGGCG
ACCTCTTGGA

GTGCTGAACA
ATGCCTGGAA
TGCTGTCGGA
AGCCCCTGCA
TTCGGGCTCT
CACTCCGAAC
TCCGGGGAAA
GCGGCTCCCC
GGCCAAGGAG

CTGCAGCTTG
GAGGATGGAG
AGCTGTCCTG
GCTGCATGTG
GGGAGCCCAG
AATCACTGCT
GCTGAAGCTG
CCACCACGCC
GCCGAGAATA

Popis sekvence SEQ ID NO : 63

A) Délka: 512 péart bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 63

ACGGGCTGTG
AATTTCTATG
CTGGCCCTGC
CCGTGGGAGC
ACTCTGCTTC
GCTGCTCCAC
AATTTCCTCC
TGAGGCGGCG
TCTTGGAGGC

CTGAACACTG
CCTGGAAGAG
TGTCGGAAGC
CCCTGCAGCT
GGGCTCTGGG
TCCGAACAAT
GGGGARAGCT
GCTCCCCCCA
CAAGGAGGCC

CAGCTTGAAT
GATGGAGGTC
TGTCCTGCGG
GCATGTGGAT
AGCCCAGAAG
CACTGCTGAC
GAAGCTGTAC
CCACGCCTCA
GAGAATATCA

70

TTGAATGAGA
GAGGTCGGGC
CTGCGGGGCC
GTGGATAAAG
CAGAAGGAAG
GCTGACACTT
CTGTACACAG
GCCTCATCTG
AT

AATGAGAATA
GTCGGGCAGC
CGGGGCCAGG
GATAAAGCCG
AAGGAAGCCA
GACACTTTCC
TACACAGGGG
TCATCTGTGA
TC

GAGAATATCA
GGGCAGCAGG
GGCCAGGCCC
AAAGCCGTCA
GAAGCCATCT
ACTTTCCGCA
ACAGGGGAGG
TCTGTGACAG
CG

ATATCACTGT
AGCAGGCCGT
AGGCCCTGTT
CCGTCAGTGG
CCATCTCCCC
TCCGCAAACT
GGGAGGCCTG
TGACAGCCGA

TCACTGTCCC
AGGCCGTAGA
CCCTGTTGGT
TCAGTGGCCT
TCTCCCCTCC
GCAAACTCTT
AGGCCTGCAG
CAGCCGAGTC

CTGTCCCAGA
CCGTAGAAGT
TGTTGGTCAA
GTGGCCTTCG
CCCCTCCAGA
AACTCTTCCG
CCTGCAGGAC
CCGAGTCCTG

CCCAGACACC
AGAAGTCTGG
GGTCAACTCT
CCTTCGCAGC
TCCAGATGCG
CTTCCGAGTC
CAGGACAGGG
GTCCTGGAGA

AGACACCARA
AGTCTGGCAG
CAACTCTTICC
TCGCAGCCTC
AGATGCGGCC
CCGAGTCTAC
GACAGGGGAC
CTGGAGAGGT

CACCARAGTT
CTGGCAGGGC
CTCTTCCCAG
CAGCCTCACC
TGCGGCCTCA
AGTCTACTCC
AGGGGACAGA
GAGAGGTACC

60
120
180
240
300
360
420
480
512

60
120
180
240
300
360
420
480
512

60
120
180
240
300
360
420
480
512
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Popis sekvence SEQ ID NO : 64

A) Délka: 512 pard bézi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 64

GGCTGTGCTG
TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT
TGGGAGCCCC
CTGCTTCGGG
GCTCCACTCC
TTCCTCCGGG
GGCGGCGGCT
TGGAGGCCAA

AACACTGCAG
GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT
TGCAGCTGCA
CTCTGGGAGC
GAACAATCAC
GAAAGCTGAA
CCCCCCACCA
GGAGGCCGAG

CTTGAATGAG
GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC
TGTGGATAAA
CCAGAAGGAA
TGCTGACACT
GCTGTACACA
CGCCTCATCT
AATATCACGA

Popis sekvence SEQ ID NO : 65

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 65

TGTGCTGAAC
TATGCCTGGA
CTGCTGTCGG
GAGCCCCTGC
CTTCGGGCTC
CCACTCCGAA
CTCCGGGGAA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA

ACTGCAGCTT
AGAGGATGGA
AAGCTGTCCT
AGCTGCATGT
TGGGAGCCCA
CAATCACTGC
AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGAAT

GAATGAGAAT
GGTCGGGCAG
GCGGGGCCAG
GGATARAGCC
GAAGGAAGCC
TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG

Popis sekvence SEQ ID NO : 66

A) Délka: 512 pért bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 66

71

AATATCACTG
CAGCAGGCCG
CAGGCCCTGT
GCCGTCAGTG
GCCATCTCCC
TTCCGCAAAC
GGGGAGGCCT
GTGACAGCCG
CG

ATCACTGTCC
CAGGCCGTAG
GCCCTGTTGG
GTCAGTGGCC
ATCTCCCCTC
CGCAAACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GC

TCCCAGACAC
TAGAAGTCTG
TGGTCAACTC
GCCTTCGCAG
CTCCAGATGC
TCTTCCGAGT
GCAGGACAGG
AGTCCTGGAG

CAGACACCAA
AAGTCTGGCA
TCAACTCTTC
TTCGCAGCCT
CAGATGCGGC
TCCGAGTCTA
GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG

CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
TTCCCAGCCG
CCTCACCACT
GGCCTCAGCT
CTACTCCAAT
GGACAGATGA
AGGTACCTCT

AGTTAATTTC
GGGCCTGGCC
CCAGCCGTGG
CACCACTCTG
CTCAGCTGCT
CTCCAATTTC
CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
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GCTGAACACT
GCCTGGAAGA
CTGTCGGAAG
CCCCTGCAGC
CGGGCTCTGG
CTCCGAACRA
CGGGGRAAAGC
GGCTCCCCCC
CCAAGGAGGC

GCAGCTTGAA
GGATGGAGGT
CTGTCCTGCG
TGCATGTGGA
GAGCCCAGAA
TCACTGCTGA
TGAAGCTGTA
ACCACGCCTC
CGAGAATATC

TGAGAATATC
CGGGCAGCAG
GGGCCAGGCC
TAAAGCCGTC
GGAAGCCATC
CACTTTCCGC
CACAGGGGAG
ATCTGTGACA
ACGACGGGCT

Popis sekvence SEQ ID NO : 67

A) Délka: 512 péri bazi

B) Typ: nukleovi kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 67

GAACACTGCA
TGGAAGAGGA
TCGGAAGCTG
CTGCAGCTGC
GCTCTGGGAG
CGAACAATCA
GGAAAGCTGA
TCCCCCCACC
AGGAGGCCGA

GCTTGAATGA
TGGAGGTCGG
TCCTGCGGGG
ATGTGGATAA
CCCAGAAGGA
CTGCTGACAC
AGCTGTACAC
ACGCCTCATC
GAATATCACG

GAATATCACT
GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG
AGCCGTCAGT
AGCCATCTCC
TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC
TGTGACAGCC
ACGGGCTGTG

Popis sekvence SEQ ID NO : 68

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 68

CACTGCAGCT
AAGAGGATGG
GAAGCTGTCC
CAGCTGCATG
CTGGGAGCCC
ACAATCACTG
AAGCTGAAGC
CCCCACCACG
AGGCCGAGAA

TGAATGAGAA
AGGTCGGGCA
TGCGGGGCCA
TGGATARAAGC
AGAAGGAAGC
CTGACACTTIT
TGTACACAGG
CCTCATCTGT
TATCACGACG

TATCACTGTC
GCAGGCCGTA
GGCCCTGTTG
CGTCAGTGGC
CATCTCCCCT
CCGCARAACTC
GGAGGCCTGC
GACAGCCGAG
GGCTGTGCTG

72

ACTGTCCCAG
GCCGTAGAAG
CTGTTGGTCA
AGTGGCCTTC
TCCCCTCCAG
AAACTCTTCC
GCCTGCAGGA
GCCGAGTCCT
GT

GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA
CCTCCAGATG
CTCTTCCGAG
TGCAGGACAG
GAGTCCTGGA
CT

CCAGACACCA
GAAGTCTGGC
GTCAACTCTT
CTTCGCAGCC
CCAGATGCGG
TTCCGAGTCT
AGGACAGGGG
TCCTGGAGAG
AA

ACACCAAAGT
TCTGGCAGGG
ACTCTTCCCA
GCAGCCTCAC
ATGCGGCCTC
GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
GGAGAGGTAC

CCAAAGTTAA
GGCAGGGCCT
CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC
CGGCCTCAGC
TCTACTCCAA
GGGACAGATG
GAGGTACCTC

AAGTTAATTT
AGGGCCTGGC
CCCAGCCGTG
TCACCACTCT
CCTCAGCTGC
ACTCCAATTT
ACAGATGAGG
GTACCTCTTG

TAATTTCTAT
CCTGGCCCTG
GCCGTGGGAG
CACTCTGCTT
AGCTGCTCCA
CAATTTCCTC
ATGAGGCGGC
CTCTTGGAGG

TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG
TGCTCCACTC
TTTCCTCCGG
AGGCGGCGGC
TTGGAGGCCA

CTATGCCTGG
CCTGCTGTCG
GGAGCCCCTG
GCTTCGGGCT
TCCACTCCGA
CCTCCGGGGA
CGGCGGCTCC
GAGGCCAAGG
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Popis sekvence SEQ ID NO : 69

