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DIAGNOSTICKE SKUSKY PRE PARVOVIRUS B19

Oblast’ techniky

Tento vynalez sa vSeobecne tyka virusovej diagnostiky. Konkrétne sa
tento vynalez tyka skusSok zaloZzenych na nukleovych kyselinach na presnu
diagnostiku infekcie parvovirusom B19 a primérov a sond pouZivanych pri

tychto skuskach.

Doterajsi stav techniky

Ludsky parvovirus B19 je &lenom Celade Parvoviridae, rod Erythrovirus a
je to maly ikozaedralny virus bez obalky s linearnou jednovldknovou molekulou
DNA so zhruba 5600 nukleotidmi. Virusovy gendom kdduje tri hlavné proteiny,
VP1, VP2 a NS1. Pozri Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986) a obrazok 1
tu. VP1 (83 kDa) a VP2 (58 kDa) su Strukturne proteiny kapsidy. Tieto dva
proteiny sa koduju v presahujlcich &itacich ramcoch od nukleotidov zhruba
2444 a7z 4789 a zhruba 3125 az 4789. VP2 tvori 95 % kapsidy a vacsi protein
VP1 iba 5 % kapsidy. VP1 je potrebny pre zrell konforméaciu virusov. NS1 (77
kDa) je nestruktirny protein a je pritomny len v nuklearnej frakcii infikovanych

buniek a chyba v cytoplazme a intaktnych viribnoch v sére.

Parvovirus B19 bol prvykrat objaveny v krvnom sére normalnych darcov
krvi a je to jediny &len Eelade Parvoviridae, ktory je patogenny pre Cloveka.
Tento virus stvisi so Sirokym rozmedzim chorobnych prejavov. Ludsky
parvovirus B19 normélne spdsobuje asymptomatickt ¢i miernu infekciu u deti,
ktord sa samotna obmedzuje. U dospelych moze parvovirus B19 spésobit
vyrazku, prechodni symetrickt polyartralgiu a artritidu. Parvovirus B19 suvisi s
prechodnou aplastickou krizou (TAC) u pacientov, ktorych zakladnym
ochorenim st hemolytické poruchy. Chronicka infekcia B19 a perzistentna

anémia sa uvadzaju u pacientov s akitnou leukémiou a ohrozenou imunitou,
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s vrodenymi nedostatkami imunity, s AIDS a po transplantacii kostnej drene.

Parvovirus B19 rovnako suvisi so smrtou plodu u tehotnych Zien.

Vo vacsine krajin sa infekcia virusom B19 vyskytuje vSeobecne
v detstve, takZze zhruba 50 % deti vo veku 15 rokov ma protilatky proti B19.
Vyskyt protilatok proti B19 sa méze dalej v priebehu Zivota zvy$ovat a u

star§ich 0s6b dosahuje hodnoty vy$s$ie ako 90 %.

Predpokiada sa, ze v pripade infekcie ludskym parvovirusom B19
nastava pociato¢na virusova replikacia v dychacich cestach. Potom sa virus
zameriava na bunky v kostnej dreni. To vedie k virusovej replikacii vo velkom
meradle s udavanou virémiou medzi 10 az 10" &astic/ml nastavajicou 7 az 10
dni po infekcii, avSak pred nastupom symptomov. Zmiznutie virémie sa ¢asovo
zhoduje s detekciou Specifickych protilatok IgM, ktorych hodnota zostava
zvySena pocas 2 az 3 mesiacov. Protilatky 1gG proti B19 sa detekuju niekolko

dni po vyskyte protilatok IgM a pretrvavaju cely zivot.

Nepritomnost' lipidove] obalky a obmedzeny obsah DNA spdsobi, zZe
parvovirus B19 sa stane mimoriadne odolnym voéi fyzikalnochemickej
inaktivacii. Parvovirus B19, hlavne pri vysokej koncentracii, dokaze zniest
konvenéné tepelné spracovanie krvnych produktov a dokumentoval sa prenos
B19 podanim faktora VIl spracovaného rozpustadlom s detergentom a faktora

VIl a IX spracovaného horucou parou alebo teplom za sucha.

Ludsky parvovirus B19 neméze rast vkonvenénych bunkovych
kulturach, takZe laboratérna detekcia a izolacia tohto virusu je mimoriadne
tazka. Preto je mnoho rokov jedinym zdrojom antigénu sérum od viremickych
pacientov. V snahe obist tieto problémy sa vyrabaju rekombinantné antigény
na pouzitie v sérologickych skaSkach. Pozri napriklad Sisk a Berman,
Biotechnology, 5, 1077 - 1080 (1987), US patent . 6 204 044
Imunoenzymatické skisky zaloZzené na zachyteni IgM sa pouzivaju na detekciu
IgM proti B19 a na diagnostiku Cerstvej infekcie B19. Diagnosticka vykonnost
radu komeréne dostupnych sku$ok vSak nie je homogénna. Navyse
diagnostické skusky zaloZzené na IgM nemoézu detekovat' virus v priebehu

viremického §tadia infekcie a len ¢o vznikna IgM protilatky, mézu zostavat
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v krvnom obehu niekolko mesiacov po skonceni virémie.

Vysoky vyskyt protilatok proti B19 u normalne] populédcie spolu so
skutoénostou, ze vysoka viremia zvy€ajne pretrvava iba pocas jedného tyzdna,
zapricini, Ze sérologické skUSky sa tazko vykonavaju. NavySe u pacientov

s ohrozenou imunitou méZe byt sérologicka diagnéza nespofahliva.

Hybridizaéné skusky zaloZzené na nukleovych kyselinach, ako je
blotovanie a hybridizacia in situ, sa pouzili na detekciu B19. Tieto skisky maju
véeobecne detekéné medze 1 az 0,1 pg virusovej DNA (zhruba 10* az 10°
virusovych ¢&astic). PCR ma vysSiu citlivost (zhruba 100 gendmovych kopii).
AvSak DNA hybridizaéné spdsoby su casovo narotné a ich pouZitie je
obmedzené a PCR sa zle prakticky uskutoCfiuje pre screening velkych poctov

vzoriek.

Preto pretrvava potreba vyvoja spolahlivych diagnostickych skisok na
detekciu parvovirusu B19 vo viremickych vzorkach, aby sa prediSlo prenosu

virusu krvnymi a plazmatickymi derivatmi alebo tesnym osobnym stykom.

Podstata vynalezu

Tento vynalez sa zaklada na objave jedineénych primérov a sond na
pouzitie v skikach pomocou nukleovych kyselin rovnako tak ako na vyvoji
citlivej a spolahlivej diagnostickej skisky zaloZenej na nukleovych kyselinach
na detekciu DNA parvovirusu B19 v biologickych vzorkach od potencialne
infikovanych oséb. Sposoby, ktoré sa tu opisujl, pouzivaji DNA extrahovanej
vzorky ako templat na amplifikaciu zachovanych genémovych oblasti sekvencie
B19 s pouzitim amplifikacie sprostredkovanej transkripciou (TMA) rovnako ako
v 5" nukleazovej skuske, ako je spdsob TaqManTM. Tieto spdsoby umozZiuju
detekciu DNA B19 vo viremickych vzorkach majucich titre virusov iba 10°
virusovych &astic/ml. V stlade s tym moZzno infikované vzorky identifikovat a
vyludovat z transfizie rovnako tak ako z pripravy krvnych derivatov. Sondy a
priméry, ktoré sa tu opisujt, st rovnako pouzitelné napriklad pri standardnych

hybridizagnych spdsoboch rovnako tak ako pri spésoboch zaloZenych na PCR,
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pri amplifikacii na baze sekvencie nukleovych kyselin (NASBA) a pri skiskach

pouzivajucich rozvetvené molekuly DNA.

V sulade stym sa jedno uskutoCnenie tohto vynalezu zameriava na
spOsob detekcie udského parvovirusu B19 v biologickej vzorke. Tento spdsob

zahriiuje:

(a) izolaciu nukleovej kyseliny z biologickej vzorky, u ktorej je podozrenie,
ze obsahuje DNA [ludského parvovirusu B19, kde tato nukleova kyselina

zahriuje cielovu sekvenciu RNA,

(b) reakciu izolovane] nukieovej kyseliny parvovirusu B19 s prvym
oligonukleotidom, ktory =zahriiuje prvy primér obsahujici komplexaénd
sekvenciu dostato¢ne komplementarnu k 3’-terminalnej Casti cielovej sekvencie
RNA kvéli spojeniu s nou, kde tento prvy primér dalej zahriiuje prométor pre
DNA-dependentnu  RNA polymerdzu 5° a je operabilne pripojeny ku
komplexacnej sekvencii, kde sa reakcia uskutonuje za podmienok zaistujucich

tvorbu komplexu oligonukleotid/cielova sekvencia a zaCatie syntézy DNA,

(c) extenziu prvého priméru reakciou extenzie pouZzivajuce] sekvenciu
cielovej RNA ako templat za ziskania prvého produktu extenzie priméru DNA

komplementarneho cielovej sekvencii RNA,

(d) separaciu prvého produktu extenzie priméru DNA z cielovej
sekvencie RNA s pouZitim enzymu, ktory selektivne degraduje ciefovu

sekvenciu RNA,

(e) spracovanie produktu extenzie priméru DNA  druhym
oligonukleotidom, ktory zahriiuje druhy primér obsahujuci komplexacnu
sekvenciu dostatotne komplementarnu k 3°-terminalnej Casti produktu extenzie
priméru DNA tak, aby sa vytvoril komplex za podmienok zaistujicich tvorbu

komplexu oligonukleotid/cielova sekvencia a zacatie syntézy DNA,

(f) extenziu konca 3’ druhého priméru v reakcii extenzie DNA za ziskania
druhého produktu extenzie priméru DNA, ¢im sa ziska templat pre DNA-

dependentnu RNA polymerazu,
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(g) pouzitie templatu na vytvorenie viacerych képii RNA ciefovej
sekvencie s pouzitim DNA-dependentnej RNA polymerazy, ktora rozpoznava

promoétorovy sekvenciu a

(h) pouzitie kopii RNA z kroku (g) s autokatalytickym opakovanim krokov
(b) az (g) kvoéli amplifikacii cielovej sekvencie.

V uréitych uskuto€neniach tento spésob dalej obsahuje kroky:

(i) pridanie znacenej oligonukleotidovej sondy k produktu kroku (h), kde
tato oligonukleotidova sonda je komplementarna k Casti cielovej sekvencie za
podmienok zaistujucich hybridizaciu sondy s ciefovou sekvenciou za ziskania

komplexu sonda/cielova sekvencia a

(j) detekcia pritomnosti €i nepritomnosti znacky ukazujucej na pritomnost

¢i nepritomnost cielovej sekvencie.
V dal$ich uskutoéneniach je touto znackou akridiniumester.

V este dalSich uskutoneniach sa prvy a druhy primér a sonda pouZite
vo vyssie opisanych spdsoboch odvodzuju od oblasti VPI genomu fudskeho
parvovirusu B19, ako je to od polynukleotidovej sekvencie znazornenej

na ktoromkolvek z obrazkov 2A az 2U alebo 11A az 11Z.

V dalsom uskutoéneni sa tento vynalez zameriava na spdsob detekcie
infekcie Tudskym parvovirusom B19 v biologickej vzorke. Tento spdsob

zahriuje:

(a) izolaciu nukleovej kyseliny z biologickej vzorky, u ktorej je podozrenie,
e obsahuje DNA fudského parvovirusu B19, kde tato nukleova kyselina

obsahuje ciefovl sekvenciu RNA,

(b) reakciu nukleovej kyseliny izolovaného parvovirusu B19 s prvym
oligonukleotidom, ktory obsahuje prvy primér zahriujdci komplexaénu
sekvenciu dostatoéne komplementarnu k Casti konca 3" ciefovej sekvencie
RNA, aby spolu tvorili komplex, kde prvy primér dalej obsahuje promotor pre
DNA-dependentni RNA polymerdzu 5° a operabilne sa pripaja ku

komplexadénej sekvencii, kde tento prvy primér obsahuje sekvenciu odvodenu
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od polynukleotidovej sekvencie znazornenej na ktoromkolvek z obrazkov 2A az
2U alebo obrazkov 11A az 11Z a reakcia sa uskutocfiuje za podmienok
zaistujucich tvorbu komplexu oligonukleotid/cielova sekvencia a zacatie syntézy
DNA,

(c) extenziu prvého priméru reakciou extenzie s pouZitim sekvencie
cielovej RNA ako templatu za ziskania prvého produktu extenzie priméru DNA

komplementarneho cielovej sekvencii RNA,

(d) oddelenie prvého produktu extenzie priméru DNA od cielovej
sekvencie RNA s pouzitim enzymu, ktory selektivne degraduje cielovi

sekvenciu RNA,

(e) spracovanie produktu extenzie priméru DNA  druhym
oligonukleotidom, ktory zahriiuje druhy primér obsahujuci komplexaénu
sekvenciu dostatocne komplementarnu k 3’-terminalnej ¢asti produktu extenzie
priméru DNA, aby spolu tvorili komplex, kde sa tento druhy primér odvodzuje od
polynukleotidove] sekvencie znazornenej na ktoromkolvek z obrazkov 2A az 2U
alebo obrazkov 11A az 11Z a spracovanie sa vykona za podmienok
zaist'ujucich tvorbu komplexu oligonukleotid/cielova sekvencia a zacatie syntézy
DNA,

(f) extenziu konca 3" druhého priméru v reakcii extenzie DNA za ziskania
druhého produktu extenzie priméru DNA, ¢&im sa ziska templat pre DNA-

dependentnu RNA polymerazu,

(g) pouzitie templatu na tvorbu viacerych koépii RNA cielovej sekvencie
s pouzitim DNA-dependentnej RNA polymerazy, ktora rozpoznava promotorovd

sekvenciu a
(h) pouzitie képii RNA z kroku (g) autokatalytickym opakovanim krokov
(b) az (g) kvoli amplifikacii cielovej sekvencie,

(i) pridanie oligonukleotidovej sondy znacCenej akridiniumesterom
k produktu z kroku (h), kde tato oligonukleotidova sonda je komplementarna
k Casti cielovej sekvencie a tato sonda sa odvodzuje od polynukleotidovej

sekvencie znazornenej na ktoromkolvek z obrazkov 2A az 2U, kde tato sonda
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sa pridava za podmienok, ktoré zaistuju hybridizaciu sondy s cielovou

sekvenciou a vytvorenim komplexu sonda/cielova sekvencia a

(j) detekciu pritomnosti ¢i nepritomnosti znacky, ktora ukazuje na

pritomnost ¢i nepritomnost cielovej sekvencie.