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 69

TGCAGCTTGA
AGGATGGAGG
GCTGTCCTGC
CTGCATGTGG
GGAGCCCAGA
ATCACTGCTG
CTGAAGCTGT
CACCACGCCT
CCGAGAATAT

ATGAGAATAT
TCGGGCAGCA
GGGGCCAGGC
ATAAAGCCGT
AGGAAGCCAT
ACACTTTCCG
ACACAGGGGA
CATCTGTGAC
CACGACGGGC

CACTGTCCCA
GGCCGTAGAA
CCTGTTGGTC
CAGTGGCCTT
CTCCCCTCCA
CAAACTCTTC
GGCCTGCRGG
AGCCGAGTCC
TGTGCTGAAC

Popis sekvence SEQ ID NO : 70

A) Délka: 512 part: bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 70

AGCTTGAATG
ATGGAGGTCG
GTCCTGCGGG
CATGTGGATA
GCCCAGAAGG
ACTGCTGACA
AAGCTGTACA
CACGCCTCAT
AGAATATCAC

AGAATATCAC
GGCAGCAGGC
GCCAGGCCCT
BAGCCGTCAG
AAGCCATCTC
CTTTCCGCAA
CAGGGGAGGC
CTGTGACAGC
GACGGGCTGT

TGTCCCAGAC

CGTAGAAGTC
GTTGGTCAAC
TGGCCTTCGC
CCCTCCAGAT
ACTCTTCCGA
CTGCAGGACA
CGAGTCCTGG
GCTGAACACT

Popis sekvence SEQ ID NO : 71

A) Délka: 512 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 71

73

GACACCARAG
GTCTGGCAGG
AACTCTTCCC
CGCAGCCTCA
GATGCGGCCT
CGAGTCTACT
ACAGGGGACA
TGGAGAGGTA
AC

ACCAAAGTTA
TGGCAGGGCC
TCTTCCCAGC
AGCCTCACCA
GCGGCCTCAG
GTCTACTCCA
GGGGACAGAT
AGAGGTACCT
GC

TTAATTTCTA
GCCTGGCCCT
AGCCGTGGGA
CCACTCTGCT
CAGCTGCTCC
CCAATTTCCT
GATGAGGCGG
CCTCTTGGAG

ATTTCTATGC
TGGCCCTGCT
CGTGGGAGCC
CTCTGCTTCG
CTGCTCCACT
ATTTCCTCCG
GAGGCGGCGG
CTTGGAGGCC

TGCCTGGAAG
GCTGTCGGAA
GCCCCTGCAG
TCGGGCTCTG
ACTCCGAACA
CCGGGGRAAG
CGGCTCCCCC
GCCAAGGAGG

CTGGAAGAGG
GTCGGAAGCT
CCTGCAGCTG
GGCTCTGGGA
CCGAACAATC
GGGAAAGCTG
CTCCCCCCAC
AAGGAGGCCG
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TTGAATGAGA ATATCACTGT CCCAGACACC AAAGTTAATT TCTATGCCTG GAAGAGGATG 60
GAGGTCGGGC AGCAGGCCGT AGAAGTCTGG CAGGGCCTGG CCCTGCTGTC GGAAGCTGTC 120
CTGCGGGGCC AGGCCCTGTT GGTCAACTCT TCCCAGCCGT GGGAGCCCCT GCAGCTGCAT 180
GTGGATARAG CCGTCAGTGG CCTTCGCAGC CTCACCACTC TGCTTCGGGC TCTGGGAGCC 240
CAGAAGGAAG CCATCTCCCC TCCAGATGCG GCCTCAGCTG CTCCACTCCG AACAATCACT 300
GCTGACACTT TCCGCAAACT CTTCCGAGTC TACTCCAATT TCCTCCGGGG AAAGCTGAAG 360
CTGTACACAG GGGAGGCCTG CAGGACAGGG GACAGATGAG GCGGCGGCTC CCCCCACCAC 420
GCCTCATCTG TGACAGCCGA GTCCTGGAGA GGTACCTCTT GGAGGCCAAG GAGGCCGAGA 480
ATATCACGAC GGGCTGTGCT GAACACTGCA GC 512
Popis sekvence SEQ ID NO : 72
A) Délka: 512 part bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: line4rni
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 72
ARTGAGAATA TCACTGTCCC AGACACCAAA GTTAATTTCT ATGCCTGGAA GAGGATGGAG 60
GTCGGGCAGC AGGCCGTAGA AGTCTGGCAG GGCCTGGCCC TGCTGTCGGR AGCTGTCCTG 120
CGGGGCCAGG CCCTGTTGGT CAACTCTTCC CAGCCGTGGG AGCCCCTGCA GCTGCATGTG 180
GATAAARGCCG TCAGTGGCCT TCGCAGCCTC ACCACTCTGC TTCGGGCTCT GGGAGCCCAG 240
ARGGAAGCCA TCTCCCCTCC AGATGCGGCC TCAGCTGCTC CACTCCGAAC AATCACTGCT 300
GACACTTTCC GCAAACTCTT CCGAGTCTAC TCCAATTTCC TCCGGGGAAA GCTGAAGCTG 360
TACACAGGGG AGGCCTGCAG GACAGGGGAC AGATGAGGCG GCGGCTCCCC CCACCACGCC 420
TCATCTGTGA CAGCCGAGTC CTGGAGAGGT ACCTCTTGGA GGCCAAGGAG GCCGAGAATA 480
TCACGACGGG CTGTGCTGAA CACTGCAGCT TG 512
Popis sekvence SEQ ID NO : 73
A) Délka: 512 pard bazi
B) Typ: nukleova kyselina
o)} Retézec: Jednoduchy
D) Topologie: linearni
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 73
GAGAATATCA CTGTCCCAGA CACCAAAGTT AATTTCTATG CCTGGAAGAG GATGGAGGTC 60
GGGCAGCAGG CCGTAGAAGT CTGGCAGGGC CTGGCCCTGC TGTCGGAAGC TGTCCTGCGG 120
GGCCAGGCCC TGTTGGTCAA CTCTTCCCAG CCGTGGGAGC CCCTGCAGCT GCATGTGGAT 180
AAAGCCGTCA GTGGCCTTCG CAGCCTCACC ACTCTGCTTC GGGCTCTGGG AGCCCAGAAG 240
GAAGCCATCT CCCCTCCAGA TGCGGCCTCA GCTGCTCCAC TCCGAACAAT CACTGCTGAC 300
ACTTTCCGCA AACTCTTCCG AGTCTACTCC AATTTCCTCC GGGGAAAGCT GAAGCTGTAC 360
ACAGGGGAGG CCTGCAGGAC AGGGGACAGA TGAGGCGGCG GCTCCCCCCA CCACGCCTCA 420
TCTGTGACAG CCGAGTCCTG GAGAGGTACC TCTTGGAGGC CAAGGAGGCC GAGAATATCA 480
CGACGGGCTG TGCTGAACAC TGCAGCTTGA AT 512
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Popis sekvence SEQ ID NO : 74

A) Délka: 512 paru bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linedrni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 74

AATATCACTG TCCCAGACAC
CAGCAGGCCG TAGAAGTCTG
CAGGCCCTGT TGGTCRACTC
GCCGTCAGTG GCCTTCGCAG
GCCATCTCCC CTCCAGATGC
TTCCGCAAAC TCTTCCGAGT
GGGGAGGCCT GCAGGACAGG
GTGACAGCCG AGTCCTGGAG
CGGGCTGTGC TGAACACTGC

CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
TTCCCAGCCG
CCTCACCACT
GGCCTCAGCT
CTACTCCAAT
GGACAGATGA
AGGTACCTCT
AGCTTGAATG

Popis sekvence SEQ ID NO : 75

A) Délka: 512 pard bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 75

ATCACTGTCC
CAGGCCGTAG
GCCCTGTTGG
GTCAGTGGCC
ATCTCCCCTC
CGCAAACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GCTGTGCTGA

CAGACACCAA
AAGTCTGGCA
TCAACTCTTC
TTCGCAGCCT
CAGATGCGGC
TCCGAGTCTA
GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG
ACACTGCAGC

AGTTAATTTC
GGGCCTGGCC
CCAGCCGTGG
CACCACTCTG
CTCAGCTGCT
CTCCAATTTC
CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
TTGAATGAGA

Popis sekvence SEQ ID NO : 76

A) Délka: 513 pari bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 76

75

TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT
TGGGAGCCCC
CTGCTTCGGG
GCTCCACTCC
TTCCTCCGGG
GGCGGCGGCT
TGGAGGCCAA
AG

TATGCCTGGA
CTGCTGTCGG
GAGCCCCTGC
CTTCGGGCTC
CCACTCCGAA
CTCCGGGGAA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA
AT

GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT
TGCAGCTGCA
CTCTGGGAGC
GAACAATCAC
GAAAGCTGAA
CCCCCCAcCCA
GGAGGCCGAG

AGAGGATGGA
AAGCTGTCCT
AGCTGCATGT
TGGGAGCCCA
CAATCACTGC
AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGAAT

GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC
TGTGGATAAA
CCAGAAGGAA
TGCTGACACT
GCTGTACACA
CGCCTCATCT
AATATCACGA

GGTCGGGCAG
GCGGGGCCAG
GGATAAAGCC
GAAGGAAGCC
TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG
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ACTGTCCCAG ACACCAAAGT TAATTTCTAT

GCCGTAGAAG
CTGTTGGTCA
AGTGGCCTTC
TCCCCTCCAG
AAACTCTTCC
GCCTGCAGGA
GCCGAGTCCT
GTGCTGAACA

TCTGGCAGGG
ACTCTTCCCA
GCAGCCTCAC
ATGCGGCCTC
GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
GGAGAGGTAC
CTGCAGCTTG

CCTGGCCCTG
GCCGTGGGAG
CACTCTGCTT
AGCTGCTCCA
CAATTTCCTC
ATGAGGCGGC
CTCTTGGAGG
AATGAGAATA

Popis sekvence SEQ ID NO : 77

A) Délka: 513 pari bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 77

GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA
CCTCCAGATG
CTCTTCCGAG
TGCAGGACAG
GAGTCCTGGA
CTGAACACTG

CCAAAGTTAA
GGCAGGGCCT
CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC
CGGCCTCAGC
TCTACTCCAA
GGGACAGATG
GAGGTACCTC
CAGCTTGAAT

TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG
TGCTCCACTC
TTTCCTCCGG
AGGCGGCGGC
TTGGAGGCCA
GAGAATAATC

Popis sekvence SEQ ID NO : 78

A) Délka: 513 pért: bézi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 78

CCAGACACCA
GAAGTCTGGC
GTCAACTCTT
CTTCGCAGCC
CCAGATGCGG
TTCCGAGTCT
AGGACAGGGG
TCCTGGAGAG
AACACTGCAG

AAGTTAATTT
AGGGCCTGGC
CCCAGCCGTG
TCACCACTCT
CCTCAGCTGC
ACTCCAATTT
ACAGATGAGG
GTACCTCTTG
CTTGAATGAG

CTATGCCTGG
CCTGCTGTCG
GGAGCCCCTG
GCTTCGGGCT
TCCACTCCGA
CCTCCGGGGA
CGGCGGCTCC
GAGGCCAAGG
AATAATCACT

76
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GCCTGGAAGA GGATGGAGGT CGGGCAGCAG

CTGTCGGARAG CTGTCCTGCG
CCCCTGCAGC TGCATGTGGA
CGGGCTCTGG GAGCCCAGAA
CTCCGAACAA TCACTGCTGA
CGGGGAAAGC TGAAGCTGTA
GGCTCCCCCC ACCACGCCTC
CCAAGGAGGC CGAGAATATC
ATC

TGGAAGAGGA TGGAGGTCGG
TCGGAAGCTG TCCTGCGGGG
CTGCAGCTGC ATGTGGATAA
GCTCTGGGAG CCCAGAAGGA
CGAACAATCA CTGCTGACAC
GGAAAGCTGA AGCTGTACAC
TCCCCCCACC ACGCCTCATC
AGGAGGCCGA GAATATCACG
ACT
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GGGCCAGGCC
TAAAGCCGTC
GGAAGCCATC
CACTTTCCGC
CACAGGGGAG
ATCTGTGACA
ACGACGGGCT

GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG
AGCCGTCAGT
AGCCATCTCC
TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC
TGTGACAGCC
ACGGGCTGTG

AAGAGGATGG AGGTCGGGCA GCAGGCCGTA
GAAGCTGTCC TGCGGGGCCA GGCCCTGTTG
CAGCTGCATG TGGATAAAGC CGTCAGTGGC
CTGGGAGCCC AGAAGGAAGC CATCTCCCCT
ACAATCACTG CTGACACTTT CCGCAAACTC
AAGCTGAAGC TGTACACAGG GGAGGCCTGC
CCCCACCACG CCTCATCTGT GACAGCCGAG
AGGCCGAGAA TATCACGACG GGCTGTGCTG

GTC
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Popis sekvence SEQ ID NO : 79

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 79

GACACCAAAG
GTCTGGCAGG
AACTCTTCCC
CGCAGCCTCA
GATGCGGCCT
CGAGTCTACT
ACAGGGGACA
TGGAGAGGTA
ACTGCAGCTT

TTAATTTCTA
GCCTGGCCCT

AGCCGTGGGA
CCACTCTGCT

CAGCTGCTCC
CCAATTTCCT
GATGAGGCGG
CCTCTTGGAG
GAATGAGAAT

TGCCTGGAAG
GCTGTCGGAA
GCCCCTGCAG
TCGGGCTCTG
ACTCCGAACA
CCGGGGAAAG
CGGCTCCCCC
GCCAAGGAGG
AATCACTGTC

Popis sekvence SEQ ID NO : 80

A) Délka: 513 pért bézi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 80

AGGATGGAGG
GCTGTCCTGC
CTGCATGTGG
GGAGCCCAGA
ATCACTGCTG
CTGAAGCTGT
CACCACGCCT
CCGAGAATAT
CCAGACACCA

TCGGGCAGCA
GGGGCCAGGC
ATAAAGCCGT
AGGAAGCCAT
ACACTTTCCG
ACACAGGGGA
CATCTGTGAC
CACGACGGGC
AAGTTAATTT

GGCCGTAGAA
CCTGTTGGTC
CAGTGGCCTT
CTCCCCTCCA
CAAACTCTTC
GGCCTGCAGG
AGCCGAGTCC
TGTGCTGAAC
CTATGCCTGG

Popis sekvence SEQ ID NO : 81

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: Jjednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 80

77 .

AGGATGGAGG TCGGGCAGCA
GCTGTCCTGC GGGGCCAGGC
CTGCATGTGG ATAAAGCCGT
GGAGCCCAGA AGGAAGCCAT
ATCACTGCTG ACACTTTCCG
CTGAAGCTGT ACACAGGGGA
CACCACGCCT CATCTGTGAC
CCGAGAATAT CACGACGGGC
cca

GTCTGGCAGG GCCTGGCCCT
AACTCTTCCC AGCCGTGGGA
CGCAGCCTCA CCACTCTGCT
GATGCGGCCT CAGCTGCTCC
CGAGTCTACT CCAATTTCCT
ACAGGGGACA GATGAGGCGG
TGGAGAGGTA CCTCTTGGAG
ACTGCAGCTT GAATGAGAAT
AAG

GGCCGTAGAA
CCTGTTGGTC
CAGTGGCCTT
CTCCCcCTCCAa
CAAACTCTTC
GGCCTGCAGG
AGCCGAGTCC
TGTGCTGAAC

GCTGTCGGAA
GCCCCTGCAG
TCGGGCTCTG
ACTCCGAACA
CCGGGGAAAG
CGGCTCCCCC
GCCAAGGAGG
AATCACTGTC

ATGGAGGTCG GGCAGCAGGC CGTAGAAGTC TGGCAGGGCC TGGCCCTGCT GTCGGAAGCT
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GTCCTGCGGG
CATGTGGATA
GCCCAGAAGG
ACTGCTGACA
AAGCTGTACA
CACGCCTCAT
AGAATATCAC
GACACCAAAG

GCCAGGCCCT
ADGCCGTCAG
AAGCCATCTC
CTTTCCGCAA
CAGGGGAGGC
CTGTGACAGC
GACGGGCTGT
TTAATTTCTA

GTTGGTCAAC
TGGCCTTCGC
CCCTCCAGAT
ACTCTTCCGA
CTGCAGGACA
CGAGTCCTGG
GCTGAACACT
TGCCTGGAAG

Popis sekvence SEQ ID NO : 82

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 82

GAGGTCGGGC AGCAGGCCGT AGAAGTCTGG

CTGCGGGGCC
GTGGATAAAG
CAGAAGGAAG
GCTGACACTT
CTGTACACAG
GCCTCATCTG
ATATCACGAC
ACCAARAGTTA

AGGCCCTGTT
CCGTCAGTGG
CCATCTCCCC
TCCGCARAACT
GGGAGGCCTG
TGACAGCCGA
GGGCTGTGCT
ATTTCTATGC

GGTCAACTCT
CCTTCGCAGC
TCCAGATGCG
CTTCCGAGTC
CAGGACAGGG
GTCCTGGAGA
GAACACTGCA
CTGGAAGAGG

Popis sekvence SEQ ID NO : 83

A) Délka: 513 par bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 83

Popis sekvence SEQ ID NO : 83

GTCGGGCAGC
CGGGGCCAGG
GATAAAGCCG
AAGGAAGCCA
GACACTTTCC
TACACAGGGG
TCATCTGTGA
TCACGACGGG
AAAGTTAATT

AGGCCGTAGA
CCCTGTTGGT
TCAGTGGCCT
TCTCCCCTCC
GCAAACTCTT
AGGCCTGCAG
CAGCCGAGTC
CTGTGCTGAA
TCTATGCCTG

AGTCTGGCAG
CAACTCTTCC
TCGCAGCCTC
AGATGCGGCC
CCGAGTCTAC
GACAGGGGAC
CTGGAGAGGT
CACTGCAGCT
GAAGAGGATG

TCTTCCCAGC
AGCCTCACCA
GCGGCCTCAG
GTCTACTCCA
GGGGACAGAT
AGAGGTACCT
GCAGCTTGAA
AGG

CAGGGCCTGG
TCCCAGCCGT
CTCACCACTC
GCCTCAGCTG
TACTCCAATT
GACAGATGAG
GGTACCTCTT
GCTTGAATGA
ATG

GGCCTGGCCC
CAGCCGTGGG
ACCACTCTGC
TCAGCTGCTC
TCCAATTTCC
AGATGAGGCG
ACCTCTTGGA
TGAATGAGAA
GAG

CGTGGGAGCC
CTCTGCTTCG
CTGCTCCACT
ATTTCCTCCG
GAGGCGGCGG
CTTGGAGGCC
TGAGAATAAT

.

CCCTGCTGTC
GGGAGCCCCT
TGCTTCGGGC
CTCCACTCCG
TCCTCCGGGG
GCGGCGGCTC
GGAGGCCAAG
GAATAATCAC

TGCTGTCGGA
AGCCCCTGCA
TTCGGGCTCT
CACTCCGAAC
TCCGGGGAAA
GCGGCTCCCC
GGCCAAGGAG
TAATCACTGT

eoee

CCTGCAGCTG
GGCTCTGGGA
CCGAACAATC
GGGAAAGCTG
CTCCCCCCAC
AAGGAGGCCG
CACTGTCCCA

GGAAGCTGTC
GCAGCTGCAT
TCTGGGAGCC
AACAATCACT
AAAGCTGAAG
CCCCCACCAC
GAGGCCGAGA
TGTCCCAGAC

AGCTGTCCTG
GCTGCATGTG
GGGAGCCCAG
AATCACTGCT
GCTGAAGCTG
CCACCACGCC
GCCGAGAATA

CCCAGACACC
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Popis sekvence SEQ ID NO : 84

A) Délka: 513 para bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 84

CAGGCCCTGT
GCCGTCAGTG
GCCATCTCCC
TTCCGCAAAC
GGGGAGGCCT
GTGACAGCCG
CGGGCTGTGC
AATTTCTATG
CTGGCCCTGC

TGGTCAACTC
GCCTTCGCAG
CTCCAGATGC
TCTTCCGAGT
GCAGGACAGG
AGTCCTGGAG
TGAACACTGC
CCTGGAAGAG
TGTCGGAAGC

TTCCCAGCCG
CCTCACCACT
GGCCTCAGCT
CTACTCCAAT
GGACAGATGA
AGGTACCTCT
AGCTTGAATG
GATGGAGGTC
TGTCCTGCGG

Popis sekvence SEQ ID NO : 85

A) Délka: 513 pért bézi

B) Typ: nukleové kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 85

GCCCTGTTGG
GTCAGTGGCC
ATCTCCCCTC
CGCAAACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GCTGTGCTGA
TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT

TCAACTCTTC
TTCGCAGCCT
CAGATGCGGC
TCCGAGTCTA
GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG
ACACTGCAGC
GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT

CCAGCCGTGG
CACCACTCTG
CTCAGCTGCT
CTCCAATTTC
CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
TTGAATGAGA
GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC

Popis sekvence SEQ ID NO : 86

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleovi kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 86

79

TGGGAGCCCC
CTGCTTCGGG
GCTCCACTCC
TTCCTCCGGG
GGCGGCGGCT
TGGAGGCCARA
AGAATAATCA
GGGCAGCAGG
GGC

GAGCCCCTGC
CTTCGGGCTC
CCACTCCGAA
CTCCGGGGAA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA
ATAATCACTG
CAGCAGGCCG
CAG
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TGCAGCTGCA
CTCTGGGAGC
GAACAATCAC
GARAGCTGAA
CCCCCCACCA
GGAGGCCGAG
CTGTCCCAGA
CCGTAGAAGT

AGCTGCATGT
TGGGAGCCCA
CAATCACTGC
AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGAAT
TCCCAGACAC
TAGAAGTCTG
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TGTGGATAAA
CCAGAAGGAA
TGCTGACACT
GCTGTACACA
CGCCTCATCT
AATATCACGA
CACCAAAGTT
CTGGCAGGGC

GGATAAAGCC
GAAGGAAGCC
TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG
CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
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CTGTTGGTCA
AGTGGCCTTC
TCCCCTCCAG
AAACTCTTCC
GCCTGCAGGA
GCCGAGTCCT
GTGCTGAACA
TATGCCTGGA
CTGCTGTCGG

ACTCTTCCCA
GCAGCCTCAC
ATGCGGCCTC
GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
GGAGAGGTAC
CTGCAGCTTG
AGAGGATGGA
AAGCTGTCCT

GCCGTGGGAG
CACTCTGCTT
AGCTGCTCCA
CAATTTCCTC
ATGAGGCGGC
CTCTTGGAGG
AATGAGAATA
GGTCGGGCAG
GCGGGGCCAG

Popis sekvence SEQ ID NO : 87

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: line4rni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 87

TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA
CCTCCAGATG
CTCTTCCGAG
TGCAGGACAG
GAGTCCTGGA
CTGAACACTG
GCCTGGAAGA
CTGTCGGAAG

CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC
CGGCCTCAGC
TCTACTCCAA
GGGACAGATG
GAGGTACCTC
CAGCTTGAAT
GGATGGAGGT
CTGTCCTGCG

GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG
TGCTCCACTC
TTTCCTCCGG
AGGCGGCGGC
TTGGAGGCCA
GAGAATAATC
CGGGCAGCAG
GGGCCAGGCC

Popis sekvence SEQ ID NO : 88

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 88

GTCAACTCTT
CTTCGCAGCC
CCAGATGCGG
TTCCGAGTCT
AGGACAGGGG
TCCTGGAGAG
AACACTGCAG
TGGAAGAGGA
TCGGAAGCTG

CCCAGCCGTG
TCACCACTCT
CCTCAGCTGC
ACTCCAATTIT
ACAGATGAGG
GTACCTCTTG
CTTGAATGAG
TGGAGGTCGG
TCCTGCGGGG

GGAGCCCCTG
GCTTCGGGCT
TCCACTCCGA
CCTCCGGGGA
CGGCGGCTCC
GAGGCCAAGG
AATAATCACT
GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG

80

CCCCTGCAGC
CGGGCTCTGG
CTCCGAACAA
CGGGGAAAGC
GGCTCCCCCe
CCAAGGAGGC
ATCACTGTCC
CAGGCCGTAG
GCC

CTGCAGCTGC
GCTCTGGGAG
CGAACAATCA
GGAAAGCTGA
TCCcCcCeace
AGGAGGCCGA
ACTGTCCCAG
GCCGTAGAAG
CTG

CAGCTGCATG
CTGGGAGCCC
ACAATCACTG
AAGCTGAAGC
CCCCACCACG
AGGCCGAGAA
GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTG

TGCATGTGGA
GAGCCCAGAA
TCACTGCTGA
TGAAGCTGTA
ACCACGCCTC
CGAGAATATC
CAGACACCAA
AAGTCTGGCA

ATGTGGATAA
CCCAGARAGGA
CTGCTGACAC
AGCTGTACAC
ACGCCTCATC
GAATATCACG
ACACCRAAGT
TCTGGCAGGG

TGGATARAGC
AGAAGGAAGC
CTGACACTTT
TGTACACAGG
CCTCATCTGT
TATCACGACG
CCAAAGTTAA
GGCAGGGCCT
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-
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TAAAGCCGTC
GGAAGCCATC
CACTTTCCGC
CACAGGGGAG
ATCTGTGACA
ACGACGGGCT
AGTTAATTTC
GGGCCTGGCC

AGCCGTCAGT
AGCCATCTCC
TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC

TGTGACAGCC-

ACGGGCTGTG
TAATTTCTAT
CCTGGCCCTG

CGTCAGTGGC
CATCTCCCCT
CCGCAAACTC
GGAGGCCTGC
GACAGCCGAG
GGCTGTGCTG
TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
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Popis sekvence SEQ ID NO : 89

A) Délka: 513 péard bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: line4rni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 89

AACTCTTCCC AGCCGTGGGA
CGCAGCCTCA CCACTCTGCT
GATGCGGCCT CAGCTGCTCC
CGAGTCTACT CCAATTTCCT
ACAGGGGACA GATGAGGCGG
TGGAGAGGTA CCTCTTGGAG
ACTGCAGCTT GAATGAGAAT
AAGAGGATGG AGGTCGGGCA
GAAGCTGTCC TGCGGGGCCA