V esSte dalSom uskutoCneni sa tento vynalez zameriava na spéscob
amplifikacie ciefovej sekvencie nukleotidu parvovirusu B19. Tento spésob
zahriuje:

(a) izolaciu nukleovej kyseliny z biologickej vzorky, u ktorej je podozrenie,
Zze obsahuje DNA fudského parvovirusu B19, kde tato nukieova kyselina

zahriuje cielovi sekvenciu RNA,

(b) pridanie jedného ¢i viacerych primérov schopnych hybridizacie
s cielovou sekvenciou RNA, kde sa tento jeden &i viacero primérov odvodzuje
od polynukleotidovej sekvencie znazornenej na ktoromkolvek z obrazkov 2A az
2U a obrazkov 11A az 11Z,

(c) pridanie oligonukleotidovej sondy schopnej hybridizacie s cielovou

sekvenciou RNA 3 vzhladom k jednému ¢i viacerym primérom,
(d) extenziu jedného &i viacerych primérov s pouZitim polymerazy.

V uréitych uskutoneniach sa cielova sekvencia RNA z kroku (a) podrobi
reverznej transkripcii za ziskania cDNA a tento spbésob méze dalej zahriiovat
amplifikaciu cDNA s pouZzitim polymerazovej retazovej reakcie (RT-PCR) alebo
ligazovej retazovej reakcie s asymetrickou medzerou (RT-AGLCR). V dalSich
uskutoéneniach je touto polymerazou termostabilna polymeraza, ako je, avsak
bez obmedzenia, Taq polymeraza alebo Vent polymeraza. V dalSich
uskutoéneniach je touto polymerdzou polymeraza | DNA E. coli, Klenowow

fragment polymerazy | DNA E. coli alebo polymeraza DNA T4.

V urgitych uskutoéneniach rdéznych vy3Sie opisanych spdsobov sa
zaistuje vnutorna kontrola. Tuto vnatornd kontrolu mozno odvodit' od sekvencie
na obrazku 12 (&islo identifikacie sekvencie: 92). V dalich uskutoneniach tato

vnitorna kontrola zahriuje sekvenciu s identifikaénym &islom 90.
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V dalSich uskutoéneniach sa tento vynélez zameriava na spdsob
detekcie infekcie udskym parvovirusom B19 v biologickej vzorke. Tento spdsob
zahriuje:

(a) izolaciu nukleovej kyseliny z biologickej vzorky, u ktorej je podozrenie,
7e obsahuje DNA ludského parvovirusu B19, kde tato nukleova kyselina

obsahuje ciefovu sekvenciu,

(b) reakciu izolovanej nukleovej kyseliny parvovirusu B19
s detegovatelne znaCenou sondou dostato¢ne komplementarnou k cielovej
sekvencii a schopnou hybridizacie s cielovou sekvenciou, kde sa tato sonda
odvodzuje od polynukleotidovych sekvencii znazornenych na ktoromkolvek z
obrazkov 2A az 2U alebo obrazkov 11A az 11Z a dalej, kde sa tato reakcia
uskutoCiuje za podmienok zaistujucich vytvorenie komplexu sondalcielova

sekvencia a

(c) detekciu pritomnosti &i nepritomnosti znaéky, ktora ukazuje na

pritomnost €i nepritomnost ciefovej sekvencie.

V dal8ich uskutoneniach sa tento vynalez zameriava na polynukleotid
obsahujuci nukleotidovi sekvenciu zahriujicu ktorikolvek z nukleotidovych

sekvencii znazornenych na obrazkoch 2A az 2U alebo 11A az 11Z.

V dalsich uskuto¢neniach sa tento vynalez zameriava na polynukleotid
ako vys$sie, v ktorom nukleotidova sekvencia spociva v nukleotidovej sekvencii
znazornenej na obrazkoch 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 2H, 21, 2J, 2K, 2L, 2M,
2N, 20, 2P, 2Q, 2R, 2S, 2T, 2U, 11A, 11B, 11C, 11D, 1ME, 11F, 11G, 111, 11,
11K, 11L, 11M, 11N, 110, 11P, 11Q, 11R, 11S, 11T, 11U, 11V, 11W, 11X, 11Y
alebo 11Z.

V edte dalSich uskutoCneniach sa tento vynélez zameriava na
polynukleotid obsahujlci nukleotidovi sekvenciu zahriujicu ktortkolvek
z nukleotidovych sekvencii znazornenych na obrazkoch 3A az 3C alebo 4A az

4C.
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V dalsich uskutoéneniach sa tento vyndlez zameriava na polynukleotid
ako vysSie, v ktorom nukleotidova sekvencia spociva v nukleotidove] sekvencii

znazornenej na obrazkoch 3A az 3C alebo na obrazkoch 4A az 4C.

V dalsom uskutoCneni sa tento vynalez zameriava na oligonukleotidovy
primér obsahujuci promoétorovl oblast rozpoznavani DNA-dependentnou RNA
polymerazou operabilne pripojenou ku komplexaénej sekvencii Specifickej pre
fudsky parvovirus B19 so zhruba 10 az zhruba 75 nukleotidmi. V urCitych
uskutoCneniach je touto prométorovou oblastou promoétor T7 a touto
polymerazou je RNA polymeraza T7. NavySe mdze byt sekvencia Specificka
pre fudsky parvovirus B19 z oblasti VP1 gendmu fudského parvovirusu B19,
ako napriklad z polynukleotidovej sekvencie znazornenej na ktoromkolvek
z obrazkov 2A az 2U alebo obrazkov 11A az 11Z.

V este dalSich uskutoCneniach sa tento vynalez zameriava na
oligonukleotidovy primér obsahujlci prométor T7 operabilne pripojeny ku
komplexacénej sekvencii Specifickej pre fudsky parvovirus B19 so zhruba 10 az
zhruba 75 nukleotidmi, kde sa komplexaéna sekvencia $pecificka pre fudsky
parvovirus B19 odvodzuje od polynukleotidove] sekvencie znazornenej na
ktoromkolvek z obrazkov 2A az 2U alebo 11A az 11Z.

V dalSom uskutoéneni sa tento vynalez zameriava na oligonukleotidovu
sondu obsahujucu hybridizacn sekvenciu $pecificki pre parvovirus B19 so
zhruba 10 aZ zhruba 50 nukieotidmi pripojenu k akridiniumesterovej znacke.
V niektorych uskutoéneniach je hybridizacna sekvencia Specificka pre ludsky
parvovirus B19 z oblasti VP1 genému fudského parvovirusu B19, ako napriklad
z polynukleotidovej sekvencie zndzornenej na ktoromkolvek z obrazkov 2A az

2U alebo obrazkov 11A az 11Z.

V este dalSom uskutoéneni sa tento vynalez zameriava na diagnosticky
stipravu obsahujucu jeden &i viacero oligonukleotidovych primérov, ktoré sa tu
opisujd a pokyny na vykonavanie diagnostickej skusky. V urcitych
uskutodneniach tato slprava dalej obsahuje oligonukleotidovi sondu
zahrfiujicu hybridizaéna sekvenciu $pecificki pre parvovirus B19 so zhruba 10

az zhruba 50 nukleotidmi pripojent na akridiniumesterov( znacku.
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Tieto a dalSie aspekty tohto vynalezu su jasné s odkazom na nasledujuci

podrobny opis a pripojené vykresy.

Prehl'ad obrazkov na vvkresoch

Obrazok 1 je diagram znazorfujaci gendm [udského parvovirusu B19,
zobrazujuci rézne kédovacie oblasti virusu. Zobrazuji sa tri fragmenty PCR,
jeden so zhruba 700 bp zodpovedajlci poloham nukleotidu 2936 az 3635
genomu parvovirusu B19 opisanému v Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936
(1986), jeden so zhruba 370 bp vramci fragmentu 700 bp zodpovedajlci
poloham nukleotidu 3073 az 3442 gendému parvovirusu B19 opisanému
v Shade a kol., J. Virol,. 58, 921 - 936 (1986) a jeden so zhruba 214 bp
zodpovedajuci poloham nukleotidu 4728 az 4941 gendému parvovirusu B19
opisanému v Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986).

Obrazky 2A az 2U (Cisla identifikacie sekvencie 1 - 21) zobrazuju
sekvencie DNA zrbznych izolatov parvovirusu B19 vratane sekvencii
zodpovedajucich poloham nukleotidu 2936 az 3635 gendému parvovirusu B19
opisanému v Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986) (fragment 700 bp
z obrazku 1). Obrazok 2A (Cislo identifikacie sekvencie 1) zodpoveda sekvencii
z izolatu CH47-26, obrazok 2B (Cislo identifikacie sekvencie 2) zodpoveda
sekvencii zizolatu CH48-29, obrazok 2C (Cislo identifikacie sekvencie 3)
zodpoveda sekvencii zizolatu CH33-2, obrazok 2D (Cislo identifikacie
sekvencie 4) zodpoveda sekvencii zizolatu CH33-3, obrazok 2E (Cislo
identifikacie sekvencie 5) zodpoveda sekvencii z izolatu CH33-4, obrazok 2F
(Cislo identifikacie sekvencie 6) zodpoveda sekvencii z izolatu CH42-7, obrazok
2G (Cislo identifikacie sekvencie 7) zodpoveda sekvencii z izolatu CH42-18,
obrézok 2H (Cislo identifikacie sekvencie 8) zodpoveda sekvencii zizolatu
CH42-19, obrazok 2I (Cislo identifikacie sekvencie 9) zodpoveda sekvencii
zizolatu CH46-23, obrazok 2J (Cislo identifikacie sekvencie 10) zodpoveda
sekvencii zizolatu CH1-1, obrazok 2K (Cislo identifikacie sekvencie 11)
zodpoveda sekvencii z izoladtu CH1-6, obrazok 2L (Cislo identifikacie sekvencie

12) zodpoveda sekvencii zizolatu CH2-8, obrazok 2M (Cislo identifikacie
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sekvencie 13) zodpoveda sekvencii zizoldtu CH2-10, obrdzok 2N (&islo
identifikacie sekvencie 14) zodpoveda sekvencii z izolatu CH2-11, obrazok 20
(Cislo identifikacie sekvencie 15) zodpoveda sekvencii zizolatu CH5-13,
obrazok 2P (Cislo identifikacie sekvencie 16) zodpoveda sekvencii zizolatu
CH7-22, obrazok 2Q (Cislo identifikacie sekvencie 17) zodpoveda sekvencii
z izolatu CH13-27, obrazok 2R (Cislo identifikacie sekvencie 18) zodpoveda
sekvencii zizolatu CH14-33, obrazok 2S (&islo identifikacie sekvencie 19)
zodpoveda sekvencii zizolatu CH62-2, obrazok 2T (Cislo identifikacie
sekvencie 20) zodpoveda sekvencii zizolatu CH64-2 a obrazok 2U (Cislo

identifikacie sekvencie 21) zodpoveda sekvencii z izolatu CH67-2.

Obrazky 3A az 3C (Cislo identifikacie sekvencie 22) ukazuju sekvenciu
pre fragment zhruba 4,7 kbp PCR ukédzany na obrazku 1 zklonu 2-B1
parvovirusu B19. Sekvencia je fragment so 4677 nukleotidmi zodpovedajuci
poloham nukleotidu 217 az 4893, ako opisuje Shade a kol., J. Virol., 58, 921 -
936 (1986). Znazornena sekvencia obsahuje otvoreny Citaci ramec pinej dizky
parvovirusu B19, ktory kdéduje NS1, VP1 a VP2 plus dalSie nepreloZzené

sekvencie 5" a 3".

Obrazky 4A az 4C (Cislo identifikacie sekvencie 23) ukazuju sekvenciu
pre fragment PCR zhruba 4,7 kbp ukazany na obrazku 1 zklonu 2-B6
parvovirusu B19. Sekvencia je fragment so 4677 nukleotidmi zodpovedajlci
poloham nukleotidu 217 az 4893, ako opisuje Shade a kol., J. Virol., 58, 921 -
936 (1986). Znazornena sekvencia obsahuje otvoreny &itaci rdmec plnej dizky
parvovirusu B19, ktory kéduje NS1, VP1 a VP2 plus daldie nepreloZené

sekvencie 5" a 3".

Obrazky 5A (Cislo identifikacie sekvencie 24) a 5B (Cislo identifikacie
sekvencie 25) ukazuju nukleotid NS1, resp. proteinové sekvencie z klonu 2-B1

parvovirusu B19.

Obrazky 6A (&islo identifikacie sekvencie 26) a 6B (Cislo identifikacie
sekvencie 27) ukazuju nukleotidové, resp. proteinové sekvencie VP1 z klonu 2-

B1 parvovirusu B19.
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Obrazky 7A (Cislo identifikacie sekvencie 28) a 7B (Cislo identifikacie
sekvencie 29) ukazuju nukleotidove, resp. proteinové sekvencie VP2 z klonu 2-

B1 parvovirusu B19.

Obrazky 8A (Cislo identifikacie sekvencie 30) a 8B (Cislo identifikacie
sekvencie 31) ukazuju nukleotidové, resp. proteinové sekvencie NS1 z kionu 2-

B6 parvovirusu B19.

Obrazky 9A (Cislo identifikacie sekvencie 32) a 9B (&islo identifikacie
sekvencie 33) ukazuju nukleotidové, resp. proteinové sekvencie VP1 z klonu 2-

B6 parvovirusu B19.

Obrazky 10A (Cislo identifikacie sekvencie 34) a 10B (Cislo identifikacie
sekvencie 35) ukazuju nukleotidové, resp. proteinové sekvencie VP2 z klonu 2-

B6 parvovirusu B19.

Obrazky 11A az 11Z (Cislo identifikacie sekvencie 62 - 87) znazorfiuju
sekvencie DNA z roznych izolatov parvovirusu B19, ktoré zahriiuju sekvencie
zodpovedajuce poloham nukleotidu 2936 az 3635 gendému parvovirusu B19,
ako opisuju Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986) (fragment 700 bp

z obrazku 1).