GCCCCTGCAG
TCGGGCTCTG
ACTCCGAACA
CCGGGGAAAG
CGGCTCCCee
GCCAAGGAGG
AATCACTGTC
GCAGGCCGTA
GGCCCTGTTG

Popis sekvence SEQ ID NO : 90

A) Délka: 513 part bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 90

TCTTCCCAGC
AGCCTCACCA
GCGGCCTCAG
GTCTACTCCA
GGGGACAGAT
AGAGGTACCT
GCAGCTTGAA
AGGATGGAGG
GCTGTCCTGC

CGTGGGAGCC
CTCTGCTTCG
CTGCTCCACT
ATTTCCTCCG
GAGGCGGCGG
CTTGGAGGCC
TGAGAATAAT
TCGGGCAGCA
GGGGCCAGGC

CCTGCAGCTG
GGCTCTGGGA
CCGAACAATC
GGGAAAGCTG
CTCCCCCCAC
AAGGAGGCCG
CACTGTCCCA
GGCCGTAGAA
CCTGTTGGTC

Popis sekvence SEQ ID NO : 91

A) Délka: 513 part bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

81

CTGCATGTGG
GGAGCCCAGA
ATCACTGCTG
CTGAAGCTGT
CACCACGCCT
CCGAGAATAT
CCAGACACCA
GAAGTCTGGC
GTC

ATAAAGCCGT
AGGAAGCCAT
ACACTTTCCG
ACACAGGGGA
CATCTGTGAC
CACGACGGGC
AAGTTAATTT
AGGGCCTGGC

CAGTGGCCTT
CTCCCCTCCA
CAAACTCTTC
GGCCTGCAGG
AGCCGAGTCC
TGTGCTGAAC
CTATGCCTGG
CCTGCTGTCG

CATGTGGATA AAGCCGTCAG TGGCCTTCGC

GCCCAGAAGG
ACTGCTGACA
AAGCTGTACA
CACGCCTCAT
AGAATATCAC
GACACCAAAG
GTCTGGCAGG
AAC

AAGCCATCTC
CTTTCCGCAA
CAGGGGAGGC
CTGTGACAGC
GACGGGCTGT
TTAATTTCTA
GCCTGGCCCT

CCCTCCAGAT
ACTCTTCCGA
CTGCAGGACA
.CGAGTCCTGG
GCTGAACACT
TGCCTGGAAG
GCTGTCGGAA
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xi) Popis fetdzce : SEQ ID NO: 91

TCCCAGCCGT
CTCACCACTC
GCCTCAGCTG
TACTCCAATT
GACAGATGAG
GGTACCTCTT
GCTTGAATGA
ATGGAGGTCG
GTCCTGCGGG

GGGAGCCCCT
TGCTTCGGGC
CTCCACTCCG
TCCTCCGGGG
GCGGCGGCTC
GGAGGCCAAG
GAATAATCAC
GGCAGCAGGC
GCCAGGCCCT

GCAGCTGCAT
TCTGGGAGCC
AACAATCACT
ARAGCTGAAG
CCCCCACCAC
GAGGCCGAGA
TGTCCCAGAC
CGTAGAAGTC
GTTGGTCAAC

Popis sekvence SEQ ID NO : 92

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 92

CAGCCGTGGG
ACCACTCTGC
TCAGCTGCTC
TCCAATTTCC
AGATGAGGCG
ACCTCTTGGA
TGAATGAGAA
GAGGTCGGGC
CTGCGGGGCC

AGCCCCTGCA
TTCGGGCTCT
CACTCCGAAC
TCCGGGGAAA
GCGGCTCCCC
GGCCAAGGAG
TAATCACTGT
AGCAGGCCGT
AGGCCCTGTT

GCTGCATGTG
GGGAGCCCAG
AATCACTGCT
GCTGAAGCTG
CCACCACGCC
GCCGAGAATA
CCCAGACACC
AGRAGTCTGG
GGTCAACTCT

Popis sekvence SEQ ID NO : 93

A) Délka: 513 pérd bézi

B) Typ: nukleovi kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 93

82

GTGGATAAAG
CAGAAGGAAG
GCTGACACTT
CTGTACACAG
GCCTCATCTG
ATATCACGAC
ACCAAAGTTA
TGGCAGGGCC
TCT

GATARAGCCG
AAGGAAGCCA
GACACTTTCC
TACACAGGGG
TCATCTGTGA
TCACGACGGG
AAAGTTAATT
CAGGGCCTGG
TCC

CCGTCAGTGG
CCATCTCCCC
TCCGCAAACT
GGGAGGCCTG
TGACAGCCGA
GGGCTGTGCT
ATTTCTATGC
TGGCCCTGCT

TCAGTGGCCT
TCTCCCCTCC
GCAAACTCTT
AGGCCTGCAG
CAGCCGAGTC
CTGTGCTGARAA
TCTATGCCTG
CCCTGCTGTC

CCTTCGCAGC
TCCAGATGCG
CTTCCGAGTC
CAGGACAGGG
GTCCTGGAGA
GAACACTGCA
CTGGAAGAGG
GTCGGAAGCT

TCGCAGCCTC
AGATGCGGCC
CCGAGTCTAC
GACAGGGGAC
CTGGAGAGGT
CACTGCAGCT
GAAGAGGATG
GGAAGCTGTC

CCGTGGGAGC CCCTGCAGCT GCATGTGGAT AAAGCCGTCA GTGGCCTTCG CAGCCTCACC
ACTCTGCTTC GGGCTCTGGG AGCCCAGAAG GAAGCCATCT CCCCTCCAGA TGCGGCCTCA
GCTGCTCCAC TCCGAACAAT CACTGCTGAC ACTTTCCGCA AACTCTTCCG AGTCTACTCC
AATTTCCTCC GGGGAAAGCT GAAGCTGTAC ACAGGGGAGG CCTGCAGGAC AGGGGACAGA
TGAGGCGGCG GCTCCCCCCA CCACGCCTCA TCTGTGACAG CCGAGTCCTG GAGAGGTACC
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TCTTGGAGGC CAAGGAGGCC GAGAATATCA
ATGAGAATAA TCACTGTCCC AGACACCARA
GTCGGGCAGC AGGCCGTAGA AGTCTGGCAG
CGGGGCCAGG CCCTGTTGGT CAACTCTTCC

Popis sekvence SEQ ID NO : 94

A) Délka: 513 péri bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 94

TGGGAGCCCC
CTGCTTCGGG
GCTCCACTCC
TTCCTCCGGG
GGCGGCGGCT
TGGAGGCCAA
AGAATAATCA
GGGCAGCAGG
GGCCAGGCCC

TGCAGCTGCA
CTCTGGGAGC
GAACAATCAC
GAAAGCTGAA
CCccceeacea
GGAGGCCGAG
CTGTCCCAGA
CCGTAGAAGT
TGTTGGTCAA

TGTGGATAAA
CCAGAAGGAA
TGCTGACACT
GCTGTACACA
CGCCTCATCT
AATATCACGA
CACCAAAGTT
CTGGCAGGGC
CTCTTCCCAG

Popis sekvence SEQ ID NO : 95

A) Délka: 513 part: bézi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 95

GAGCCCCTGC
CTTCGGGCTC
CCACTCCGAA
CTCCGGGGAA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA
ATAATCACTG
CAGCAGGCCG
CAGGCCCTGT

AGCTGCATGT
TGGGAGCCCA
CAATCACTGC
AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGAAT
TCCCAGACAC
TAGAAGTCTG
TGGTCAACTC

GGATAAAGCC
GAAGGAAGCC
TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG
CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
TTCCCAGCCG

Popis sekvence SEQ ID NO : 96

A) Délka: 513 pari bazi

B) Typ: nukleova kyselina
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CGACGGGCTG TGCTGAACAC TGCAGCTTGA
GTTAATTTCT ATGCCTGGAA GAGGATGGAG
GGCCTGGCCC TGCTGTCGGA AGCTGTCCTG

CAG

GCCGTCAGTG
GCCATCTCCC
TTCCGCARAC
GGGGAGGCCT
GTGACAGCCG
CGGGCTGTGC
AATTTCTATG

GCCTTCGCAG

CTCCAGATGC
TCTTCCGAGT
GCAGGACAGG
AGTCCTGGAG
TGAACACTGC
CCTGGAAGAG

CTGGCCCTGC TGTCGGAAGC

CCG

GTCAGTGGCC
ATCTCCCCTC
CGCAAACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GCTGTGCTGA
TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT
TGG

TTCGCAGCCT
CAGATGCGGC
TCCGAGTCTA
GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG
ACACTGCAGC
GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT

CCTCACCACT
GGCCTCAGCT
CTACTCCAAT
GGACAGATGA
AGGTACCTCT
AGCTTGAATG
GATGGAGGTC
TGTCCTGCGG

CACCACTCTG
CTCAGCTGCT
CTCCAATTTC
CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
TTGAATGAGA
GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC
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C) Retézec: Jjednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 96

CTTCGGGCTC
CCACTCCGAA
CTCCGGGGAA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA
ATAATCACTG
CAGCAGGCCG
CAGGCCCTGT
GCCGTCAGTG

TGGGAGCCCA
CAATCACTGC
AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGAAT
TCCCAGACAC
TAGAAGTCTG
TGGTCAACTC
GCCTTCGCAG

GAAGGAAGCC
TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG
CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
TTCCCAGCCG
CCTCACCACT

Popis sekvence SEQ ID NO : 97

A) Délka: 513 pard bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 97

CGGGCTCTGG
CTCCGAACAA
CGGGGAAAGC
GGCTCCCCCC
CCAAGGAGGC
ATCACTGTCC
CAGGCCGTAG
GCCCTGTTGG
GTCAGTGGCC

GAGCCCAGAA
TCACTGCTGA
TGAAGCTGTA
ACCACGCCTC
CGAGAATATC
CAGACACCAA
AAGTCTGGCA
TCAACTCTTC
TTCGCAGCCT

GGAAGCCATC
CACTTTCCGC
CACAGGGGAG
ATCTGTGACA
ACGACGGGCT
AGTTAATTTC
GGGCCTGGCC
CCAGCCGTGG
CACCACTCTG

Popis sekvence SEQ ID NO : 98

A) Délka: 513 pard bézi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 98

GCTCTGGGAG
CGAACAATCA
GGAAAGCTGA
TCCCCCCACC
AGGAGGCCGA
ACTGTCCCAG

CCCAGAAGGA
CTGCTGACAC
AGCTGTACAC
ACGCCTCATC
GAATATCACG
ACACCAARGT

AGCCATCTCC
TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC
TGTGACAGCC
ACGGGCTGTG
TAATTTCTAT

84

ATCTCCCCTC
CGCAAACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GCTGTGCTGA
TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT
TGGGAGCCCC
CTG

TCCCCTCCAG
AAACTCTTCC
GCCTGCAGGA
GCCGAGTCCT
GTGCTGAACA
TATGCCTGGA
CTGCTGTCGG
GAGCCCCTGC
CTT

CCTCCAGATG
CTCTTCCGAG
TGCAGGACAG
GAGTCCTGGA
CTGAACACTG
GCCTGGAAGA

CAGATGCGGC
TCCGAGTCTA
GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG
ACACTGCAGC
GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT
TGCAGCTGCA

ATGCGGCCTC
GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
GGAGAGGTAC
CTGCAGCTTG
AGAGGATGGA
AAGCTGTCCT
AGCTGCATGT

CGGCCTCAGC
TCTACTCCAA
GGGACAGATG
GAGGTACCTC
CAGCTTGAAT
GGATGGAGGT

CTCAGCTGCT
CTCCAATTTC
CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
TTGAATGAGA
GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC
TGTGGATAAA

AGCTGCTCCA
CAATTTCCTC
ATGAGGCGGC
CTCTTGGAGG
AATGAGAATA
GGTCGGGCAG
GCGGGGCCAG
GGATARAGCC

TGCTCCACTC
TTTCCTCCGG
AGGCGGCGGC
TTGGAGGCCA
GAGAATAATC
CGGGCAGCAG
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GCCGTAGAAG TCTGGCAGGG CCTGGCCCTG CTGTCGGARAG C
CTGTTGGTCA ACTCTTCCCA GCCGTGGGAG CCCCTGCAGS T

85

AGTGGCCTTC GCAGCCTCAC CACTCTGCTT CGG

Popis sekvence SEQ ID NO : 99

A) Délka: 513 parti bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 99

CTGGGAGCCC
ACAATCACTG
AAGCTGAAGC
CCCCACCACG
AGGCCGAGAA
GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA

AGAAGGAAGC
CTGACACTTT
TGTACACAGG
CCTCATCTGT
TATCACGACG
CCAAAGTTAA
GGCAGGGCCT
CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC

CATCTCCCCT
CCGCAAACTC
GGAGGCCTGC
GACAGCCGAG
GGCTGTGCTG
TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG

Popis sekvence SEQ ID NO : 100

A) Délka: 513 pard bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: Jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 100

GGAGCCCAGA
ATCACTGCTG
CTGAAGCTGT
CACCACGCCT
CCGAGAATAT
CCAGACACCA
GAAGTCTGGC
GTCAACTCTT
CTTCGCAGCC

AGGAAGCCAT
ACACTTTCCG
ACACAGGGGA
CATCTGTGAC
CACGACGGGC
AAGTTAATTT
AGGGCCTGGC
CCCAGCCGTG
TCACCACTCT

CTCccccreca
CAAACTCTTC
GGCCTGCAGG
AGCCGAGTCC
TGTGCTGAAC
CTATGCCTGG
CCTGCTGTCG
GGAGCCCCTG
GCTTCGGGCT

Popis sekvence SEQ ID NO : 101

A) Délka: 513 pari bazi

B) Typ: nukleova kyselina

CCAGATGCGG
TTCCGAGTCT
AGGACAGGGG
TCCTGGAGAG
AACACTGCAG
TGGAAGAGGA
TCGGAAGCTG
CTGCAGCTGC
GTC

GATGCGGCCT
CGAGTCTACT
ACAGGGGACA
TGGAGAGGTA
ACTGCAGCTT
AAGAGGATGG
GRAGCTGTCC
CAGCTGCATG
CTG
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CCTCAGCTGC
ACTCCAATTT
ACAGATGAGG
GTACCTCTTG
CTTGAATGAG
TGGAGGTCGG
TCCTGCGGGG
ATGTGGATAA

CAGCTGCTCC
CCAATTTCCT
GATGAGGCGG
CCTCTTGGAG
GAATGAGAAT
AGGTCGGGCA
TGCGGGGCCA
TGGATAAAGC
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TGTCCTGCG GGGCCAGGCC
GCATGTGGA TAAAGCCGTC

TCCACTCCGA
CCTCCGGGGA
CGGCGGCTCC
GAGGCCAAGG
AATAATCACT
GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG
AGCCGTCAGT

ACTCCGAACA
CCGGGGAAAG
CGGCTCCCCC
GCCAAGGAGG
AATCACTGTC
GCAGGCCGTA
GGCCCTGTTG
CGTCAGTGGC
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C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 101

GCCCAGAAGG
ACTGCTGACA
AAGCTGTACA
CACGCCTCAT
AGAATATCAC
GACACCAAAG
GTCTGGCAGG
AACTCTTCCC
CGCAGCCTCA

AAGCCATCTC

CTTTCCGCAA
CAGGGGAGGC
CTGTGACAGC
GACGGGCTGT
TTAATTTCTA
GCCTGGCCCT
AGCCGTGGGA
CCACTCTGCT

CCCTCCAGAT

ACTCTTCCGA
CTGCAGGACA
CGAGTCCTGG
GCTGAACACT
TGCCTGGAAG
GCTGTCGGAA
GCCCCTGCAG
TCGGGCTCTG

Popis sekvence SEQ ID NO : 102

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linedrni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 102

CAGAAGGAAG
GCTGACACTT
CTGTACACAG
GCCTCATCTG
ATATCACGAC
ACCAAAGTTA
TGGCAGGGCC
TCTTCCCAGC
AGCCTCACCA

CCATCTCCCC
TCCGCARACT
GGGAGGCCTG
TGACAGCCGA
GGGCTGTGCT
ATTTCTATGC
TGGCCCTGCT
CGTGGGAGCC
CTCTGCTTCG

TCCAGATGCG
CTTCCGAGTC
CAGGACAGGG
GTCCTGGAGA
GAACACTGCA
CTGGAAGAGG
GTCGGAAGCT
CCTGCAGCTG
GGCTCTGGGA

Popis sekvence SEQ ID NO : 103

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 103

AAGGAAGCCA TCTCCCCTCC

GACACTTTCC
TACACAGGGG
TCATCTGTGA
TCACGACGGG
AAAGTTAATT
CAGGGCCTGG

GCAAACTCTT
AGGCCTGCAG
CAGCCGAGTC
CTGTGCTGAA
TCTATGCCTG
CCCTGCTGTC

86

GCGGCCTCAG

GTCTACTCCA
GGGGACAGAT
AGAGGTACCT
GCAGCTTGAA
AGGATGGAGG
GCTGTCCTGC
CTGCATGTGG
GGA

GCCTCAGCTG
TACTCCAATT
GACAGATGAG
GGTACCTCTT
GCTTGAATGA
ATGGAGGTCG
GTCCTGCGGG
CATGTGGATA
GCC

CTGCTCCACT
ATTTCCTCCG
GAGGCGGCGG
CTTGGAGGCC
TGAGAATAAT
TCGGGCAGCA
GGGGCCAGGC
ATAAAGCCGT

CTCCACTCCG
TCCTCCGGGG
GCGGCGGCTC
GGAGGCCARAG
GAATAATCAC
GGCAGCAGGC
GCCAGGCCCT
AAGCCGTCAG

AGATGCGGCC TCAGCTGCTC CACTCCGAAC
CCGAGTCTAC TCCAATTTCC TCCGGGGAAA
GACAGGGGAC AGATGAGGCG GCGGCTCCCC
CTGGAGAGGT ACCTCTTGGA GGCCAAGGAG
CACTGCAGCT TGAATGAGAA TAATCACTGT
GAAGAGGATG GAGGTCGGGC AGCAGGCCGT
GGAAGCTGTC CTGCGGGGCC AGGCCCTGTT

CCGAACAATC
GGGAAAGCTG
CTCCCCCCAC
ARAGGAGGCCG
CACTGTCCCA
GGCCGTAGAA
CCTGTTGGTC
CAGTGGCCTT

AACAATCACT
AAAGCTGAAG
CCCCCACCaC
GAGGCCGAGA
TGTCCCAGAC
CGTAGAAGTC
GTTGGTCAAC
TGGCCTTCGC

AATCACTGCT
GCTGAAGCTG
CCACCACGCC
GCCGAGAATA
CCCAGACACC
AGAAGTCTGG
GGTCAACTCT
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TCCCAGCCGT GGGAGCCCCT GCAGCTGCAT GTGGATAAAG CCGTCAGTGG CCTTCGCAGC 480
CTCACCACTC TGCTTCGGGC TCTGGGAGCC CAG 513
Popis sekvence SEQ ID NO : 104
A) Délka: 513 para bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
. xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 104
: GAAGCCATCT CCCCTCCAGA TGCGGCCTCA GCTGCTCCAC TCCGAACAAT CACTGCTGAC 60
ACTTTCCGCA AACTCTTCCG AGTCTACTCC AATTTCCTCC GGGGRAAAGCT GAAGCTGTAC 120
ACAGGGGAGG CCTGCAGGAC AGGGGACAGA TGAGGCGGCG GCTCCCCCCA CCACGCCTCA 180
TCTGTGACAG CCGAGTCCTG GAGAGGTACC TCTTGGAGGC CAAGGAGGCC GAGAATATCA 240
CGACGGGCTG TGCTGAACAC TGCAGCTTGA ATGAGAATAA TCACTGTCCC AGACACCAAA 300
GTTAATTTCT ATGCCTGGAA GAGGATGGAG GTCGGGCAGC AGGCCGTAGA AGTCTGGCAG 360
GGCCTGGCCC TGCTGTCGGA AGCTGTCCTG CGGGGCCAGG CCCTGTTGGT CAACTCTTCC 420
CAGCCGTGGG AGCCCCTGCA GCTGCATGTG GATAAAGCCG TCAGTGGCCT TCGCAGCCTC 480
ACCACTCTGC TTCGGGCTCT GGGAGCCCAG AAG 513
Popis sekvence SEQ ID NO : 105
A) Délka: 513 part bazi
B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 105
GCCATCTCCC CTCCAGATGC GGCCTCAGCT GCTCCACTCC GAACAATCAC TGCTGACACT 60
. TTCCGCAAAC TCTTCCGAGT CTACTCCAAT TTCCTCCGGG GAAAGCTGAA GCTGTACACA 120
GGGGAGGCCT GCAGGACAGG GGACAGATGA GGCGGCGGCT CCCCCCACCA CGCCTCATCT 180
GTGACAGCCG AGTCCTGGAG AGGTACCTCT TGGAGGCCAA GGAGGCCGAG AATATCACGA 240"
. CGGGCTGTGC TGAACACTGC AGCTTGAATG AGAATAATCA CTGTCCCAGA CACCARAGTT 300
AATTTCTATG CCTGGAAGAG GATGGAGGTC GGGCAGCAGG CCGTAGAAGT CTGGCAGGGC 360
CTGGCCCTGC TGTCGGAAGC TGTCCTGCGG GGCCAGGCCC TGTTGGTCAA CTCTTCCCAG 420
CCGTGGGAGC CCCTGCAGCT GCATGTGGAT AAAGCCGTCA GTGGCCTTCG CAGCCTCACC 480
ACTCTGCTTC GGGCTCTGGG AGCCCAGAAG GAA 513

Popis sekvence SEQ ID NO : 106

A) Délka: 513 pari bazi

B) Typ: nukleova kyselina
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C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 106

ATCTCCCCTC
CGCARACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GCTGTGCTGA
TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT
TGGGAGCCCC
CTGCTTCGGG

CAGATGCGGC
TCCGAGTCTA
GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG
ACACTGCAGC
GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT
TGCAGCTGCA
CTCTGGGAGC

CTCAGCTGCT
CTCCAATTTC
CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
TTGAATGAGA
GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC
TGTGGATAAA
CCAGAAGGAA

Popis sekvence SEQ ID NO : 107

A) Délka: 513 pért bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: Jednoduchy

D) Topologie: line4rni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 108

TCCCCTCCAG
AAACTCTTCC
GCCTGCAGGA
GCCGAGTCCT
GTGCTGAACA
TATGCCTGGA
CTGCTGTCGG
GAGCCCCTGC
CTTCGGGCTC

ATGCGGCCTC
GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
GGAGAGGTAC
CTGCAGCTTG
AGAGGATGGA
AAGCTGTCCT
AGCTGCATGT
TGGGAGCCCA

AGCTGCTCCA
CAATTTCCTC
ATGAGGCGGC
CTCTTGGAGG
AATGAGAATA
GGTCGGGCAG
GCGGGGCCAG
GGATAAAGCC
GAAGGAAGCC

Popis sekvence SEQ ID NO : 108

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 108

CCTCCAGATG
CTCTTCCGAG
TGCAGGACAG
GAGTCCTGGA
CTGAACACTG
GCCTGGAAGA
CTGTCGGAAG
CCCCTGCAGC

CGGCCTCAGC
TCTACTCCAA
GGGACAGATG
GAGGTACCTC
CAGCTTGAAT
GGATGGAGGT
CTGTCCTGCG
TGCATGTGGA

TGCTCCACTC
TTTCCTCCGG
AGGCGGCGGC
TTGGAGGCCA
GAGAATAATC
CGGGCAGCAG
GGGCCAGGCC
TAAAGCCGTC

88

CCACTCCGAA
CTCCGGGGARA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA
ATAATCACTG
CAGCAGGCCG
CAGGCCCTGT
GCCGTCAGTG
GCC

CTCCGAACAA
CGGGGAAAGC
GGCTCCCCCe
CCAAGGAGGC
ATCACTGTCC
CAGGCCGTAG
GCCCTGTTGG
GTCAGTGGCC
ATC

CGAACAATCA
GGARAGCTGA
TCCCCCCACC
AGGAGGCCGA
ACTGTCCCAG
GCCGTAGAAG
CTGTTGGTCA
AGTGGCCTTC

CAATCACTGC
AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGAAT
TCCCAGACAC
TAGAAGTCTG
TGGTCAACTC
GCCTTCGCAG

TCACTGCTGA
TGAAGCTGTA
ACCACGCCTC
CGAGAATATC
CAGACACCAA
AAGTCTGGCA
TCAACTCTTC
TTCGCAGCCT

CTGCTGACAC
AGCTGTACAC
ACGCCTCATC
GAATATCACG
ACACCAAAGT
TCTGGCAGGG
ACTCTTCCCA
GCAGCCTCAC

TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG
CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
TTCCCAGCCG
CCTCACCACT