Obrazok 11A (Cislo identifikacie sekvencie 62) zodpoveda sekvencii
zizolatu CH80-1, obrazok 11B (Cislo identifikacie sekvencie 63) zodpoveda
sekvencii zizolatu CH81-3, obrazok 11C (Cislo identifikacie sekvencie 64)
zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL1-4, obrazok 11D (Cislo identifikacie
sekvencie 65) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL2-1, obrazok 11E (Cislo
identifikacie sekvencie 66) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL3-1, obrazok
11F (&islo identifikacie sekvencie 67) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL4-
3, obrazok 11G (Cislo identifikacie sekvencie 68) zodpoveda sekvencii z izolatu
B19SCL5-2, obrazok 11H (Cislo identifikacie sekvencie 69) zodpoveda
sekvencii z izolatu B19SCL6-2, obrazok 11! (Cislo identifikacie sekvencie 70)
zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL7-3, obrazok 11J (Cislo identifikacie
sekvencie 71) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL8-2, obrazok 11K (islo

identifikacie sekvencie 72) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL9-1, obrazok
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11L (&islo identifikacie sekvencie 73) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL9-
9, obrazok 11M (Cislo identifikacie sekvencie 74) zodpoveda sekvencii z izolatu
B19SCL10-2, obrazok 11N (Cislo identifikacie sekvencie 75) zodpoveda
sekvencii z izolatu B19SCL11-1, obrazok 110 (Cislo identifikacie sekvencie 76)
zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL12-1, obrazok 11P (Cislo identifikacie
sekvencie 77) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL13-3, obrazok 11Q (Cislo
identifikacie sekvencie 78) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL14-1, obrazok
11R (Cislo identifikacie sekvencie 79) zodpoveda sekvencii zizolatu
B19SCL15-3, obrazok 11S (&islo identifikacie sekvencie 80) zodpoveda
sekvencii z izolatu B19SCL16-2, obrazok 11T (Cislo identifikacie sekvencie 81)
zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL17-1, obrazok 11U (Cislo identifikacie
sekvencie 82) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL18-1, obrazok 11V (Cislo
identifikacie sekvencie 83) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL19-1, obrazok
11W (Cislo identifikacie sekvencie 84) zodpovedd sekvencii zizolatu
B19SCL20-3, obrazok 11X (&islo identifikacie sekvencie 85) zodpoveda
sekvencii z izolatu B19SCL21-3, obrazok 11Y (Cislo identifikacie sekvencie 86)
zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL122-11, obrazok 11Z (Cislo identifikacie

sekvencie 87) zodpoveda sekvencii z izolatu B19SCL2-14.

Obrazok 12 (Gislo identifikacie sekvencie 92) znazorfiuje priklad
sekvencie, od ktorej mozno odvodit vnutornt kontrolu (IC) na zachytenie

cielovej sekvencie a amplifikaciu.
Nasleduje podrobny opis vynalezu.

Prax tohto vynalezu pouziva, pokial sa neopisuje inak, konvencné
spdsoby chémie, biochémie, spdsoby rekombinantnej DNA a virologie, ktoré
patria do ramca skusenosti vodbore. Tieto spésoby sa vplnom zneni
vysvetluju v literattre. Pozri napriklad Fundamental Virology, 2. vydanie, diel | a
Il (B. N. Fields a D. M. Knipe, red.), A. L. Lehninger, Biochemistry (Worth
Publishers, Inc., so suéasnym dodatkom), Sambrook a kol., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual (2. vydanie, 1989), Methods in Enzymology (S. Colowick
a N. Kaplan, red. Academic Press, Inc.), Oligonucleotide Synthesis (N. Gait,
red., 1984), A Practical Guide to Molecular Cloning (1984).
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Je potrebné poznamenat, Ze vtomto opise a v pripojenych narokoch
formy jednotného Cisla zahriuji moZnosti odkazu na mnozné G&islo, pokial
obsah zrejme neprikazuje inak. Tak napriklad odkaz na "antigén” zahrfiuje

zmes dvoch Ci viacerych antigénov a podobne.

V celom texte sa pouzivaju nasledujtce skratky aminokyselin:

Alanin: Ala (A) Arginin: Arg (R)
Asparagin: Asn (N) Kyselina asparagova: Asp (D)
Cystein: Cys (C) Glutamin: GIn (Q)
Kyselina glutamova: Glu (E) Glycin: Gly (G)
Histidin: His (H) Izoleucin: lle (1)
Leucin: Leu (L) Lyzin: Lys (K)
Metionin: Met (M) Fenylalanin: Phe (F)
Prolin: Pro (P) Serin: Ser (S)
Treonin: Thr (T) Tryptofan: Trp (W)
Tyrozin: Tyr (Y) Valin: Val (V)

I. Definicie

Pri opise tohto vynélezu sa pouzivaju nasledujice pojmy a uvazuji sa

tak, ako sa vysvetluju nizsie.

Pojmy "polypeptid” a "protein” sa tykaju polyméru aminokyselinovych
zvy$kov a neobmedzuji sa minimalnou diZkou produktu. Preto sa do tejto
definicie zahrfuju peptidy, oligopeptidy, diméry, multiméry a podobne. Tato
definicia zahrfiuje proteiny plnej dizky a ich fragmenty. Tieto pojmy tieZ
zahriuju postexpresné modifikacie polypeptidu, napriklad glykozylaciu,
acetylaciu, fosforylaciu a podobne. Dalej sa pre uGgely tohto vynalezu
"polypeptid” tyka proteinu, ktory zahriiuje modifikacie, ako su delécie, adicie a
substiticie (v8eobecne svojou povahou konzervativne) nativnej sekvencie,

pokial protein uchovava svoju poZadovanu aktivitu. Tieto modifikacie mézu byt
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umyselné, ako je mutagenéza zamerand na miesto alebo mézu byt nahodne,
ako sU mutacie hostitela poskytujice proteiny ¢i chyby nasledkom amplifikacie
PCR.

Polypeptid parvovirusu B19 je polypeptid, ako sa definuje vy$Sie,
odvodeny od proteinu kédovaného gendémom B19, ako je to od nestruktirnych
proteinov, NS1 a NS2, rovnako tak ako od proteinov z virusovej kapsidy, VP1
(zhruba 781 aminokyselin do dizky) alebo VP2 (zhruba 554 aminokyselin do
dizky). Reprezentativne sekvencie NS1, VP1 a VP2 sa znazoriiujd tu na
obrazkoch 5 az 10. Polypeptid sa nemusi fyzicky odvodzovat od parvovirusu
B19, av8ak mdze sa ziskat tiez syntetickym &i rekombinantnym spdsobom.
Navy$e sa tento polypeptid méze odvodzovat od réznych kmenov a izolatov
parvovirusu B19. Medzi tymito kmefimi a izoldtmi sU zname mnohé
konzervované a premenné oblasti a vSeobecne aminokyselinove sekvencie,
napriklad epitopov odvodenych od tychto oblasti, budi mat vysoky stupen
sekvenénej homoldgie, t.j. aminokyselinovej sekvenénej homologie vyssi ako
30 %, prednostne vy$§i ako 40 % pri priradeni dvoch sekvencii. Preto sa
napriklad pojem polypeptid "VP1" tyka nativneho VP1 z ktoréhokolvek
z rdznych kmefiov a izolatov parvovirusu B19. St zname upIne genotypy a
sekvencie pre vy3s$ie opisané proteiny mnohych kmenov a izolatov parvovirusu
B19. Pozri napriklad Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986), Gallinella a
kol., J. Virol. Methods, 41, 203 - 211 (1993). NavySe sU tieZ zname epitopy
z parvovirusu B19 odvodené od tychto oblasti. Pozri napriklad US patent €. 5
436 127 a medzinarodna publikacia ¢. WO 91/12269.

Pojmy "analdég” a "mutein” sa tykaju biologicky aktivnych derivatov
referenénej molekuly alebo fragmentov tychto derivatov, ktoré si uchovavaju
pozadovan(l aktivitu, ako je imunoreaktivita v diagnostickych skuskach.
Véeobecne sa pojem "analég” tyka zligenin majucich nativnu polypeptidovi
sekvenciu a Struktiru sjednou ¢&i viacerymi aminokyselinovymi adiciami,
substitdciami (véeobecne konzervativnymi svojou povahou) a/alebo deléciami
vzhladom k nativnej molekule, pokial tieto modifikacie nenarusujt imunogénnu

aktivitu. Pojem "mutein” sa tyka peptidov majlcich jedno &i viacero peptidovych
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mimik ("peptoidov”) ako su tie, ktoré sa opisuju v medzinarodnej publikacii ¢.
WO 91/04282. Prednostne ma analdg muteinu aspofi rovnaku imunoaktivitu
ako nativna molekula. Spdsoby pripravy polypeptidovych analégov a muteinov

st zname v odbore a opisuju sa dalej nizsie.

Zviast preferované analdégy zahriiuju substitacie, ktoré si svojou
povahou konzervativne, tj. také substiticie, ktoré nastavaju v skupine
aminokyselin, ktoré s pribuzné svojimi boénymi retazcami. Specificky sa
aminokyseliny vSeobecne delia do Styroch skupin: (1) kyslé - aspartat a
glutamat, (2) bazické - lyzin, arginin, histidin, (3) nepolarne - alanin, valin,
leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin, metionin, tryptofan a (4) bez elektrického
naboja polarne - glycin, asparagin, glutamin, cystein, serin, treonin, tyrozin.
Fenylalanin, tryptofan a tyrozin sa niekedy =zaraduju ako aromatické
aminokyseliny. Napriklad mozno rozumne océakavat, Ze jednotliva nahrada
leucinu za izoleucin alebo valin, aspartatu za glutamat a treoninu za serin
alebo podobna konzervativna nahrada aminokyseliny Strukturne podobnou
aminokyselinou, nebude mat' velky vplyv na biologicku aktivitu. Napriklad dany
polypeptid mdZe zahrhovat aZ zhruba 5 az 10 konzervativnych alebo
nekonzervativnych aminokyselinovych substiticii alebo dokonca az zhruba 15
az 25 konzervativnych ¢&i nekonzervativnych aminokyselinovych substitucii
alebo ktorékolvek celé &islo medzi 5 az 25, pokial zostane uchovana
pozadovana funkcia molekuly. Odbornik skuseny v odbore méze lahko urcit
oblasti danej molekuly, ktoré mézu tolerovat zmenu, s odkazom na vynesenie

Hopp/Woods a Kyte-Doolittle dobre zname v odbore.

Pojem "izolovany” pri odkaze na polypeptid znamena, Ze dana molekula
je oddelena a diskrétna voli celému organizmu, vktorom sa molekula
nachadza v prirode alebo je pritomna v podstate v nepritomnosti dalSich
biologickych makromolekul toho istého typu. Pojem "izolovany” vzhladom
k polynukleotidu znamena molekulu nukleovej kyseliny jednoduchu ako celok
alebo &ast sekvencii normalne pripojenych k tejto molekule v prirode alebo
sekvencie existujucej v prirode, avSak majucej heterolégne sekvencie, ktoré sa

k nej pripajaju alebo tato molekula je odpojena od chromozému.
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Polynukleotid "odvodeny od” alebo "$pecificky pre” uréenu sekvenciu sa
tyka polynukleotidovej sekvencie, ktord zahriuje savisli sekvenciu zhruba
aspohn 6 nukleotidov, prednostne aspon zhruba 8 nukleotidov, lepSie aspor
zhruba 10 az 12 nukleotidov a dokonca este lepSie aspon zhruba 15 az 20
nukleotidov zodpovedajucich, t). identickych &i komplementéarnych, oblasti
uréenej nukleotidovej sekvencie. Odvodeny polynukleotid nemusi byt
nevyhnutne odvodeny fyzicky od danej nukleotidovej sekvencie, avSak méze sa
vytvorit' akymkolvek spdsobom vratane, avSak bez obmedzenia, chemickej
syntézy, replikacie, reverznej transkripcie alebo transkripcie, ktora je zaloZzena
na informécii poskytnutej sekvenciou baz v oblasti (oblastiach), od ktorych sa
polynukleotid odvodzuje. Ako taky mdze predstavovat orientaciu rovnakého

alebo opacného zmyslu v porovnani s pévodnym polynukleotidom.

"Homoldgia” sa tyka percenta podobnosti medzi dvoma polynukleotidmi
alebo dvoma polypeptidovymi zvySkami. Dve DNA alebo dve polypeptidové
sekvencie sU "v podstate homoldégne” navzajom, pokial sekvencie vykazuju
aspofi zhruba 50 %, prednostne aspon zhruba 75 %, lepSie aspon zhruba 80 %
az 85 %, prednostne aspoii zhruba 90 % a najlepsie aspon zhruba 95 % az 98
% sekvenénej podobnosti pozdiz definovanej dizky tychto molekdl. Pojem
v podstate homoldogne, ako sa tu pouZiva, sa rovnako tyka sekvencii
vykazujacich UpInG identitu so $pecifikovanou sekvenciou DNA alebo

polypeptidu.

Pojem "identita” sa vSeobecne tyka presnej koreSpondencie nukleotid po
nukleotide alebo aminokyselina po aminokyseline v dvoch polynukieotidovych,
resp. polypeptidovych sekvenciach. Percento identity mozno urCit priamym
porovnanim sekvencnej informacie medzi dvoma molekulami priradenim
sekvencii, pocitanim presného poétu slhlasu medzi dvoma priradenymi
sekvenciami, delenim dizky krat$ej sekvencie a nasobenim vysledku ¢islom
100.

Pri analyze homolégie a identity moZno pouzit [ahko dostupné
poditatové programy, ako je ALIGN, M. O. Dayhoff, vAtlas of Protein
Sequence and Structure, M. O. Dayhoff, red., 5. Suppl., 3, 353 - 358, National
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Biochemical Research Foundation, Washington, D. C., ktory prispdsobuje
lokalny algoritmus homologie Smitha a Watermana, Advances in Appl. Math.,
2, 482 - 489 (1981) analyze peptidov. Programy na stanovenie nukleotidovej
sekvencnej homologie su k dispozicii vo Wisconsin Sequence Analysis
Package, verzia 8 (moZno ziskat od Genetics Computer Group, Madison, WI),
napriklad programy BESTFIT, FASTA a GAP, ktoré sa rovnako zakladaju na
algoritme Smitha a Watermana. Tieto programy sa [lahko pouZivaju
s parametrami  Standardného nastavenia odporiGanymi vyrobcom a
opisovanymi vo vysSie citovanom Wisconsin Sequence Analysis Package.
Napriklad percentualnu homoldgiu konkrétnej nukleotidovej sekvencie
s referenénou sekvenciou mozno stanovit pomocou algoritmu homoldgie
Smitha a Watermana so Standardnou skérovacou tabulkou a trestnymi bodmi

za medzeru (gap penalty) Siestich nukleotidovych poldh.

Dal$im spdsobom uréenia percenta homologie v suvislosti s tymto
vynalezom je pouZzitie stboru programov MPSRCH s autorskym pravom
University of Edinburgh, ktory vypracovali John F. Collins a Shane S. Sturrok a
distribuuje ho IntelliGenetics, Inc. (Mountain View, CA). Z tohto vyberu stborov
programov mozno pouzit Smithov-Watermanov algoritmus, kde sa pouZivaju
pre skérovaciu tabulku parametre Standardného nastavenia (napriklad trestné
body otvorenia medzery 12, extenzia medzery 1 a medzery 6). Zo ziskanych
Gdajov odraza hodnota "Match” (zodpovedajlce priradenie) “sekvencne;
homoloégii”. Dal$ie vhodné programy na vypoéet percenta identity &i podobnosti
medzi sekvenciami sU v odbore dobre zndme, napriklad dal§i program
priradovania je BLAST pouzivany s parametrami $tandardného nastavenia.
Napriklad mozno pouzit BLASTN a BLASTP s nasledujucimi parametrami
Standardného nastavenia: geneticky kdd = Standardny, filter = Ziaden, vlakna =
obe, skratenie = 60, ofakavanie = 10, Matrica = BLOSUM62, opisy = 50
sekvencii, triedenie = vysokym skore, databéza = neredundantna, GenBank +
EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS preklady + protein Swiss + aktualizacia
Sp + PIR. Podrobnosti tychto programov mozno najst na nasledujucej

internetovej adrese: http://www.ncbi.nim.gov/cgi-bin/BLAST.
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Alternativne mozno homologiu stanovit’ hybridizaciou polynukleotidov za
podmienok vytvarajicich Standardné duplexy medzi homolognymi oblastami
s nasledujucou digesciou jednovlaknovo $pecifickou nukledzou (nukleazami) a
stanovenim velkosti fragmentov po digescii. Sekvencie DNA, ktoré su
v podstate homoldgne, mozno identifikovat Southernovou hybridizaciou,
napriklad za prisnych podmienok, ako sa definuju pre dany systém. Definicia
prisluénych hybridizaénych podmienok patri do rdmca skusenosti v odbore.
Pozri napriklad Sambrook a kol., vy3Sie, DNA Cloning, vy$8ie, Nucleic Acid

Hybridization, vy$Sie.

"Operabilne pripojeny” sa tyka usporiadania elementov, v ktorych sa
zloZky, ktoré sa takto opisujl, konfiguruju tak, aby plnili svoju pozadovanu
funkciu. Znamena to, ze dany promoétor operabilne pripojeny na sekvenciu
nukleovej kyseliny je schopny vykonat transkripciu a v pripade kodovacej
sekvencie expresiu kodovace] sekvencie, pokial su pritomné vhodne
transkripéné faktory, atd. Prométor nemusi nutne priliehat k sekvencii nukleovej
kyseliny, pokial posobi tak, Ze riadi jej transkripciu a/alebo expresiu. Napriklad
medzi promoétorovou sekvenciou a koédovacou sekvenciou mozu byt
zasahujuce neprelozené a doteraz neprepisané sekvencie, ako sU
transkribované introny, a promotorovi sekvenciu mozno stale pokladat za

"operabilne pripojent” ku kddovacej sekvencii.

Pojem "rekombinantny”, ako sa tu pouziva na opis molekuly nukleovej
kyseliny, znamena genémovy, cDNA, virusovy, semisynteticky &i synteticky
povod, ktory vzhladom k jeho pévodu manipulécie nesuvisi s celym
polynukleotidom alebo jeho ¢&astou, s ktorym sdvisi v prirode. Pojem
"rekombinantny” pri pouziti vzhfadom k proteinu alebo polypeptidu znamena
polypeptid ziskany expresiou rekombinantného polynukleotidu. VSeobecne sa
dany gén klonuje a potom exprimuje v transformovanych organizmoch, ako sa
opisuje dalej nizsie. Hostitelsky organizmus exprimuje cudzi gen za ziskania

proteinu za podmienok expresie.

Pojem “kontrolny element” sa tyka polynukleotidovej sekvencie, ktora

pomaha pri transkripcii a/alebo translacii nukleotidovej sekvencie, ku ktorej sa
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pripaja. Tento pojem zahriiuje promoétory, transkripéné terminaéné sekvencie,
vzostupne regulatné domeény, polyadenylacné signdly, neprelozené oblasti
vratane 5-UTR a 3-UTR a, pokial je to vhodné, vedlice sekvencie a
enhancery, ktoré spoloCne zaistuju transkripciu a translaciu koédovace;

sekvencie v hostitel'skej bunke.

Pojem "prométor”, ako sa tu pouZiva, je regulacna oblast schopna viazat
polymerazu a zacinat transkripciu nukleotidovej sekvencie v zostupnom smere
(smer 3°), ku ktorej sa operabilne pripaja. Pre Gcely tohto vynalezu zahriuje
promotorova sekvencia minimalny pocet baz ¢i elementov nevyhnutnych na
zacatie transkripcie danej sekvencie pri hladinach detegovatelnych nad
pozadim. Vramci promotorove] sekvencie je miesto zacatia transkripcie,
rovnako tak ako proteinovej vazbovej domény (sekvencia konzensu),
zodpovedné za vazbu RNA alebo DNA polymerazy. Prométorom moze byt
napriklad sekvencia nukleovej kyseliny, ktora sa rozpoznava DNA-
dependentnou RNA polymerazou (“transkriptazou”) ako signal pre vazbu
s nukleovou kyselinou a zahajuje transkripciu RNA v $pecifickom mieste. Pre
vazbu tieto transkriptazy vSeobecne vyzaduju DNA, ktora je dvojvldknova
v Casti obsahujlicej prométorovu sekvenciu a jej komplement. Templatova cast
(sekvencia, ktora sa ma prepisovat) nemusi byt dvojviaknova. Jednotlivé DNA-
dependentné RNA polymerdzy rozpoznavaji rad rdznych promoétorovych
sekvencii, ktoré sa vyznamne menia vo svojej Uc¢innosti ako promotory
transkripcie. Ak sa niektora RNA polymeraza viaze na prométorovi sekvenciu
kvOli zaCatiu transkripcie, nie je promotorova sekvencia ¢astou prepisovane;

sekvencie. Vytvorené RNA transkripty teda nebudl zahriovat tlto sekvenciu.

Riadiace sekvencie "riadia transkripciu” nukleotidovej sekvencie, ak sa
RNA alebo DNA polymeraza viaze s prométorovou sekvenciou a prepisuje
priliehajlcu sekvenciu.

"DNA-dependentna DNA polymeraza” je enzym, ktory syntetizuje kopiu
komplementarnej DNA z templatu DNA. Prikladmi si DNA polymeraza | z E.
coli a bakteriofagova T7 DNA polymeraza. Vsetky zname DNA-dependentné

DNA polymerazy vyZzaduji na zalatie syntézy komplementarny primér. Za
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vhodnych podmienok méze DNA-dependentnd DNA polymeraza syntetizovat

kopiu komplementarnej DNA z templatu RNA.

"DNA-dependentna RNA polymeraza” alebo "transkriptaza” je enzym,
ktory syntetizuje viacero kopii RNA zdvojvldknovej alebo CiastoCne
dvojvlaknove] molekuly DNA majlcej (zvyCajne dvojvlaknovi) promdtorovu
sekvenciu. Molekuly RNA ("transkripty”) sa syntetizujd vsmere 5 az 3’
zadinajuc od $pecifickej polohy zostupne od prométora. Prikladmi transkriptaz

su DNA-dependentna RNA polymeraza z E. coli a bakteriofagov T7, T3 a SP6.

"RNA-dependentna DNA polymeraza” alebo "reverzna transkriptaza” je
enzym, ktory syntetizuje komplementarnu képiu DNA z templatu RNA. Vsetky
zname reverzné transkriptazy sU rovnako schopné vytvarat kopiu
komplementarnej DNA ztemplatu DNA, takze zahrfiuji ako RNA- tak DNA-
dependentné DNA polymerazy. Na zacatie syntézy s oboma templatmi RNA a

DNA sa pozaduje primér.

"RNAza H” je enzym, ktory degraduje, Cast ribonukleovej kyseliny
duplexu RNA : DNA. Tieto enzymy mdZu byt endonukleazy alebo exonukleazy.
Vadsina reverznych transkriptdzovych enzymov normalne obsahuje aktivitu
RNAzy H navy$e k svojej polymerazovej aktivite. AvSak k dispozicii su i iné
zdroje RNAzy H bez sUvisiacej polymerazovej aktivity. Degradacia méze viest
k oddeleniu RNA zkomplexu RNA : DNA. Alternativne méze RNAza H
jednoducho skracovat RNA v réznych miestach, takZe sa Casti RNA oddeluju

alebo umoziuji enzymom odvijat Casti RNA.

Pojmy “polynukleotid”, "oligonukleotid”, "nukleova kyselina” a "molekula
nukleovej kyseliny’ sa tu pouzivaji pre polymerizaénll formu nukleotidov
akejkolvek dizky, bud ribonukleotidov alebo deoxyribonukleotidov. Tento termin
sa tyka iba primarnej $truktry molekuly. Preto tento pojem zahriuje
trojvlaknové, dvojviaknové a jednovidknove DNA rovnako tak ako trojvlaknové,
dvojvliaknové a jednoviaknové RNA. Rovnako zahrfiuje modifikacie napriklad
metylaciou a/alebo zakrytim (capping) a nemodifikované formy polynukleotidu.
Konkrétnejsie pojmy “polynukleotid”, "oligonukleotid”, "nukleova kyselina” a

"molekula nukleovej kyseliny” zahriuji polydeoxyribonukleotidy (obsahujuce 2-
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deoxy-D-rib6zu), polyribonukleotidy (obsahujlice D-ribdzu), akykolvek iny typ
polynukleotidu, ktory je N- alebo C-glykozid purinovej alebo pyrimidinove] bazy
a dalSie polyméry obsahujuce nenukleotidové zakladné retazce, napriklad
polyamidové (napriklad peptidové nukleové kyseliny (PNA)) a polymorfolinové
(komer¢ne dostupné od Anti-Virals, Inc., Corvallis, Oregon ako Neugene)
polymery a dalSie syntetické sekvenéne Specifické polyméry nukleovych kyselin
s podmienkou, ze tieto polymeéry obsahuju nukleotidové bazy v konfiguracii,
ktora umoziuje parovanie baz a zostavovanie baz v retazci, ako je to v DNA a
RNA. Nepredpoklada sa tu ziaden rozdiel vditke medzi pojmami
"polynukleotid”, "oligonukleotid”, "nukleova kyselina” a "molekula nukleovej
kyseliny” a tieto terminy sa mézu navzajom zamiefiat. Tieto pojmy sa tykaju iba
primarnej Struktdry molekuly. Preto tieto pojmy zahriiujd napriklad 3'-deoxy-
2°,5-DNA,  oligodeoxyribonukleotid  N3'P5"  fosforamidat, 2’-O-alkyl-
substituované RNA, dvojvlaknové a jednovlaknové DNA rovnako tak ako
dvojvlaknové a jednoviaknové RNA, hybridy DNA : RNA a hybridy medzi PNA,
DNA alebo RNA a rovnako zahrnuji zname typy modifikacii, napriklad znacky,
ktoré st v odbore zname ako metylacia, "caps”, substiticia jedného &i viacerych
prirodzenych nukleotidov analégom, internukleotidové modifikacie, ako su
napriklad modifikacie svazbami bez naboja (napriklad metyl-fosfonaty,
fosfotriestery, fosforamidaty, karbamaty, atd.) so zaporne nabitymi vazbami
(napriklad fosforotioaty, fosforoditioaty, atd.), s pozitivne nabitymi vazbami
(napriklad aminoalkylfosforoamidaty, aminoalkylfosfotriestery), modifikacie
obsahujice pripojené zvysky, ako su napriklad proteiny (vratane nukleaz,
toxinov, protildtok, signalnych peptidov, poly-L-lyzinu, atd.), modifikacie
s interkalovanymi zlozkami (napriklad akridin, psoralén, atd.), modifikacie
obsahujuce chelataéné zlozky (napriklad kovy, radioaktivne kovy, bor,
oxidativne kovy, atd'), modifikacie obsahujuce alkylatory, modifikované vazby
(napriklad alfa anomerizacné nukleové kyseliny, atd.), rovnako tak ako
nemodifikované formy polynukleotidu alebo oligonukleotidu. DNA je najma

deoxyribonukleova kyselina.
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Pojem "oblast ciefovej nukleovej kyseliny” alebo "ciefova nukleova
kyselina” oznacuje molekulu nukleovej kyseliny s "cielovou sekvenciou”, ktora
sa ma amplifikovat. Ciefova nukleovd kyselina méze byt bud jednovldknova
alebo dvojvlaknova a moézZze zahriiovat daldie sekvencie okrem cielovej
sekvencie, ktoré sa nemusia amplifikovat. Pojem “cielova sekvencia” sa tyka
konkrétnej nukleotidovej sekvencie cielovej nukleovej kyseliny, ktora sa ma
amplifikovat. Cielova sekvencia méze zahrfiovat oblast hybridizujicu sondu
obsiahnut( v ramci cielovej molekuly, s ktorou sonda tvori za pozadovanych
podmienok stabilny hybrid. Pojem “cielovd sekvencia® méZe tiez zahriiovat
komplexacnl sekvenciu, s ktorou oligonukleotidové priméry poskytujid komplex
a extenziu s pouzitim cielovej sekvencie ako templatu. Ak je ciefova nukleova
kyselina povodne jednovldknova, tyka sa pojem ‘ciefova sekvencia’ tiez
sekvencie komplementarnej k "cielovej sekvencii” pritomnej v cielovej nukleove;
kyseline. Pokial je "cielova nukleova kyselina” pévodne dvojviaknova, tyka sa

pojem "cielova sekvencia” oboch vlaken plus (+) a minus (-).