CACTTTCCGC
CACAGGGGAG
ATCTGTGACA
ACGACGGGCT
AGTTAATTTC
GGGCCTGGCC
CCAGCCGTGG
CACCACTCTG

TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC
TGTGACAGCC
ACGGGCTGTG
TAATTTCTAT
CCTGGCCCTG
GCCGTGGGAG
CACTCTGCTT
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CGGGCTCTGG GAGCCCAGAA GGAAGCCATC TCC

Popis sekvence SEQ ID NO : 109

A) Délka: 513 pért bézi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetdzce : SEQ ID NO: 109

CCAGATGCGG
TTCCGAGTCT
AGGACAGGGG
TCCTGGAGAG
AACACTGCAG
TGGAAGAGGA
TCGGAAGCTG
CTGCAGCTGC
GCTCTGGGAG

CCTCAGCTGC TCCACTCCGA ACAATCACTG

ACTCCAATTT
ACAGATGAGG
GTACCTCTTG

CCTCCGGGGA
CGGCGGCTCC
GAGGCCAAGG

CTTGAATGAG AATAATCACT

TGGAGGTCGG
TCCTGCGGGG

GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG

ATGTGGATAA AGCCGTCAGT
CCCAGAAGGA AGCCATCTCC

Popis sekvence SEQID NO : 110

A) Délka: 513 parti bazi

B) Typ: nukleovi kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 110

GATGCGGCCT
CGAGTCTACT
ACAGGGGACA
TGGAGAGGTA
ACTGCAGCTT
AAGAGGATGG
GAAGCTGTCC
CAGCTGCATG
CTGGGAGCCC

CAGCTGCTCC
CCAATTTCCT
GATGAGGCGG
CCTCTTGGAG
GAATGAGAAT
AGGTCGGGCA
TGCGGGGCCA
TGGATAAAGC
AGAAGGAAGC

ACTCCGARACA
CCGGGGAAAG
CGGCTCCCCC
GCCAAGGAGG
AATCACTGTC
GCAGGCCGTA
GGCCCTGTTG
CGTCAGTGGC
CATCTCCCCT

Popis sekvence SEQIDNO : 111

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 111

AAGCTGAAGC
CCCCACCACG
AGGCCGAGAA
GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA
CCT

ATCACTGCTG
CTGAAGCTGT
CACCACGCCT
CCGAGAATAT
CCAGACACCA
GAAGTCTGGC
GTCAACTCTT
CTTCGCAGCC
CCA

CTGACACTTT
TGTACACAGG
CCTCATCTGT
TATCACGACG
CCARAGTTAA
GGCAGGGCCT
CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC

ACACTTTCCG
ACACAGGGGA
CATCTGTGAC
CACGACGGGC
AAGTTAATTT
AGGGCCTGGC
CCCAGCCGTG
TCACCACTCT

CCGCAAACTC
GGAGGCCTGC
GACAGCCGAG
GGCTGTGCTG
TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG

CAAACTCTTC
GGCCTGCAGG
AGCCGAGTCC
TGTGCTGAAC
CTATGCCTGG
CCTGCTGTCG
GGAGCCCCTG
GCTTCGGGCT
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GCGGCCTCAG
GTCTACTCCA
GGGGACAGAT
AGAGGTACCT
GCAGCTTGAA
AGGATGGAGG
GCTGTCCTGC
CTGCATGTGG
GGAGCCCAGA

CTGCTCCACT
ATTTCCTCCG
GAGGCGGCGG
CTTGGAGGCC
TGAGAATAAT
TCGGGCAGCA
GGGGCCAGGC
ATAAAGCCGT
AGGAAGCCAT

CCGAACAATC
GGGAAAGCTG
CTCCCCCCAC
AAGGAGGCCG
CACTGTCCCA
GGCCGTAGAA
CCTGTTGGTC
CAGTGGCCTT
CTcceereea

Popis sekvence SEQ ID NO : 112

A) Délka: 513 part bazi
B) Typ: nukleovs kyselina
C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 112

GCCTCAGCTG CTCCACTCCG AACAATCACT

TACTCCAATT
GACAGATGAG
GGTACCTCTT
GCTTGAATGA
ATGGAGGTCG
GTCCTGCGGG
CATGTGGATA
GCCCAGAAGG

TCCTCCGGGG
GCGGCGGCTC
GGAGGCCAAG
GAATAATCAC
GGCAGCAGGC
GCCAGGCCCT
AAGCCGTCAG
AAGCCATCTC

AAAGCTGAAG
CCCCCACCAC
GAGGCCGAGA
TGTCCCAGAC
CGTAGAAGTC
GTTGGTCAAC
TGGCCTTCGC
CCCTCCAGAT

Popis sekvence SEQ ID NO : 113

A) Délka: 513 pari bazi

B) Typ: nukleovi kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: line4rni

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 113

TCAGCTGCTC
TCCAATTTCC
AGATGAGGCG
ACCTCTTGGA
TGAATGAGAA
GAGGTCGGGC
CTGCGGGGCC
GTGGATAAAG
CAGAAGGAAG

CACTCCGAAC
TCCGGGGAAA
GCGGCTCCCC
GGCCAAGGAG
TAATCACTGT
AGCAGGCCGT
AGGCCCTGTT
CCGTCAGTGG
CCATCTCCCC

AATCACTGCT
GCTGAAGCTG
CCACCACGCC
GCCGAGAATA
CCCAGACACC
AGAAGTCTGG
GGTCAACTCT
CCTTCGCAGC
TCCAGATGCG

90

ACTGCTGACA
AAGCTGTACA
CACGCCTCAT
AGAATATCAC
GACACCARAG
GTCTGGCAGG
AACTCTTCCC
CGCAGCCTCA
GAT

GCTGACACTT
CTGTACACAG
GCCTCATCTG
ATATCACGAC
ACCAAAGTTA
TGGCAGGGCC
TCTTCCCAGC
AGCCTCACCA
GCG

GACACTTTCC
TACACAGGGG
TCATCTGTGA
TCACGACGGG
AAAGTTAATT
CAGGGCCTGG
TCCCAGCCGT
CTCACCACTC
GCC

CTTTCCGCAA
CAGGGGAGGC
CTGTGACAGC
GACGGGCTGT
TTAATTTCTA
GCCTGGCCCT
AGCCGTGGGA
CCACTCTGCT

TCCGCAAACT
GGGAGGCCTG
TGACAGCCGA
GGGCTGTGCT
ATTTCTATGC
TGGCCCTGCT
CGTGGGAGCC
CTCTGCTTCG

GCAAACTCTT
AGGCCTGCAG
CAGCCGAGTC
CTGTGCTGRA
TCTATGCCTG
CCCTGCTGTC
GGGAGCCCCT
TGCTTCGGGC

ACTCTTCCGA
CTGCAGGACA
CGAGTCCTGG
GCTGAACACT
TGCCTGGAAG
GCTGTCGGRA
GCCCCTGCAG
TCGGGCTCTG

CTTCCGAGTC
CAGGACAGGG
GTCCTGGAGA
GAACACTGCA
CTGGAAGAGG
GTCGGAAGCT
CCTGCAGCTG
GGCTCTGGGA

CCGAGTCTAC
GACAGGGGAC
CTGGAGAGGT
CACTGCAGCT
GAAGAGGATG
GGAAGCTGTC
GCAGCTGCAT
TCTGGGAGCC
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Popis sekvence SEQ ID NO : 114

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: line4rni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 114

GCTGCTCCAC
AATTTCCTCC
TGAGGCGGCG
TCTTGGAGGC
ATGAGAATAA
GTCGGGCAGC
CGGGGCCAGG
GATAAAGCCG
AAGGAAGCCA

TCCGAACAAT
GGGGAAAGCT
GCTCCCcCCcea
CAAGGAGGCC
TCACTGTCCC
AGGCCGTAGA
CCCTGTTGGT
TCAGTGGCCT
TCTCCCCTCC

CACTGCTGAC
GAAGCTGTAC
CCACGCCTCA
GAGAATATCA
AGACACCAAA
AGTCTGGCAG
CAACTCTTCC
TCGCAGCCTC
AGATGCGGCC

Popis sekvence SEQIDNO : 115

A) Délka: 513 pari bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: Jjednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 115

GCTCCACTCC
TTCCTCCGGG
GGCGGCGGLCT
TGGAGGCCAA
AGAATAATCA
GGGCAGCAGG
GGCCAGGCCC
AAAGCCGTCA
GAAGCCATCT

GAACAATCAC
GAAAGCTGAA
ccceeeaccea
GGAGGCCGAG
CTGTCCCAGA
CCGTAGAAGT
TGTTGGTCAA
GTGGCCTTCG
CCCCTCCAGA

91

ACTTTCCGCA
ACAGGGGAGG
TCTGTGACAG
CGACGGGCTG
GTTAATTTCT
GGCCTGGCCC
CAGCCGTGGG
ACCACTCTGC
TCA

AACTCTTCCG
CCTGCAGGAC
CCGAGTCCTG
TGCTGAACAC
ATGCCTGGAA
TGCTGTCGGA
AGCCCCTGCA
TTCGGGCTCT

AGTCTACTCC
AGGGGACAGA
GAGAGGTACC
TGCAGCTTGA
GAGGATGGAG
AGCTGTCCTG
GCTGCATGTG
GGGAGCCCAG

TGCTGACACT TTCCGCAAAC TCTTCCGAGT CTACTCCAAT

GCTGTACACA
CGCCTCATCT
AATATCACGA
CACCAAAGTT
CTGGCAGGGC
CTCTTCCCAG
CAGCCTCACC
TGCGGCCTCA

Popis sekvence SEQIDNO: 116

A) Délka: 513 part bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 116

GGGGAGGCCT
GTGACAGCCG
CGGGCTGTGC
AATTTCTATG
CTGGCCCTGC
CCGTGGGAGC
ACTCTGCTTC
GCT

GCAGGACAGG
AGTCCTGGAG
TGAACACTGC
CCTGGAAGAG
TGTCGGAAGC
CCCTGCAGCT
GGGCTCTGGG

GGACAGATGA
AGGTACCTCT
AGCTTGAATG
GATGGAGGTC
TGTCCTGCGG
GCATGTGGAT
AGCCCAGAAG
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CCACTCCGAA CAATCACTGC

CTCCGGGGAA
GGCGGCTCCC
AGGCCAAGGA
ATAATCACTG
CAGCAGGCCG
CAGGCCCTGT
GCCGTCAGTG
GCCATCTCCC

AGCTGAAGCT
CCCACCACGC
GGCCGAGRAT
TCCCAGACAC
TAGAAGTCTG
TGGTCAACTC
GCCTTCGCAG
CTCCAGATGC

TGACACTTTC
GTACACAGGG
CTCATCTGTG
ATCACGACGG
CAAAGTTAAT
GCAGGGCCTG
TTCCCAGCCG
CCTCACCACT
GGCCTCAGCT

Popis sekvence SEQ IDNO : 117

A) Délka: 513 pért: bézi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis Fetézce : SEQ ID NO: 117

CTCCGAACAA TCACTGCTGA CACTTTCCGC

CGGGGRAAGC
GGCTCCCCCe
CCAAGGAGGC
ATCACTGTCC
CAGGCCGTAG
GCCCTGTTGG
GTCAGTGGCC
ATCTCCCCTC

TGAAGCTGTA
ACCACGCCTC
CGAGAATATC
CAGACACCAA
AAGTCTGGCA
TCAACTCTTC
TTCGCAGCCT
CAGATGCGGC

CACAGGGGAG
ATCTGTGACA
ACGACGGGCT
AGTTAATTTC
GGGCCTGGCC
CCAGCCGTGG
CACCACTCTG
CTCAGCTGCT

Popis sekvence SEQIDNO : 118

A) Délka: 513 pard bézi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Retézec: Jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 118