Pojem "primér” alebo "oligonukleotidovy primér’, ako sa tu pouziva, sa
tyka oligonukleotidu, ktory zahajuje syntézu komplementarneho viakna DNA za
podmienok, za ktorych sa vyvoldva extenzia priméru, tj. za pritomnosti
nukleotidov a prostriedku indukujiceho polymerizaciu, ako je DNA alebo RNA
polymeraza a za vhodnej teploty, pH, koncentracie kovu a soli. Primér je
prednostne jednoviaknovy kvoli dosiahnutiu  maximainej ucinnosti  pri
amplifikacii, avéak alternativne moZe byt dvojvlaknovy. Ak je dvojvlaknovy,
spracuje sa najprv kvli rozdeleniu jeho vidken pred pouzitim na pripravu
produktov extenzie. Denaturagny krok sa zvyCajne uskutoCni teplom, avSak
alternativne sa moze vykonavat s pouzitim alkalii s naslednou neutralizaciou.
Primér je teda komplementarny ktemplatu a tvori komplex vodikovym
mostikom alebo hybridizaciou stemplatom za ziskania komplexu
primér/templat kvoli zagatiu syntézy polymerdzou, s extenziou adicie
kovalentne viazanych baz pripojenych na konci 3" komplementarnych

k templatu v priebehu syntézy DNA.
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Pojem "sonda” alebo "oligonukleotidova sonda”, ako sa tu pouziva, sa
tyka struktury obsahujlicej polynukleotid, ako sa definuje vy$Sie, ktory obsahuje
sekvenciu nukleovej kyseliny komplementarnu k sekvencii nukleovej kyseliny
pritomnej v hfadanej cielovej nukleovej kyseline. Polynukleotidové oblasti sond
sa mozu skladat z DNA a/alebo RNAc a/alebo syntetickych nukleotidovych
analogov. Ked sa ma pouzit' oligonukleotidova sonda v 5" nukleazovej skuske,
ako je spdsob TaqMamTM, bude sonda obsahovat aspori jednu fluorescenénd
latku a aspon jednu zhaSajlcu latku, ktord sa spracuje pésobenim 5°
endonukledzovej aktivity polymerazy pouzitej pri reakcii na detekciu
akychkolvek amplifikovanych sekvencii cielového oligonukleotidu. V tejto
suvislosti  bude mat  oligonukleotidovd sonda  dostatoény pocet
fosfodiesterovych vazieb priliehajucich k jej koncu 57, takze pouzita nukleazova
aktivita 5" az 3" mbdze ulinne degradovat viazani sondu kvéli oddeleniu
fluorescencnych a zhasajucich latok. Ked sa pouzije oligonukleotidova sonda

v spésobe TMA, bude vhodne znagena, ako sa opisuje niZie.

Je zrejmé, Ze hybridizatnd sekvencia nemusi vykazovat dokonall
komplementaritu kvdli zaisteniu stabilnych hybridov. V mnohych situaciach sa
tvoria stabilné hybridy, v ktorych menej ako 10 % baz su nespravne priradenég,
ignorujuce slucky Styroch Ci viacerych nukleotidov. V sllade s tym, ako sa tu
pouZiva, tyka sa pojem "komplementarny” oligonukleotidu, ktory tvori stabilny
komplex so svojim "komplementom” za podmienok sklsok, v ktorom je

homoldgia zhruba 90 % alebo vyssia.

Pojmy "hybridizovat™ a "hybridizacia” sa tykaju tvorby komplexov medzi
nukleotidovymi sekvenciami, ktoré su dostatoéne komplementarne na
vytvorenie komplexov parovanim baz podla Watsona - Cricka. Ak sa primér
hybridizuje s cielovym templatom, st tieto komplexy (¢i hybridy) dostatocne
stabilné, aby sluzili ako priméry, napriklad na to, aby DNA polymeraza zacala
syntézu k DNA.

Pojem "vazbovy par’, ako sa tu pouziva, sa tyka prvych a druhych
molekul, ktoré sa spolu S$pecificky viazu, ako sU komplementarne

polynukleotidové pary schopné tvorby duplexov nukleovych kyselin. "Specificka
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vézba” prvého ¢lena véazbového paru k druhému Elenu véazbového paru vo
vzorke sa preukazuje vazbou prvého Clena k druhému Clenu alebo naopak, s
vaésou afinitou &i Specificnostou ako k inym zlozkam vo vzorke. Vazba medzi
¢lenmi vazbového paru je zvyCajne nekovalentna. Pokial suvislost neukazuje
zrejme inak, sa pojmy "afinitnd molekula” a "cielovy analyt” pouZivaju tak, ze

oznaduju prvé, resp. druhe Cleny vazboveého paru.

Pojmy "$pecificka vdzbova molekula” a "afinitnd molekula” sa pouzivaju
zamenitelnym spOsobom a tykaju sa molekuly, ktora sa selektivne viaze
chemicky alebo fyzikalne s detegovatelnou latkou pritomnou vo vzorke.
"Selektivnou vazbou” sa chape, Zze sa molekula preferovane viaze na dany ciel
alebo Ze sa viaze s vaé$ou afinitou na tento ciel ako na iné molekuly. Napriklad
molekula DNA sa viaZze kv podstate komplementarne] sekvencii a nie

k nepribuznym sekvenciam.

"Teplota topenia” alebo "Ty," dvojvlaknovej DNA sa definuje ako teplota,
pri ktorej sa straca polovica skrutkovnicovej Struktiry DNA nasledkom
zahrievania ¢i inej disociacie vodikovych mostikov medzi parmi baz, napriklad
spracovanim kyselinou ¢i alkaliou alebo podobne. T, molekuly DNA zavisi od
jej dizky a od zlozenia baz. Molekuly DNA bohaté na pary baz GC maju vysSie
Tm ako molekuly s parmi baz AT. Oddelené komplementarne vlakna DNA sa
spontanne znova spajaju alebo aneluju za vytvorenia komplexnej DNA, ak sa
teplota znizi pod hodnotu Tn. Najvy$Sia hybridizacia nukleovych kyselin
nastava zhruba pri 25 °C pod Tr. Tr, mozno stanovit s pouzitim nasledujuceho
vztahu: T = 69,3 + 0,41 (GC) % (Marmur a kol., J. Mol. Biol,, 5, 109 - 118
(1962)).

Pojem "biologicka vzorka”, ako sa tu pouZiva, sa tyka vzorky tkaniva Ci
tekutiny izolovanej od osoby, ktord zvy&ajne obsahuje protilatky tvorené touto
osobou. BeZné vzorky obsahujlce tieto protildtky su zndme v odbore a
zahrfiuju, avéak bez obmedzenia, krv, krvnu plazmu, krvné sérum, stolicu, moc,
kostnu drefi, I, spinalnu tekutinu, lymfaticku tekutinu, vzorky koze, sekréty
koZe, vzorky zrespiracného, ¢revného a urogenitalneho traktu, slzy, sliny,

mlieko, krvinky, organy, bioptické vzorky a tiez vzorky bunkovej kultry in vitro
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zahrnujuce, avdak bez obmedzenia, upravované média z rastu buniek a tkaniv

v prostredi kulttry, napriklad rekombinantné bunky a bunkové komponenty.

Pojmy "znacka” a "detegovatelna znacka”, ako sa tu pouzivaju, sa tykaju
molekuly schopnej detekcie vratane, avSak bez obmedzenia, radioaktivnych
izotopov, fluorescenénych latok, chemiluminiscenénych latok, chromoférov,
enzymov, enzymovych substratov, enzymovych kofaktorov, enzymovych
inhibitorov, chromoférov, farbiv, kovovych iénov, kovovych soli, ligandov
(napriklad biotinu, avidinu, streptavidinu alebo hapténov) a podobne. Pojem
"fluorescencna latka” sa tyka latky alebo jej Casti, ktora je schopna vykazovat

fluorescenciu v detegovatelnom rozmedzi.

Il. Spdsoby uskutochovania vynalezu

Pred podrobnym opisom tohto vynalezu je potrebné si uvedomit, Ze
tento vynalez sa neobmedzuje na konkrétne formulacie &i parametre postupu
akymkolvek spdsobom. TieZ je potrebné si uvedomit, Ze terminolégia, ktora sa
tu pouziva iba na ucely opisu jednotlivych uskutoCneni tohto vynalezu, nie je

obmedzujtca.

| ked moZno pouzit rad kompozicii a spbésobov podobnych &i
ekvivalentnych tym, ktoré sa tu opisuju, preferuju sa latky a sposoby opisované

tu.

Ako sa poznamenava vySSie, tento vynalez sa zaklada na objave novych
primérov a sond a diagnostickych spdsobov na presné stanovenie infekcie
parvovirusom B19 v biologickej vzorke. Tieto spdsoby sa zakladaju na citlivych
detekénych technikach na baze nukleovych kyselin, ktoré umoziuju
identifikaciu cielovych sekvencii nukleovej kyseliny parvovirusu B19 vo

vzorkach obsahujlcich malé mnozstvo virusu.

Autori tohto vynalezu tu hlavne charakterizuji oblasti genomu
parvovirusu B19, ktoré su vhodnymi cielmi na diagnostické skisky. Priméry a
sondy odvodene od tychto oblasti sG mimoriadne pouzitelné na detekciu

infekcie parvovirusom B19 v biologickych vzorkach.
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Priméry a sondy parvovirusu B19 opisované vysSie sa pouZivaju
v skigkach zalozenych na nukleovych kyselinach na detekciu infekcie ludskym
parvovirusom B19 v biologickych vzorkach. Konkrétne sa priméry a sondy na
pouZitie v tychto skiskach prednostne odvodzuji od fragmentu zhruba 4,7 kb
gendému parvovirusu B19 zodpovedajliceho poloham nukleotidov 217 az 4678
podla Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986). Nukleotidové sekvencie pre
tito oblast zdvoch rbéznych izolatov parvovirusu B19 su zobrazené na
obrazkoch 3A aZ 3C a 4A az 4C. Ako sa opisuje vy$3ie, obsahuje tento
fragment kodovacie oblasti NS1, VP1 a VP2

Obzvlast preferované priméry a sondy na pouzitie v tychto skiskach sa
uréuji z vysoko zachovanych oblasti gendému parvovirusu B19, aby sa
umoznila detekcia infekcie parvovirusom B19 spdsobena réznymi izolatmi. Ako
sa tu opisuje, nachadza sa jedna vysoko zachovana oblast genomu
parvovirusu B19 v oblasti 700 bp, ktoré sa rozprestiera medzi polohami 2936 az
3635 ¢&islovanymi podla genému parvovirusu B19, ako ho opisuje Shade a kol.,
58, 921 - 936 (1986). Tato oblast je vo vnutri oblasti VP1 tohto genému.
Sekvencia tejto oblasti z 21 réznych izolatov parvovirusu B19 je tu znazornena
na obrazkoch 2A az 2U. Sekvencie z dal$ich 20 izolatov ukazuju obrazky 11A
az 11Z. Porovnanie sekvencii ukazuje, Ze tato oblast vykazuje od zhruba 98 %
do 99,5 % sekvencnej homoldgie od jedného izolatu k druhému, takZe je velmi
siadanou cielovou sekvenciou. Pre navrh primérov a sond je rovnako vitana
oblast 370 bp najdena vo VP1, ktord preklenuje nukleotidové polohy zhruba
3073 az 3442, ¢islované podla Shade a kol., 58, 921 - 936 (1986) rovnako tak
ako fragment 214 bp zobrazeny na obrazku 1, ktory je v polohe 3" fragmentu
4,7 bp a rozprestiera sa v polohach nukleotidu 4728 az 4941 Cislovanych podfa
Shade a kol., 58, 921 - 936 (1986).

Oblasti 4,7 kbp, 700 bp a 370 bp sa fahko ziskaju z dalSich izolatov s
pouzitim &asti sekvencie parvovirusu B19 pritomnych v tychto konkrétnych
oblastiach ako primérov v PCR reakciach, ako su tie, ktoré sa tu opisuju,
rovnako tak ako v US patentoch &. 4 683 195, 4 683 202 a 4 889 818, a na

zaklade sekvencii, ktoré sa tu poskytuji. Dal$i spdsob ziskania nukleotidovych
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sekvencii s pozadovanymi sekvenciami je anelovanie komplemenarnych
suborov  presahujucich syntetickych ~ oligonukieotidov ~ pripravenych
v konven¢nom automatickom polynukleotidovom syntetizatore s naslednou
ligaciou s prislusnou DNA ligdzou a amplifikdciou ligovanej nukleotidove;
sekvencie prostrednictvom reakcie PCR. Pozri napriklad Jayaraman a kol.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 4084 - 4088 (1991). Ked sa sekvencie pripravia
Ci izoluju, mdzu sa klonovat do ktoréhokolvek vhodného vektoru &i replikénu.
Skuseny odbornik v odbore poznd mnohé vektory a vyber prisludného
klonovacieho vektoru je otazkou volby. Vhodné vektory zahrriuji, av$ak bez
obmedzenia, plazmidy, fagy, transpozony, kozmidy, chromozomy alebo virusy,
ktoré su schopné replikacie pri spojeni s vhodnymi riadiacimi elementmi.
Rekombinantné klony sa lahko identifikuju restrikénou enzymatickou analyzou
a polyakrylamidovou ¢i agarézovou gélovou elektroforézou s pouZitim

spbdsobov dobre znamych v odbore a opisovanych v prikladoch nizsie.

Priméry a sondy na pouZitie v tychto skuskach sa odvodzuju od tychto
sekvencii a lahko sa pripravia Standardnymi spdsobmi, napriklad syntézou
v tuhej faze fosforoamiditovou chemickou cestou, ako opisuju US patenty ¢. 4
458 066 a 4 415 732, Beaucage a kol., Tetrahedron, 48, 2223 - 2311 (1992) a
Applied Biosystems User Bulletin &. 13 (1. april 1987). DalSie sposoby
chemicke] pripravy zahriuji napriklad fosfotriesterovy spbsob opisany
Narangom a kol., Meth. Enzymol., 68, 109 (1979) a fosfodiesterovy spdsob
opisany Brownom a kol., Meth. Enzymol., 68, 90 (1979). Poly(A) alebo poly(C)
alebo dalSie nekomplementarne nukleotidové extenzie mozno zahrntt do sond
rovnakymi spbésobmi. Hexaetylénoxidové extenzie mozno pripojit k sondam
spésobmi znamymi v odbore, Cload a kol., J. Am. Chem. Soc., 113, 6324 -
6326 (1991), US patent €. 4 914 210, Levenson a kol., Durand a kol., Nucleic
Acids Res., 18, 6353 - 6359 (1990) a Horn a kol., Tet. Lett., 27, 4705 - 4708
(1986). Zvycajne su sekvencie priméru v rozmedzi medzi 10 az 75 nukleotidmi
dizky, ako je 15 az 60, 20 aZ 40, atd., beZnejsie v rozmedzi medzi 18 az 40
nukleotidmi dizky a s akoukolvek dizkou medzi udanymi hodnotami rozmedzia.
BeZna sonda je v rozmedzi medzi 10 a 50 nukleotidmi dizky, ako je 15 aZ 40,

18 aZ 30, atd. a s akoukolvek dizkou medzi tymito hodnotami rozmedzia.
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Navys$e, sondy mozno pripajat k znackam na detekciu. Existuje niekolko
prostriedkov znamych na derivatizaciu oligonukleotidov s reaktivnymi funkCnymi
skupinami, ktoré umozfuji pridanie znacky. Napriklad existuje niekolko
dostupnych pristupov pre biotinylané sondy, takze mozno prostrednictvom
avidinu pripojit’ radioaktivne, fluorescenéné, chemiluminiscenéné enzymatické
alebo elektréndenzné znacky. Pozri napriklad Broken a kol., Nucl. Acids Res.,
5, 363 - 384 (1978), ktoré opisuju pouzitie znaciek feritin-avidin-biotin a Chollet
a kol., Nucl. Acids Res., 13, 1529 - 1541 (1985), ktoré opisuju biotinylaciu
koncov 5 oligonukleotidov prostrednictvom aminoalkylfosforamidového
spojovacieho ¢&lanku. TieZ je dostupnych niekolko metdd pripravy amino-
derivatizovanych oligonukleotidov, ktoré st uz znacené fluorescenénym typom
alebo inymi typmi zlu€enin derivatizovanych aminoreaktivnymi skupinami, ako
je skupina izotiokyanatu, N-hydroxysukcinimidu ¢i podobne, pozri napriklad
Connolly, Nucl. Acids Res., 15, 3131 - 3139 (1987), Gibson a kol., Nucl. Acids
Res., 15, 6455 - 6467 (1987) a US patent ¢. 4 605 735, Miyoshi a kol. TieZ sG
k dispozicii sposoby pripravy sulfhydryl-derivatizovanych oligonukleotidov, ktore
mézu reagovat s tiol-§pecifickymi znakami, pozri napriklad US patent €. 4 757
141, Fung a kol., Connolly a kol., Nucl. Acids, 13, 4485 - 4502 (1985) a Spoat a
kol., Nucl. Acids Res., 15, 4837 - 4848 (1987). Suborny referat o spdsoboch
znagenych fragmentov DNA opisuji Matthews a kol., Anal. Biochem., 169, 1 -
25 (1988).

Sondy sa moOzu znalit fluorescenéne napriklad  spajanim
s fluorescenénou molekulou s neligujicim koncom sondy. Navod na volbu
prislugnych fluorescenénych znadiek mozno néjst v Smith a kol., Meth.
Enzymol., 155, 260 - 301 (1987), Karger a kol., Nucl. Acids Res., 19, 4955 -
4962 (1991), Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals (1989) (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). Preferované
fluorescenéné znacky zahriujd fluorescein a jeho derivaty, ako sa opisuje v US
patente . 4 318 846 a v Lee a kol., Cytometry, 10, 151 - 164 (1989) a 6-FAM,
JOE, TAMRA, ROX, HEX-1, HEX-2, ZOE, TET-1 alebo NAN-2 a podobne.

32 243/B



30

NavySe sondy mozno znadit akridiniumesterom (AE) s pouzitim nizsie
opisanych spdsobov. Su¢asné technolégie umoziiuju umiestnenie znacky AE
v ktoromkolvek mieste sondy. Pozri napriklad Nelson a kol. (1995) "Detection of
Acridinium Esters by Chemiluminescence” v Nonisotopic, Probing. Blotting and
Sequencing, L. J. Kricka (red.), Academic Press, San Diego, CA, Nelson a kol.
(1994) "Application of the Hybridization Protection Assay (HPA) to PCR” v The
Polymerase Chain Reaction, Mullis a kol. (red.), Birkhauser, Boston, MA,
Weecks a kol., Clin. Chem., 29, 1474 - 1479 (1983), Berry a kol., Clin. Chem.,
34, 2087 - 2090 (1988). Molekulu AE mozno priamo pripojit k sonde
chemickym spGsobom spojovacieho ¢lanku, ktory nie je zalozeny na
nukleotidoch, ktory umoznuje umiestnenie znagky do ktoréhokolvek miesta
v sonde. Pozri napriklad US patenty ¢. 5 585 481 a 5 185 439.

V uritych uskutoCneniach sa pridava vnltorna kontrola (IC) alebo
vnatorny $Standard sldZiaci na kontrolu zachytenia a amplifikacie ciela.
Prednostne zahriuje IC sekvenciu, ktora sa odliSuje od cielovej sekvencie, je
schopna hybridizacie s pouzitymi sekvenciami sondy na oddelenie nukleotidov
Specifickych pre organizmus zo vzorky a je schopna amplifikacie. Pouzitie IC
umoznuje kontrolu separacného procesu, amplifikatného procesu a
detekéného systému a umozfuje sledovanie vykonu a kvantitativneho
vyjadrenia skusky pre vzorku (vzorky). Reprezentativha sekvencia, z ktorej
mozno ziskat IC, je znazornena na obrazku 12. IC mozno zahrnut v akejkolvek
vhodnej faze, napriklad do pufra pre cytolyzu. V jednom uskutoéneni obsahuje
IC ssDNA M13 s obsahom nukleotidovej sekvencie z parvovirusu B19 a
jedineCnt sekvenciu, ktora hybridizuje so vzorkou, napriklad obsahujlcou
sekvencie z oblasti VP1, kde sa ciefova sekvencia modifikuje substitliciou &i
deléciou 5 az 20 baz ¢i viac, prednostne 5 az 15 baz, ako je 5, 10 alebo 15 baz
alebo akykolvek pocet v tychto rozmedziach. Substituované ¢&i vypustené bazy
sa prednostne vyskytuji po celej dizke cielovej sekvencie tak, Zze sa nahradzuju
iba 2 alebo 3 po sebe nasledujuce sekvencie. Preto napriklad, ak je cielova
sekvencia ~ CTACTTGCTGCGGGAGAAAAACACCT  (Cislo  identifikacie
sekvencie 91), potom sa tato sekvencia moéze substituovat napriklad
AGCTAGACCTGCATGTCACTRG (gislo identifikacie sekvencie 90) v IC.
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Tuhy nosi¢ moze dalej zahriiovat sondy Specifické pre vnatorny $tandard
(sonda IC), &im sa ulah&uje zachytenie pri pouZiti sondy IC. Sonda |IC sa mbze
pripadne spajat s detegovatelnou znacgkou, ktora je odliSna od detegovatelnej
znatky cielovej sekvencie. Vo uskutoCneniach, v ktorych je detegovatelnou
znackou niektory fluorofér, mozno IC kvantifikovat spektrofotometricky a v
medziach detekénych $tadii. Zvycajne sa pocet képii IC, ktoré neinterferuju
s ciefovou detekciou, uréi titraciou IC s pevnou m,j. ciefa prednostne pri
spodnej medzi a Standardna krivka sa ziska zriedovanim vzorky medzinarodne
prijatych medzinarodnych jednotiek. Na kvantifikaciu parvovirusu B19 mozno

pouzit osemclenny panel 8000 m.j. az 125 m,j.

V dalSom uskutoéneni sa IC, ako sa tu opisuje, spaja s RNA izolovanou
zo vzorky podla §tandardnych spdsobov znamych tomu, kto je skiseny
v odbore, a opisovanych tu. RNA sa potom podrobi reverznej transkripcii
s pouZitim reverznej transkriptazy kvoli ziskaniu kopie DNA. Sekvencie cDNA
mozno pripadne amplifikovat (napriklad reakciou PCR) s pouZitim znaCenych
primérov. Produkty amplifikicie sa oddelia, zvy€ajne elektroforézou, a stanovi
sa mnozstvo radioaktivity (priamo Umerné mnozstvu amplifikovaného produktu).
Mnozstvo mRNA vo vzorke sa potom vypolita porovnanim so signalom

poskytnutym znamymi Standardmi.

Priméry a sondy opisované vy$sie mozno pouzit v polymerazovej
retazovej reakcii (PCR) na detekciu infekcie parvovirusom B19 v biologickych
vzorkach. PCR je spdsob amplifikdcie poZadovanej sekvencie cielovej
nukleovej kyseliny obsiahnutej v molekule nukleovej kyseliny alebo v zmesi
molekul. V priebehu PCR sa pouziva par primérov v prebytku na hybridizaciu
s komplementarnymi vldknami cielovej nukleovej kyseliny. Oba priméry sa
podrobia extenzii polymerdzou s pouzitim cielovej nukleovej kyseliny ako
templatu. Produkty extenzie sa samotné stavaji ciefovymi sekvenciami po
disociacii od pdvodného cielového vlakna. Nové priméry sa potom hybridizuju a
podrobia extenzii polymerazou a cyklus sa opakuje s geometrickym narastom
potu molekul ciefovej sekvencie. Spésob PCR na amplifikaciu cielovych

sekvencii nukleovej kyseliny vo vzorke je dobre znamy v odbore a opisuje sa
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napriklad v Innis a kol. (red.), PCR Protocols (Academic Press, NY, 1990),
Taylor (1991), Polymerase chain reaction: basic principles and automation,
v PCR: A Practical Approach, McPherson a kol. (red.), IRL Press, Oxford, Saiki
a kol., Nature, 324, 163 (1986) a v US patentoch ¢. 4 683 195, 4 683 202 a 4
889 818.

PCR konkrétne pouziva relativne kratke oligonukleotidové priméry, ktoré
obklopuju ciefovi nukleotidovi sekvenciu, ktora sa ma amplifikovat,
orientované takym spdsobom, ze ich konce 3" st obratené proti sebe a kazdy
z primérov smeruje smerom k druhému. Polynukleotidova vzorka sa extrahuje a
denaturuje, prednostne teplom a hybridizuje s prvym a druhym primérom, ktoré
sU pritomné v molarnom prebytku. Polymerizacia sa katalyzuje za pritomnosti
Styroch deoxyribonukleotid-trifosfatov (ANTP: dATP, dGTP, dCTP a dTTP)
S pouzitim primér-  a templat-dependentného polynukleotidového
polymerizatného prostriedku, ako je ktorykolvek enzym schopny tvorby
produktov extenzie primérov, napriklad polymeraza | DNA E. coli, polymeraza |
DNA Klenowovho fragmentu, polymeraza DNA T4, termostabilné polymerazy
DNA izolované z Thermus aquaticus (Taq), dostupné z radu zdrojov (napriklad
Perkin Elmer), Thermus thermophilus (United States Biochemicals), Bacillus
stereothermophilus (Bio-Rad) alebo Thermococcus litoralis ("Vent” polymeraza,
New England Biolabs). To vedie k dvom "dlhym produktom”, ktoré obsahuju
prislusné priméry pripojené svojimi koncami 5° kovalentne k novo
syntetizovanym komplementom pdvodnych viaken. Reaktna zmes sa potom
vrati do stavu podmienok polymerizacie, napriklad znizenim teploty,
inaktivaciou denatura¢ného prostriedku alebo pridavkom dal$ej polymerazy a
zahaji sa druhy cyklus. Tento druhy cyklus poskytuje obe pévodné vlakna, oba
dlhé produkty z prvého cyklu, oba nove dlhé produkty replikované z pévodnych
vlaken a oba "kratke produkty” replikované z dihych produktov. DIhé produkty
maju sekvenciu cielovej sekvencie s primérom pripojenym na kazdom konci. Pri
kazdom dalSom cykle sa vytvoria dalSie dva dlhé produkty a rad kratkych
produktov sa rovna pocCtu dlhych a kratkych produktov zostavajticich na konci
predchadzajuceho cyklu. Tym pocet kratkych produktov obsahujlicich cielovtl

sekvenciu rastie exponencidlne s kazdym cyklom. Prednostne sa PCR
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uskutoiuje s komeréne dostupnym tepelnym cyklovac¢om, napriklad Perkin

Elmer.

Ribonukleové kyseliny mozno amplifikovat reverznou transkripciou
mRNA do cDNA a potom vykonanim reakcie PCR (RT-PCR), ako sa opisuje
vy§Sie. Alternativne mozno pouzit' jeden enzym pre oba kroky, ako sa opisuje
v US patente ¢. 5 322 770. mRNA sa tiez mbze podrobit reverznej transkripcii
do cDNA s nasledujucou reakciou ligazy s asymetrickou medzerou (RT -
AGLCR), ako opisuje Marshall a kol., PCR Meth. Appl., 4, 80 - 84 (1994).

Fluorogénna 5°'nukleazova sklska, znama ako skuska TaqManTM
(Perkin - Elmer) je vysoko Uginny a prispdsobivy detekény systém na baze PCR
pre cielové nukleové kyseliny. Preto priméry a sondy odvodené od oblasti
gendmu parvovirusu B19, ktoré sa tu opisuji, mozno pouzit' v analyzach
TaqManTM na detekciu pritomnosti infekcie v biologickej vzorke. Analyza sa
uskutohuje v suvislosti stermalnym cyklovanim sledovanim tvorby
fluorescenénych signalov. Systém skuSky sa obide bez analyzy gélovou
elektroforézou a je schopny vytvorit' kvantitativne Udaje umozfujice stanovenie
poctu cielovych kopii.

Fluorogénna 5" nukleazova skuska sa vhodnym spésobom uskutoCnuje
s pouzitim naprikiad DNA polymerazy AmpliTaqGold™, ktord vykazuje
endogénnu 5° nukledzovl aktivitu pre digesciu vnutornej oligonukleotidove;
sondy znacenej fluorescenénym reportérovym farbivom a zha$ajucim
prostriedkom (pozri Holland a kol,. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 88, 7276 - 7280
(1991) a Lee a kol., Nucl. Acids Res., 21, 3761 - 3766 (1993)). Vysledky skusky
sa detekuji meranim zmien fluorescencie nastavajucich v priebehu cyklu
amplifikacie tak, ako sa fluorescenéna sonda spracovava digesciou, odpojenim
znaciek farbiva a zhasajlceho prostriedku a narastom fluorescencného signalu,

ktory je priamo tmerny amplifikacii cielovej DNA.

Produkty amplifikdcie mozno detekovat v roztoku alebo s pouZitim
pevnych nosiCov. Vtomto spbésobe sa navrhuje sonda TagMan™ na
hybridizaciu s cielovou sekvenciou v poZzadovanom produkte PCR. Koniec 5°

sondy TaqManTM obsahuje fluorescenéné reportérové farbivo. Koniec 3° sondy
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sa blokuje, aby sa zabranilo extenzii sondy a obsahuje farbivo, ktoré bude
zhasat fluorescenciu fluoroféru 5°. V priebehu nasledujicej amplifikacie sa
fluorescentna znacka odstiepi, pokial je vreakcii pritomna aktivita 5°
exonukleazy. Excizia 5° fluoroféru vedie k narastu fluorescencie, ktory mozno

detekovat.

Konkrétne sa oligonukleotidova sonda tvori takym spdsobom, aby bola
v nehybridizovanom stave aspof v jednej jednoviaknovej konformacii, kde
zhasajuca molekula je dostatoéne blizko k reportérovej molekule na zhasanie
fluorescencie reportérovej molekuly. Oligonukleotidova sonda je tieZ v aspoi
jednej konformacii pri hybridizacii s ciefovym polynukleotidom, takZe zhasajuca
molekula nie je dostatotne blizko kreportérovej molekule, aby zhasala
fluorescenciu reportérovej molekuly. Prijatim tychto hybridizovanych a
nehybridizovanych konformacii vykazuje reportérova molekula a zhasajlica
molekula na sonde rézne intenzity fluorescenéného signalu v pripadoch, kedy
je sonda hybridizovana a nehybridizovana. Tym mozno stanovit, & je sonda
hybridizovana ¢i nehybridizovand na zaklade zmeny intenzity fluorescencie
reportérovej molekuly, zhasajucej molekuly alebo ich kombinacie. Navyse,
pretoze mozno sondu konStruovat tak, aby zhaSajica molekula zhasala
reportérovi molekulu, ked sonda nie je hybridizovana, moZno sondu
konStruovat' tak, aby reportérova molekula vykazovala obmedzenu

fluorescenciu, pokial nie je sonda hybridizovana alebo digerovana.