CGAACAATCA
GGAAAGCTGA
TCCCCCCACC
AGGAGGCCGA
ACTGTCCCAG
GCCGTAGAAG
CTGTTGGTCA
AGTGGCCTTC
TCCCCTCCAG

CTGCTGACAC
AGCTGTACAC
ACGCCTCATC
GAATATCACG
ACACCAAAGT
TCTGGCAGGG
ACTCTTCCCA
GCAGCCTCAC
ATGCGGCCTC

TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC
TGTGACAGCC
ACGGGCTGTG
TAATTTCTAT
CCTGGCCCTG
GCCGTGGGAG
CACTCTGCTT
AGCTGCTCCA

92

CGCAAACTCT
GAGGCCTGCA
ACAGCCGAGT
GCTGTGCTGA
TTCTATGCCT
GCCCTGCTGT
TGGGAGCCCC
CTGCTTCGGG
GCT

AAACTCTTCC
GCCTGCAGGA
GCCGAGTCCT
GTGCTGAACA
TATGCCTGGA
CTGCTGTCGG
GAGCCCCTGC
CTTCGGGCTC
CCca

TCCGAGTCTA CTCCAATTTC

GGACAGGGGA
CCTGGAGAGG
ACACTGCAGC
GGAAGAGGAT
CGGAAGCTGT
TGCAGCTGCA
CTCTGGGAGC

GAGTCTACTC
CAGGGGACAG
GGAGAGGTAC
CTGCAGCTTG
AGAGGATGGA
AAGCTGTCCT
AGCTGCATGT
TGGGAGCCCA

CAGATGAGGC
TACCTCTTGG
TTGAATGAGA
GGAGGTCGGG
CCTGCGGGGC
TGTGGATAAA
CCAGAAGGAA

CAATTTCCTC
ATGAGGCGGC
CTCTTGGAGG
AATGAGAATA
GGTCGGGCAG
GCGGGGCCAG
GGATAAAGCC
GAAGGAAGCC

CTCTTCCGAG TCTACTCCAA TTTCCTCCGG

TGCAGGACAG
GAGTCCTGGA
CTGAACACTG
GCCTGGAAGA
CTGTCGGAAG
CCCCTGCAGC
CGGGCTCTGG
CTC

GGGACAGATG
GAGGTACCTC
CAGCTTGAAT
GGATGGAGGT
CTGTCCTGCG
TGCATGTGGA
GAGCCCAGAA

AGGCGGCGGC
TTGGAGGCCA
GAGAATAATC
CGGGCAGCAG
GGGCCAGGCC
TAAAGCCGTC
GGAAGCCATC
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Popis sekvence SEQ ID NO : 119

A) Délka: 513 parti bazi

B) Typ: nukleova kyselina

C) Ret&zec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ IDNO: 119

ACAATCACTG
AAGCTGAAGC
CCCCACCACG
AGGCCGAGAA
GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA
CCTCCAGATG

CTGACACTTT
TGTACACAGG
CCTCATCTGT
TATCACGACG
CCAAAGTTAA
GGCAGGGCCT
CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC
CGGCCTCAGC

CCGCAAACTC
GGAGGCCTGC
GACAGCCGAG
GGCTGTGCTG
TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG
TGCTCCACTC

Popis sekvence SEQ ID NO : 120

A) Délka: 501 pért bazi

B) Typ: nukleova kyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 120

GCCCCACCAC
GAGGCCGAGA
GTCCCAGACA
GTAGAAGTCT
TTGGTCAACT
GGCCTTCGCA
CCTCCAGATG
CTCTTCCGAG
TGCAGGACAG

GCCTCATCTG
ATATCACGAC
CCAAAGTTAA
GGCAGGGCCT
CTTCCCAGCC
GCCTCACCAC
CGGCCTCAGC
TCTACTCCAA
GGGACAGATG

TGACAGCCGA
GGGCTGTGCT
TTTCTATGCC
GGCCCTGCTG
GTGGGAGCCC
TCTGCTTCGG
TGCTCCACTC
TTTCCTCCGG
A

Popis sekvence SEQ ID NO : 121

A) Délka: 166 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 121

93

TTCCGAGTCT
AGGACAGGGG
TCCTGGAGAG
AACACTGCAG
TGGAAGAGGA
TCGGAAGCTG
CTGCAGCTGC
GCTCTGGGAG
CGA .

GTCCTGGAGA
GAACACTGCA
TGGAAGAGGA
TCGGAAGCTG
CTGCAGCTGC
GCTCTGGGAG
CGAACAATCA
GGAAAGCTGA

ACTCCAATTT
ACAGATGAGG
GTACCTCTTG
CTTGAATGAG
TGGAGGTCGG
TCCTGCGGGG
ATGTGGATAA
CCCAGAAGGA

GGTACCTCTT
GCTTGAATGA
TGGAGGTCGG
TCCTGCGGGG
ATGTGGATAA
CCCAGAAGGA
CTGCTGACAC
AGCTGTACAC

CCTCCGGGGA
CGGCGGCTCC
GAGGCCAAGG
AATAATCACT
GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG
AGCCGTCAGT
AGCCATCTCC

GGAGGCCAAG
GAATATCACT
GCAGCAGGCC
CCAGGCCCTG
AGCCGTCAGT
AGCCATCTCC
TTTCCGCAAA
AGGGGAGGCC
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Ala
Leu
Cys
Tyr
Gln
65

Leu
Lys
Gly
Pro
Tyr

145
Cys

Pro
Glu
Ser
Ala
50

Gly
Val
Ala
Ala
Leu
130

Ser

Arg

Pro
Ala
Leu
35

Trp
Leu
Asn
Val
Gln
115
Arg

Asn

Thr

Arg
Lys

20
Asn

Ala
Ser
Ser
100
Lys
Thr

Phe

Gly

Leu
Glu
Glu
Arg
Leu
Ser
85

Gly
Glu
Ile

Leu

Asp
165

Ile
Ala
Asn
Met
Leu
70

Gln
Leu
Ala
Thr
Arg

150
Arg

Popis sekvence SEQ ID NO :

A) Délka: 170 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: Jjednoduchy
D) Topologie: linearni

Cys
Glu
Ile
Glu
55

Ser
Pro
Arg
Ile
Ala

135
Gly

122

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 122

Thr Val Pro

1
Val

Glu
Trp
Ser
65

Ser

Asp

Lys

Gly
Ala
Glu
50

Leu
Pro

Thr

Leu

Gln
Val
35

Pro
Thr
Pro

Phe

Lys
115

Asp
Gln
20

Leu
Leu
Thr
Asp
Arg

100
Leu

Thr
Ala
Arg
Gln
Leu
Ala
85

Lys

Tyr

Lys
Val
Gly
Leu
Leu
70

Ala

Leu

Thr

Val
Glu
Gln
His
55

Arg

Ser

Phe

94

Asp
Asn
Thr
40

Val
Glu
Trp
Ser
Ser
120
Asp

Lys

Asn
Val
Ala
40

Val
Ala
Ala

Arg

Glu
120

Ser
Ile
25

Val
Gly
Ala
Glu
Leu
105
Pro

Thr

Leu

Phe
Trp
25

Leu
Asp
Leu
Ala
Val

105
Ala

Arg
10

Thr
Pro
Gln
Val
Pro
90

Thr
Pro

Phe

Lys

Tyr
10

Gln
Leu
Lys
Gly
Pro
90

Tyr

Cys

Val
Thr
Asp
Gln
Leu
75

Leu
Thr
Asp

Arg

Leu
155

Ala

vVal
Ala
Ala
75

Leu

Ser

Arg

Thr
Ala
60

Arg
Gln
Leu
Ala
Lys

140
Tyr

Trp
Leu
Asn
Val
60

Gln
Arg

Asn

Thr

Glu Arg Tyr Leu

Cys
Lys
45

Val
Gly
Leu
Leu
Ala
125

Leu

Thr

Lys
Ala
Ser
45

Ser
Lys
Thr

Phe

Gly
125

Ala
30

Val
Glu
Gln
His
Arg
110
Ser

Phe

Gly

Arg
Leu
30

Ser
Gly
Glu

Ile

Leu
110

15
Glu

Asn
Val
Ala
Val
95

Ala
Ala

Arg

Glu

Met
15

Leu
Gln
Leu

Ala

Thr
95
Arg

His
Phe
Trp
Leu
80

Asp
Leu
Ala

Val

Ala
160

Glu
Ser
Pro
Arg
Ile
80

Ala

Gly

Gly




95

L4
LA 3
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Gly Gly Ser Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu

130 135

140

Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys

145 150 155
Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Tle
165 170

Popis sekvence SEQ ID NO : 123

A) Délka: 4 aminokyseliny

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

if) Typ molekuly: Z4dny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 123
Gly Gly Gly Ser
1
Popis sekvence SEQ ID NO : 124
A) Délka: 8 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Ret&zec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 124

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5

Popis sekvence SEQ ID NO : 125

A) Délka: 12 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: Jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny

160




96

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 125

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5 10

Popis sekvence SEQ ID NO : 126

A) Délka: 7 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 126

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

Popis sekvence SEQ ID NO : 127

A) Délka: 5 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: line4rni

i) Typ molekuly: Zidny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 127

Glu Phe Gly Asn Met
1 5

Popis sekvence SEQ ID NO : 128

A) Délka: 6 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: Jjednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zidny




xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 128
Glu Phe Gly Gly Asn Met
1 5
Popis sekvence SEQ ID NO : 129

A) Délka: 9 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 129
Glu Phe Gly Gly Asn Gly Gly Asn
1 5
Popis sekvence SEQ ID NO : 130

A) Délka: 7 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy

D) Topologie: linearni
ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 130
Gly Gly Ser Asp Met Ala Gly
1 5
Popis sekvence SEQ ID NO : 131

A) Délka: 27 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: line4rni

ii) Typ molekuly: zadny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 131

97

Met
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GCGCGCCCAT GGACAATCAC TGCTGAC

Popis sekvence SEQ ID NO : 132

A) Délka: 15 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina

C) Retézec: Jjednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: Z4dny

xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 132
TCTGTCCCCT GTCCT 15

Popis sekvence SEQ ID NO : 133

A) Délka: 43 aminokyselin

B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni

ii) Typ molekuly: zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 133

GCGCGCAAGC TTATTATCGG AGTGGAGCAG CTGAGGCCGC ATC 43

Popis sekvence SEQ ID NO : 134

A) Délka: 21 aminokyselin
B) Typ: aminokyselina
C) Retézec: jednoduchy
D) Topologie: linearni
ii) Typ molekuly: Zadny
xi) Popis fetézce : SEQ ID NO: 134

GCCCCACCAC GCCTCATCTG T 21
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PATENTOVE NAROKY W

1. Polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu obsahujici modifikovanou sekvenci
aminokyselin s nasledujicim vzorcem;
AlaProProArgLeuIleCysAspSerArgValLeuGIuArgTereuLeuGluAlaLys

10 20

GluAlaGluAsnIleThrThrGlyCysAlaGluHisCysSerLeuAsnGluAsnIleThr
30 40

ValProAspThrLysValAsnPheTyrAlaTrpLysArgMetGluValGlyGlnGlnAla
50 60

ValGluValTrpGlnGlyLeuAlaLeuLeuSerGluAlaValLeuArgGlyGlnAlaLeu
70 80

LeuVaIAsnSerSerGlnProTrpGluProLeuGlnLeuHisValAspLysAlaValSer
90 100

GlyLeuArgSerLeuThrThrLeuLeuArgAlaLeuGlyAlaGlnLysGluAlaIleSer
110 120

ProProAspAlaAlaSerAlaAlaProLeuArgThrIleThrAlaAspThrPheArgLys
130 140

LeuPheArgValTyrSerAsnPheLeuArgGlyLysLeuLysLeuTerhrGlyGluAla
150 160

CysArgThrGlyAspArg SEQ ID NO:121
166

kde ptipadné 1 aZ 6 aminokyselin od N-konce a 1 a% 5 od C-konce miZe byt odstranéno

z tohoto polypeptidu agonistu receptoru erythropoietinu,

kde N-konec je spojen s C-koncem p¥imo nebo spojovnikem schopnym spojit N-konec

s C-koncem a majicim nové C- a N-konce u aminokyselin:

23-24, 24-25, 25-26, 27-28, 28-29, 29-30, 30-31, 31-32, 32-33, 33-34, 34-35, 35-36, 36-37,
37-38, 38-39, 40-41, 41-42, 43-44, 44-45, 45-46, 45-56, 46-47, 47-48, 48-49, 50-51, 51-52, 52-
53, 53-54, 54-55, 55-56, 56-57, 57-58, 77-78, 78-79, 79-80, 80-81, 81-82, 82-83, 84-85, 85-86,
86-87, 87-88, 88-89, 108-109, 109-110, 110-111, 111-112, 112-113, 113-114, 114-115, 115-116,
116-117, 117-118, 118-119, 119-120, 120-121, 121-122, 123-124, 124-125, 125-126, 126-127,
127-128, 128-129, 129-130, 131-132,
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a tento polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu miize byt pfipadn& bezprostiedn&
predchazen (methionin-1), (alanin-!) nebo (methionin-2, alanin-1).

2. Polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu podle niroku 1 vyznadeny tim, Ze tento

spojovnik je vybrany ze skupiny sestavajici z:
Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 123,
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 124,

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 125,

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser SEQ ID NO: 126,

Glu Phe Gly Asn Met SEQ ID NO: 127,
Glu Phe Gly Gly Asn Met SEQID NO: 128,
Glu Phe Gly Asn Gly Gly Asn Met SEQIDNO: 129 a
Gly Gly Ser Asp Met Ala Gly SEQ ID NO: 130.

3. Polypeptid agonistu receptoru erythropoietinu podle naroku 1 vyznaleny tim, Ze je

vybrany ze skupiny sestévajici z :

SEQID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQID NO: 9, SEQID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,
SEQ ID NO: 13, SEQID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16,
SEQID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
SEQID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28,
SEQID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,
SEQID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40,
SEQID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,
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SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 48,
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52,
SEQID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56,

SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59 a SEQ ID NO: 122.

4. Polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu podle naroku 3 vyznaCeny tim, Ze
sekvence spojovniku (Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 123) je nahrazena sekvenci spojovniku

vybranou ze skupiny sestavajici z:
Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser SEQ ID NO: 124,

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser  SEQ ID NO: 125,

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser SEQID NO: 126,
Glu Phe Gly Asn Met SEQ ID NO: 127,
Glu Phe Gly Gly Asn Met SEQ ID NO: 128,
Glu Phe Gly Asn Gly Gly Asn Met SEQIDNO: 129a
Gly Gly Ser Asp Met Ala Gly SEQ ID NO: 130.

5. Molekula nukleové kyseliny obsahujici sekvenci erythropoietinu kodujici polypeptid
agonisty receptoru erythropoietinu podle naroku 1.

6. Molekula nukleové kyseliny obsahujici sekvenci erythropoietinu kédujici polypeptid
agonisty receptoru erythropoietinu podle naroku 2.

7. Molekula nukleové kyseliny obsahujici sekvenci erythropoietinu kédujici polypeptid
agonisty receptoru erythropoietinu podle naroku 3.

8. Molekula nukleové kyseliny obsahujici sekvenci erythropoietinu kédujici polypeptid

agonisty receptoru erythropoietinu vybrany ze skupinysestdvajici z:

SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63,
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SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68,

SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72,
SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 76,
SEQID NO: 77, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 80,
SEQ ID NO: 81, SEQID NO: 82, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 84,
SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 88,
SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 92,
SEQID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 96,
SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 100,
SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 104,
SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 108,
SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 112,
SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 116,

SEQID NO: 117, SEQ ID NO: 118 a SEQ ID NO: 119.

9. Molekula nukleové kyseliny obsahujici sekvenci DNA kédujici polypeptid agonisty
receptoru erythropoietinu podle niroku 4.

10. Zpiisob vyroby polypeptidu agonisty receptoru erythropoietinu zahrnujici kultivaci za
vhodnych nutriénich podminek hostitelské buiiky transformované nebo transfektované
replikovatelnym vektorem obsahujicim tuto molekulu nukleové kyseliny podle naroku 5, 6, 7, 8
nebo 9 zplisobem dovolujicim expresi tohoto polypeptidu agomsty receptoru erythropoietinu a
ziskanim tohoto polypeptidu agonisty receptoru erythropoietinu.

11. Kompozice obsahujici polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu podle narok 1, 2,

3 nebo 4 a farmaceuticky ptijatelny nosig.
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12. Kompozice obsahujici polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu podle narokd 1,
2, 3 nebo 4 a faktor a farmaceuticky pfijatelny nosic.

13. Kompozice podle néroku 12, kde faktor je vybrany ze skupiny sestavajici z GM-CSF,
G-CSF, c-mpl ligand, M-CSF, IL-1, IL-4, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-15, LIF, lidsky rtstovy hormon, riistovy faktor B-bung&k, faktor diferenciace B-
bunek, faktor diferenciace eosinofilii a faktor kmenovych bunék, I1.-3 varianty, fiizni proteiny,
agonisty recéptoru G-CSF, agonisty receptoru c-mpl, agonisty receptoru IL-3, multifunk&ni

agonisty receptoru.

14. Zpisob zvyseni tvorby krvetvornych bungk u pacienta vyznateny tim, Ze zahrnuje
krok podavani tomuto pacientovi polypeptid agonisty receptoru erythropoietinu podle nérokii 1,
2,3nebo 4.

15. Zpisob zvySeni tvorby krvetvornych bungk ex vivo vyznaleny tim, Ze zahrnuje kroky:

(a) kultivaci bungk progenitort &ervenych krvinek v kultivainim mediu obsahujicim

polypeptid podle nirokd 1, 2, 3 nebo 4 a

(b) sklizeii téchto kultivovanych bundk.

16. Zpusob selektivniho zvy3eni tvorby krvetvornych bungk ex vivo vyznaleny tim, Ze

zahrnuje kroky:
a) odd€leni bun&k progenitort Eervenych krvinek od ostatnich bunék,

b) kultivaci techto oddélenych bungk progenitorti &ervenych krvinek ve vybraném

kultivaénim mediu obsahujicim polypeptid podle néroki 1, 2, 3 nebo 4 a

c) sklizeii téchto kultivovanych bungk.

17. Zpisob léceni pacienta majictho krvetvornou poruchu vyznaleny tim, Ze zahrnuje
kroky:

a) odstranéni bun&k progenitorti &ervenych krvinek,
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b) kultivaci t&chto oddélenych bungk progenitort éervenycH krvinek .v'k;llti‘?aénixff;nediu
obsahujicim polypeptid podle narokd 1,2,3nebo 4 a
¢) sklizeti téchto kultivovanych bungk,

d) transplantaci téchto kultivovanych bunék tomuto pacientovi.

18. Zplsob lé¢eni pacienta majictho krvetvornou poruchu vyznadeny tim, Ze zahrnuje
kroky:
a) odstranéni bun&k progenitort Cervenych krvinek,

b) oddgleni bun&k progenitort Cervenych krvinek od ostatnich bungk,

¢) kultivaci téchto oddélenych bungk progenitorti ervenych krvinek v kultivadnim mediu
obsahujicim polypeptid podle nérok 1, 2,3nebo4a

d) sklizeti t€chto kultivovanych bungk,

e) transplantaci t&chto kultivovanych bun&k tomuto pacientovi.

19. Zptisob podle naroku 15 vyznaceny tim, Ze tyto buiiky progenitori Cervenych krvinek

se izoluji z periferni krve.

20. Zptisob podle niroku 16 vyznageny tim, Ze tyto butiky progenitorti ervenych krvinek

se izoluji z periferni krve.

21. Zpisob podle ndroku 17 vyznadeny tim, Ze tyto buriky progenitort Eervenych krvinek

se izoluji z periferni krve.

22. Zpsob podle naroku 18 vyznageny tim, Ze tyto butiky progenitorti &ervenych krvinek

se izoluji z periferni krve.
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prvni krok PCR amplifikace

“\\_ DOVY start

|1 97 174]

start spojovniku '\

tvorba "start fragmentu"

druhy krok PCR amplifikace

\ Stop spojovniku

_n 96 174]
novy stop \
| W"D fragmenti"
start fragmentu
stop fragment
97 spojovnik 174 spojovnik 11 96
treti krok PCR amplifikace
fragmenty podrobené teplotni
hybridizaci
97 174 spojovnik
spojovnik 11 96
I pfidavek nového oligo start a
nového stop
{97 174 [spojovnik |11 96|

Obr. 2
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prvni krok PCR amplifikace \\ no v§ start

fi 97 174

P-bl start

druhy krok PCR amplifikace

P-bl stop

K 96 174]

—_—
novy stop "\ \
97 174 1 96
spojeni fragmenti

(o7 174 | 1 96_|

Obr. 3
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I. konstrukt
tandemové-duplikovaného templétu
1 174 1 174
| prvni kopie genu . Mpo jovnl’N druh4 kopie genu IR

I1. PCR-amplifikace
tandenové-duplikovaného templétu

\_ DOV start

1 174 1 174
| prvni kopie 97 ‘L‘J‘spoj ovnil\A druhs kopie 96 1

novy step '\

|start |97 174 bpojovni 1 96 [stop]

Obr. 4
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GCCCCACCACGCCTCATCTCTGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAG

GAGGCCGAGAATATCACGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATCACT
--------- +-~—------+-——------+‘-~~~~---+---~---~-+---—-----+
CTCCGGCTCTTATAGTGCTGCCCGACACGACTTGTGACGTCGAACTTACTCTTATAGTGA
GluAlaGluAsnI1eThrThrGlyCysAlaGluHisCysSerLeuAsncluAsnIleThr

GTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTCGGGCAGCAGGCC
--------- +—--------+~—-------+---------+---------+---------+
CAGGGTCTCTGGTTTCAATTAAAGATACGGACCTTCTCCTACCTCCAGCCCGTCGTCCGG
ValProAspThrLysValAsnPheTyrAlaTrpLysArgMetGIuValGlyGlnGlnAla

'GTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGGGCCAGGCCCTG

--------- +---------+---------+----—--—~+---------+---------+
CATCTTCAGACCGTCCCGGACCGGGACGACAGCCTTCGACAGGACGCCCCGGTCCGGGAC
Va1GluvalTrpGlnGlyLeuAlaLeuLeuSerGluAlavalLeuArgGIyGInAlaLeu

TTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTCCAGCTGCATGTGGATAAAGCCGTCAGT
--------- +--------—+---------+—-------~+---'-----+---------+
AACCAGTTGAGAAGGGTCGGCACCCTCGGGGACGTCGACGTACACCTATTTCGGCAGTCA
LeuValAsnSerSerG1nProTrpGluProLeuGlnLeuHisvalAspLysAlaValSer

Obr. 5
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GGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCCCAGAAGGAAGCCATCTCC
--------- A S AR et T LT T ORI

CCGGAAGCGTCGGAGTGGTGAGACGAAGCCCGAGACCCTCGGGTCTTCCTTCGGTAGAGG
GlyLeuArgSerLeuThrThrLeuLeuArgAlaLeuGlyAlaGlnLysGluAlaIleSer

CCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACAATCACTGCTGACACTTTCCGCAAA
--------- S SR St bt L SN
GGAGGTCTACGCCGGAGTCGACGAGGTGAGGCTTGTTAGTGACGACTCTGAAAGGCGTTT
ProProAspAlaAlaSerAlaAlaProLeuArgThrIleThrAlaAspThrPheArgLys

CTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCC
--------- B e e e e ey

GAGAAGGCTCAGATGAGGTTAAAGGAGGCCCCTTTCGACTTCGACATGTGTCCCCTCCGG
LeuPheArgValTyrserAsnPheLeuArgGlyLysLeuLysLeuTerhrGlyGluAla

TGCAGGACAGGGGACAGATGA
--------- to====-e-ap- 501

ACGTCCTGTCCCCTGTCTACT
CysArgThrGlyAspArg

Obr. 6
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