Vsulade stym sa tento vynalez tyka spdsobu amplifikacie ciefovej
nukleotidovej sekvencie parvovirusu B19 s pouZitim polymerazy nukleove;
kyseliny majlcej nukleazovu aktivitu 5° az 3°, jedného ¢&i viacerych primérov
schopnych hybridizacie s ciefovou frekvenciou B19 a oligonukleotidovej sondy
schopnej hybridizacie s cielovou sekvenciou 3° B19 vzhladom k priméru.
V priebehu amplifikécie polymeraza digestuje oligonukleotidov( sondu, ked' je
hybridizovana s ciefovou sekvenciou, ¢im oddeluje reportérovi molekulu od
zhasajucej molekuly. Vykona sa amplifikacia a sleduje sa fluorescencia
reportérovej molekuly s fluorescenciou zodpovedajicou vyskytu amplifikacie

nukleovej kyseliny. Reportérova molekula je prednostne fluoresceinovym
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farbivom a zhasajlica molekula je prednostne rodaminovym farbivom.

| ked dizky primérov a sond sa mdzu menit, sekvencia sond sa voli
takym spdsobom, aby mali niz$iu teplotu topenia ako sekvencia priméru. Preto
si sekvencie priméru vSeobecne dlhSie ako sekvencie sondy. ZvyCajne su
sekvencie priméru vrozmedzi dizok medzi 10 a 75 nukleotidmi, beznejsie
v rozmedzi 20 aZ 45 nukleotidov. BeZna sonda je v rozmedzi dizok medzi 10 a

50 nukleotidmi, beznej$ie 15 az 40 nukleotidov dizky.

Pokial sa pouZije pevny nosi¢, méze sa oligonukleotidova sonda pripojit’
k pevnému nosi¢u réznymi spdsobmi. Napriklad sa méZe sonda pripajat
k pevnému nosi¢u pripojenim terminalneho nukleotidu 3" alebo 5" sondy
k pevnému nosiCu. PrednostnejSie sa sonda pripdja k pevnému nosicu
spojovacim ¢lankom, ktory sluZi na zaistenie vzdialenosti sondy od pevného
nosida. Tento spojovaci &lanok ma dizku aspofi 15 az 30 atomov,
prednostnej$ie aspon 15 az 50 atomov. PoZzadovana dizka spojovacieho &lanku
bude zavisiet od konkrétneho pouzitého pevného nosi¢a. Napriklad spojka so 6
atbmami je v8eobecne dostatoéna, pokial sa ako pevny nosiC pouziva
zosietovany polystyrén. V odbore je znamy rad spojovacich ¢&lénkov, ktoré
mozno pouzit na pripojenie oligonukleotidovej sondy k pevnému nosicu. Tento
spojovaci ¢lanok moze byt tvoreny ktoroukolvek zli€eninou, ktora vyznamne
neinterferuje s hybridizaciou cielovej sekvencie so sondou pripojenou
k pevnému nosi¢u. Tento spojovaci ¢lanok moZe tvorit homopolymeérny
oligonukleotid, ktory moZno [ahko pripdjat automatizovanou syntézou.
Alternativne mozno pouzit polyméry, ako je polyetylénglykol opatreny
funkénymi skupinami. Tieto polyméry sa preferuju oproti homopolymérnym
oligonukleotidom, pretoZze vyznamne neinterferuji s hybridizaciou sondy
s cielovym oligonukleotidom. Obzvlast sa preferuje polyetylénglykol.

Preferuj sa také spojenia medzi pevnym nosi€om, spojovacim clankom
a sondou, ktoré sa nestiepia v priebehu odstrafiovania chraniacich skupin bazy

za béazickych podmienok pri vysokej teplote. Priklady preferovanych spojeni

zahrfiuju karbamatové a amidové spojenia.
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Priklady preferovanych typov pevnych nosi¢ov na imobilizaciu
oligonukleotidovej sondy zahrfiuju skla s definovanymi poérmi, sklenené
dosticky, polystyrén, polystyrénové gulétky potahované avidinom, celulozu,

nylon, akrylamidovy gél a aktivovany dextran.

Ohladom podrobného opisu skugky TagMan™, chemikalii a podmienok
na ich pouZitie pozri naprikiad Holland a kol., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 88,
7276 - 7280 (1991), US patenty ¢. 5 538 848, 5 723 591 a 5 876 930.

Sekvencie parvovirusu B19, ktoré sa tu opisuju, mozno tiez pouzit ako
bazy pre amplifikatné eseje sprostredkované transkripciou (TMA). TMA
poskytuje spdsob identifikacie cielovej sekvencie nukleovej kyseliny pritomne;j
vo velmi malych mnoZstvach v biologickej vzorke. S pouzitim spdsobov
priamych skusok méze byt tazké Ei
je konkrétne izotermalny, autokatalyticky systém amplifikacie cielovej nukleovej
kyseliny, ktory mbze zaistit viac ako bilion kopii RNA cielovej sekvencie.
Skusky mozno vykonavat kvalitativne kvéli presnému zisteniu pritomnosti i
nepritomnosti cielove] sekvencie v biologickej vzorke. Tato skuska moze tiez
poskytnut kvantitativne meradlo mnozstva cielovej sekvencie v koncentraénom
rozmedzi niekolkych radov. TMA poskytuje spdsob autokatalytickej syntézy
mnohych kopii cielovej sekvencie nukleovej kyseliny bez opakujlcej sa

manipulacie reakénych podmienok, ako je teplota, iénova sila a pH.

Véeobecne TMA zahriiuje nasledujuce kroky: (a) izolaciu nukleove;
kyseliny vratane RNA z danej biologickej vzorky, u ktorej je podozrenie na
infekciu parvovirusom B19 a (b) spojenie do jednej reak&nej zmesi (i) izolovanej
nukleovej kyseliny, (i) prvého a druhého oligonukleotidového priméru, kde prvy
primér ma komplexacnu sekvenciu dostatodne komplementarnu k terminalnegj
Casti 3" cielovej sekvencie RNA, pokial je pritomna (napriklad vlakno (+)) na
vytvorenie komplexu s touto sekvenciou a druhy primér ma komplexaénu
sekvenciu dostatocne komplementarnu k terminalnej ¢asti 3" cielovej sekvencie
jej komplementu (napriklad vlakno (-)), aby s fiou vytvoril komplex, kde prvy
oligonukieotid dalej obsahuje sekvenciu 5° ku komplexatnej sekvencii

zahriiujucej promotor, (iii) reverzne] transkriptazy alebo RNA- a DNA-
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dependentnej DNA polymerazy, (iv) enzymatickej aktivity, ktora selektivne
degraduje viakno RNA komplexu RNA-DNA (ako je RNAza H) a (v) RNA

polymerazy, ktora rozpoznava prométor.

Zlozky reakcénej zmesi mozno kombinovat postupne alebo naraz.
Reakéna zmes sa inkubuje za podmienok, kedy sa vytvara
oligonukleotid/cielova frekvencia vratane podmienok primingu DNA a syntézy
nukleovej kyseliny (vratane ribonukleotid - trifosfatov a deoxyribonukleotid -
trifosfatov) po dobu dostatoénu na zaistenie mnohych képii cielovej sekvencie.
Reakcia sa vyhodne uskutoéni za podmienok vhodnych na udrziavanie stability
reakénych zloZiek, ako sU enzymatické zlozky a bez poziadavky na modifikaciu
¢i manipulaciu reakénych podmienok v priebehu amplifikaénej reakcie. V sulade
s tym moéZe reakcia nastavat za podmienok, ktoré st v podstate izotermaine a
zahriiuja v podstate konStantn( i6novi silu a pH. Reakcia vo vhodnych
pripadoch nevyZzaduje denaturany krok na separaciu komplexu RNA - DNA

poskytnutého prvou reakciou extenzie DNA.

Vhodné DNA polymerdzy zahrfiuji reverzné transkriptazy, ako je
reverzna transkriptdza virusu vtacej myeloblastézy (AMV) (dodava napriklad
Seikagaku America, Inc.) a reverzna transkriptdza Moloneyovho virusu mySe;

leukémie (MMLYV) (dodava napriklad Bethesda Research Laboratories).

Promotory ¢i prométorové sekvencie vhodné na inkorporaciu v priméroch
st sekvencie nukleovych kyselin (bud prirodzenych, produkovanych synteticky
alebo produkovanych restrikénou digesciou), ktoré sa Specificky rozpoznavaju
RNA polymerazou, ktord ich rozpoznava a viaZze sa na tieto sekvencie a
zahajuje proces transkripcie za ziskania RNA transkriptov. Sekvencia moze
pripadne obsahovat nukleotidové bazy prechadzajice mimo skutocné
rozpoznavacie miesto pre RNA polymerazu, ktoré moézu zaistovat vacsiu
stabilitu & citlivost' vo&i degradaénym procesom alebo zvySenl transkripcnu
aginnost’. Priklady pouzitelnych prométorov zahrhiuju tie, ktoré sa rozpoznavaju
uréitymi bakteriofagovymi polymerazami, ako su polymerazy od bakteriofagov
T3, T7 alebo SP6 alebo prométor E. coli. Tieto RNA polymerazy su fahko

dostupné z komercénych zdrojov, ako st New England Biolabs a Epicentre.
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Niektoré zreverznych transkriptaz vhodné na pouzitie v tychto
sposoboch vykazuju aktivitu RNAzy H, ako je AMV reverzna transkriptaza.
Md&Ze sa vSak preferovat pridanie exogénnej RNAzy H, ako je RNAza H E. coli,
dokonca i pri pouziti reverznej transkriptazy AMV. RNAzu H moZno lahko ziskat
od Bethesda Research Laboratories.

Transkripty RNA ziskané tymito spdsobmi mézu sluzit ako templaty na
ziskanie dalSich kopii cielovej sekvencie vysSie opisanymi mechanizmami.
Systém je autokatalyticky a amplifikicia nastédva autokatalyticky bez nutnosti
opakovanej modifikacie Ci zmeny reakénych podmienok, ako je teplota, pH,

ibnova sila ¢i podobne.

Detekciu mozno vykonavat s pouzitim radu roznych spdsobov, vratane
priameho sekvencovania, hybridizacie sekvenéne $pecifickych oligomérov,
gelovej elektroforézy a hmotnostnej spektrometrie. Tieto spdsoby mézu
vyuzivat heterogénne ¢i homogénne formaty, izotopické &i neizotopické znacky,

rovnako tak ako pouzitie bez znadiek.

Jednym preferovanym spbsobom detekcie e pouZitie
oligonukleotidovych sond $pecifickych pre cielové sekvencie, odvodenych od
vy$sSie opisanych fragmentov 4,7 kbp, 700 bp, 370 bp a 214 bp. Tieto sondy
mozno pouZit v skiskach ochrany hybridizacie (HPA). V tomto uskutoéneni sa
sondy vhodnym spésobom znaCia akridiniumesterom (AE), vysoko
chemiluminiscentnou molekulou. Pozri napriklad Nelson a kol. (1995)
"Detection of Acridinium Esters by Chemiluminescence” v Nonisotopic Probing,
Blotting and Sequencing, Kricka L. J. (red.), Academic Press (HPA) to PCR”
v The Polymerase Chain Reaction, Mullis a kol. (red.), Birkhauser, Boston, MA,
Weeks a kol., Clin. Chem., 29, 1474 - 1479 (1983), Berry a kol., Clin. Chem.,
34, 2087 - 2090 (1988). Jedna molekula AE sa priamo pripaja k sonde
s pouzitim chemického spojovacieho ¢lanku, ktory nie je zaloZzeny na
nukleotidoch a umoznuje umiestnenie znacky do akéhokolvek miesta sondy.
Pozri napriklad US patenty ¢. 5 585 481 a 5 185 439. Chemiluminiscencia sa
spusta reakciou s alkalickym peroxidom vodika za ziskania excitovaného N-

metylakridénu, ktory nasledne prechadza do zakladného stavu s emisiou
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fotonu. Navyde AE spdsobuje hydrolyzu esteru, ktord poskytuje

nechemiluminiscenénu metylakridiniovt karboxylova kyselinu.

Ked sa molekula AE viaze kovalentne na sondu nukleovej kyseliny,
prebieha hydrolyza rychlo za mierne alkalickych podmienok. Ked je sonda
znacena AE presne komplementarna cielovej nukleovej kyseline, rychlost
hydrolyzy AE sa znalne znizi. Preto mozno detekovat hybridizované a
nehybridizované sondy znacené AE priamo v roztoku bez nutnosti fyzického

oddelenia.

HPA vSeobecne zahrfiuje nasledujice kroky: (a) sonda znalena AE sa
hybridizuje s cielovou nukleovou kyselinou v roztoku pocas zhruba 15 az 30
minut. Potom sa pridda mierne alkalicky roztok a AE pripojeny na
nehybridizovanu sondu sa hydrolyzuje. Tato reakcia trva zhruba 5 az 10 mindt.
Zvysny hybridne pripojeny AE sa detekuje ako miera mnoZstva pritomne;
cielovej latky. Tento krok trva zhruba 2 az 5 sekind. Prednostne sa
uskutoChuje diferencialny krok hydrolyzy pri tej istej teplote ako hybridizaény
krok, zvyCajne pri 50 az 70°C. Alternativne mozno vykonavat druhy
diferencidlny krok hydrolyzy pri teplote miestnosti. To umoznuje pouZitie
zvy$enych pH, napriklad v rozmedziach 10 az 11, za ziskania vacsich rozdielov
vrychlosti hydrolyzy medzi hybridizovanou a nehybridizovanou sondou
znacenou AE. HPA sa opisuje podrobne napriklad v US patentoch ¢. 6 004
745,5948 899 a 5 283 174.

TMA sa opisuje podrobne napriklad v US patente €. 5 399 491.
V jednom priklade typickej skusky sa izolovana vzorka nukleovej kyseliny, u
ktorej je podozrenie, Ze obsahuje cielovl sekvenciu parvovirusu B19, zmieSa
s koncentratom pufra obsahujucim pufor, soli, hore¢naté iény, nukleotid-
trifosfaty, priméry, ditiotreitol a spermidin. Reakéna zmes sa pripadne inkubuje
pri teplote zhruba 100 °C pocas zhruba 2 minut kvéli denaturacii akejkolvek
sekundarnej $truktary. Po ochladeni na teplotu miestnosti sa prida reverzna
transkriptaza, RNA polymeraza a RNAza H a zmes sa inkubuje pocas 2 az 4
hodin pri teplote 37 °C. Vysledok reakcie mozno potom vyhodnotit

denaturaciou proteinu pridavkom roztoku sondy, inkubaciou po¢as 20 minut pri
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teplote 60 °C, pridanim roztoku na selektivnu hydrolyzu nehybridizovanej sondy
inkubaciou reakcie poas 6 minlt pri teplote 60 °C a meranim zvy3nej

chemiluminiscencie v luminometre.

Oligonukleotidové molekuly podla tohto vynalezu mozno tiez pouzit pri
amplifikacii na baze sekvencie nukleovych kyselin (NASBA). Tento spdsob je
enzymatickym procesom zameranym na prométor, ktory indukuje in vitro
nepretrzitd homogennu a izotermalnu amplifikaciu $pecifickej nukleovej kyseliny
za ziskania RNA kopii tejto nukleovej kyseliny. Reak&né prostriedky na
vykonanie NASBA zahriuja prvy primér DNA s koncom 5° obsahujicim
prométor, druhy primér DNA, reverznl transkriptazu, RNAzu H, T7 RNA
polymerazu, NTP a dNTP. S pouzitim NASBA sa vytvoria velké mnoZstva
jednoviaknovej RNA z bud jednovlaknovej RNA alebo DNA alebo dvojvlaknove;
DNA. Ked sa ma amplifikovat RNA, sltZi ssRNA ako templat na syntézu
prvého vidkna DNA predizenim prvého priméru obsahujliceho rozpoznavacie
miesto RNA polymerazy. Toto vidkno DNA dalej slizi ako templat na syntézu
druhého, komplementarneho DNA vlakna prediZzenim druhého priméru za
ziskania dvojvléknového aktivneho RNA polymerazového promoétorového
miesta a druhé vlakno DNA slazi ako templat na syntézu velkych mnoZstiev
prvého templatu, ssRNA, s pomocou RNA polymerazy. Spésob NASBA je
znamy vodbore a opisuje sa napriklad veurépskom patente 329 822,
medzinarodnej patentovej prihlaske ¢. WO 91/02814 a US patentoch &. 6 063
603, 5554 517 a 5 409 818.

Sekvencie parvovirusu B19, ktoré sa tu opisujl, su rovnako pouZitelné
pre spdsoby hybridizacie a amplifikacie nukleovych kyselin vyuZivajlcich
rozvetvené molekuly DNA. Pri skiske s bazickou hybridizaciou nukleovych
kyselin sa stanovovana jednovldknova zlozka nukleovej kyseliny hybridizuje
s jednovlaknovou sondou nukleovej kyseliny a detekuji sa vysledné duplexy.
Pozmenenie tejto zakladnej schémy umozZfiuje oddelenie duplexov kvoli
detekcii z cudzorodych materialov a/alebo kvéli amplifikacii signalu, ktory sa
detekuje. Jednym spdsobom amplifikacie signalu je amplifikécia multimérov, ¢o

st polynukleotidy s prvym segmentom hybridizujicim $pecificky na
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stanovovanu nukleovu kyselinu alebo vidkno nukleovej kyseliny viazanej na
stanovovanu zlozku a iteracia druhého segmentu, ktory Specificky hybridizuje
so znatenou sondou. Amplifikacia je teoreticky priamo Umerna pocCtu iteracii
druhého segmentu. Multiméry mézu byt linearne ¢&i rozvetvené. V tychto
sp8soboch su pouzitelné dva vSeobecné typy rozvetvenych multimérov: v tvare
vidlicky a v tvare hrebienka. Spdsoby pripravy a pouZitia rozvetvenych molekul
nukleovych kyselin st zname v odbore a opisuju sa naprikiad v US patente €. 5
849 481.

V dalSom aspekte tohto vynalezu sa vykonaji dve Ci viac vysSie
opisanych ski$ok kvéli overeniu pritomnosti organizmov. Napriklad, ak prva
skiSka pouziva transkripciou sprostredkovant amplifikaciu (TMA) na
amplifikaciu nukleovych kyselin kvoli detekcii, potom sa vykona alternativna
skuska testovania nukleovej kyseliny (NAT), napriklad s pouzitim amplifikécie
PCR, RT PCR a podobne, ako sa tu opisuje. Tymto spésobom mozno
parvovirus B19 S$pecificky a selektivne detekovat, dokonca i ked vzorka

obsahuje iné organizmy, ako je napriklad virus HIV a virus hepatitidy B.

Mozno si lahko uvedomit, Ze navrhy sku$ok, ktoré sa tu opisuju, su
predmetom znacnej variacie a v odbore je znamy rad formatov. Opisy vy$Sie sa
udavaju iba ako vodidlo a skuseny odbornik méze lahko modifikovat opisane

protokoly s pouzitim spdsobov dobre znamych v odbore.

Vyssie opisané reakéné prostriedky na skusku vratane primérov, sond,
nosiGov s naviazanymi sondami rovnako tak ako dalSich detekEnych
prostriedkov mozZno dodavat v supravach s vhodnymi navodmi a dalSimi
nevyhnutnymi reakénymi zloZzkami na vykonavanie sk(Sok, ako sa opisujd
vy$sie. Suprava bude beZne obsahovat v jednotlivych nadobkach kombinaciu
primérov a sond (bud uz naviazanych na pevni matricu alebo oddelene
s reakénymi prostriedkami na ich vazbu s matricou), kontrolné formulacie
(pozitivne a/alebo negativne), znacené ¢inidla, pokial forméat skusky niektoré
vyzaduje a ¢inidla na vytvorenie signalu (napriklad substrat enzymu), pokial
znadka nevytvara signal priamo. Instrukcie (napriklad pisomné, na péske, VCR,

CD-ROM a podobne) na vykonanie skisky sa zvyCajne zahriuju do supravy.
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Suprava mbze tieZ obsahovat v zavislosti od konkrétnej pouZitej skusky dalsie
balené reakéneé prostriedky a materidly (tj. premyvacie pufry a podobne).
Standardné skugky, ako su tie, ktoré sa opisuju vy$sie, mozno vykonavat

s pouzitim tychto suprav.

IIl. Spbsoby uskuto&iiovania experimentov

NizSie sa opisuju priklady $pecifickych uskutoneni na vykonavanie tohto
vynalezu. Priklady sa ponukaju iba na ilustractné uéely a nemyslia sa vtom

zmysle, aby obmedzovali akymkolvek spdsobom rozsah tohto vynalezu.

Je snaha o zaistenie presnosti vzhladom k hodnotam (napriklad
mnozstvo, teplota, atd.), avSak je potrebné pripustit urditd experimentalnu

chybu a odchylku.

Enzymy v nasledujucich pripadoch pochadzaju z komerénych zdrojov a
pouZivaju sa podla ndvodov vyrobcu. Nitrocelulbzové filtre a podobne boli

rovnako zakupené z komercnych zdrojov.

Pri izolacii DNA fragmentov sa vykonavaju vSetky manipulacie s DNA
podla Standardnych spdsobov, pokial sa neopisuje inak. Pozri Sambrook a kal.,
vyssie. Restrikcné enzymy, T4 DNA ligaza, E. coli, DNA polymeraza |,
Klenowov fragment a daldie biologické prostriedky mozZno ziskat od
komercnych dodavatelov a pouzit podla navodov vyrobcu. Fragmenty

dvojvlaknovej DNA sa oddeluju na agarézovych géloch.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
Extrakcia nukleovej kyseliny parvovirusu B19 pre PCR

Vzorky fudskeho séra prv pozitivne testované na ludsky parvovirus B19
bud skuskou IgM alebo skuskou PCR sa ziskaju z komerénych zdrojov a
pouziju na izoldciu DNA kvéli naslednym experimentom PCR. Vzorky sa

ukladaju do pouZitia pri teplote 80 °C.
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DNA sa extrahuje z 0,2 ml séra s pouzitim suboru QlAamp DNA Blood
Mini Git (QIAGEN, Valencia, CA) podla Specifikacii vyrobcu s nasledujucimi
Gvahami. Nosi¢ DNA sa prida k pufru kvoli rozpusteniu Struktur pre zvySenie
vazby a vytazku nukleovej kyseliny. Konkrétne sa prida mnozstvo 5,6 pg na
vzorku polyadenylovej kyseliny 5° (Sigma, St. Louis, MO) alebo poly-dA (Roche,
Indianapolis, IN). Dalej sa DNA parvovirus B19 eluuje 200 ul pufra A (Qiagen)

namiesto vodou.

Priklad 2

Detekcia vzoriek pozitivnych na nukleovl kyselinu parvovirusu B19 pomocou
PCR

Pouzivaju sa dva rézne spdsoby PCR na amplifikéciu fragmentov
parvovirusu B19. Jeden spdsob, opisany podrobne niZSie, sa pouZiva na
amplifikaciu fragmentov zhruba 700 bp, 370 bp a 214 bp (pozri obrazok 1).
Sposob High Fidelity Expand PCR (Roche) sa pouziva na amplifikaciu
fragmentov zhruba 4,7 kb. Fragment zhruba 700 bp zodpoveda poloham
nukleotidu 2936 az 3635 gendmu parvovirusu B19, ako opisuju Shade a kol., J.
Virol., 58, 921 - 936 (1986). Zhruba 370 bp sa vyskytuje vo fragmente 700 bp
v polohach nukleotidu 3073 aZ 3442. Fragment zhruba 4,7 kb je fragment
nukleotidu 4677 zodpovedajlci poloham nukleotidu 217 aZ 4893 podla Shade a
kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986).

Na amplifikaciu fragmentov B19 zhruba 700 bp, 370 bp a 214 bp sa

pouzivaju priméry udané v tabufke 1.
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Tabulka 1

Oblast  Sekvencia Produkt PCR Gendmova
priméru

VP-5  AGGAAGTTTGCCGGAAGTTC (&. id. sekvencie: 36) 370 bp VP1
VP-3 GTGCTGAAACTCTAAAGGTG (¢. id. sekvencie: 37) 370 bp VP1

VP2-5 GACATGGATATGAAAAGCCTGAAG (¢. id. sekvencie. 38) 214 bp
VP1/VP2

VP2-3 GTTGTTCATATCTGGTTAAGTACT (&. id. sekvencie: 39) 214 bp

VP1/VP2

K-1sp ATAAATCCATATACTCATT (&. id. sekvencie: 40) 700 bp
VP1NP2

K-2sp CTAAAGTATCCTGACCTTG (¢. id. sekvencie: 41) 700 bp
VP1NP2

Pre tento experiment sa PCR uskuto&iuje v koneénom objeme 100 pl
s pouzitim 2 pl purifikovanej DNA parvovirusu B19 (purifikacia podla opisu
vy§sie), po 0,2 mM kazdého deoxynukleotid-trifosfatu a 1,25 jednotiek Pfu DNA
polymerazy (Stratagene, La Jolla, CA). Amplifikany profil zahriiuje denaturéaciu
pri teplote 84 °C pocCas 2 minut, anelovanie priméru pri 37 °C poéas 3 minit a
extenziu pri 72 °C pocCas 3 minut po 35 cyklov. Predbezna inkubacia 3 minuty
pri 84 °C kvoli zaisteniu poCiatonej denaturacie a kone¢na pocas 7 min(t pri
teplote 72 °C kvoli zaisteniu pinej extenzie fragmentov predchadza pred tymito
35 PCR cyklami, resp. nasleduje po nich. PCR produkty sa podrobia
elektroforéze na 7 % polyakrylamidovych géloch, zafarbia etidium-bromidom a
vizualizuju pod zdrojom ultrafialového svetla. Purifikacia amplifikovanych

fragmentov sa uskuto¢riuje pomocou stpravy QiaQuick PCR (QIAGEN).

PCR na amplifikaciu fragmentu 370 bp B19 sa uskutocriuje, ked sa pas
700 bp na polyakrylamidovych géloch nezobrazuje. Material 700 bp sa pouZije

pre PCR s pouZitim primérov ukazanych v tabulke 1.
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Suprava High Fidelity Expand PCR (Roche) sa pouziva na amplifikaciu
fragmentu 4,7 kb parvovirusu B19 nasledujucim spésobom. PouZije sa stuprava
High  Fidelity Expand PCR (Roche) a priméry Hicks-5 (5
CCCGCCTTATGCAATGCAAAT-GGGCAG3") (&islo identifikacie sekvencie 42)
a Hicks 3 (5° TTGTGTTAGGCTGT-CTTATAGGS") (Cislo identifikacie
sekvencie 43) podla odporuceni dodavatela. Podmienky amplifikacie st 94 °C
po¢as 1 minutu, 50 °C pocas 2 minut a 68 °C pocas 4 minut pre 35 alebo 45
cyklov. Uskuto&iiuje sa tiez predbeZna inkubécia pri 94 °C pofas 2 minut a
dodatocna inkubacia pri 75 °C pocas 7 minat. Produkty PCR sa separuji na 1
% agarovych géloch a purifikuji purifikacnou supravou PCR Purification

(Promega, Madison, WI).

Priklad 3
Klonovanie fragmentov DNA parvovirusu B19

Fragmenty PCR sa klonuju do vektorov TOPO-TA (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Klonovanie do tychto vektorov sa znalne ulah¢i, ak amplifikovana DNA
obsahuje pri svojom konci 3" jeden deoxyadenozin (A). V sulade stym sa
pouzZiva katalyticka reakcia na pridanie koncového 3" (A). Reak¢na zmes
obsahuje 1,25 mM dATP, 0,5 jednotiek Taq polymerazy (Perkin Elmer, Boston,

MA) a reakcia pokracuje pri teplote 72 °C pogas 15 mintt.

Fragmenty PCR sa klonujd do vektoru pCR2.1-TOPO s pouZitim
klonovacej stipravy Invitrogen TA (TOPO™ TA Cloning® Git s One Shot TOP10
Electrocompetent Cells) podla Specifikacii vyrobcu. Bakterialne bunky sa
inkubuju pri teplote 37 °C na dostickach Luria Broth obsahujlcich ampicilin
s koncentraciou 100 pg/mi, 0,66 mM IPTG a 0,033 % X-Gal. Niekofko bielych
kolonii sa naockuje do 4 ml ampicilinu Luria - Broth (100 pg/ml) a inkubuje cez
noc pri teplote 37 °C za trepania. 3 ml tychto kultdr sa pouZziju na pripravu DNA
plazmidu pomocou supravy QlAprep Miniprep (QIAGEN). Rekombinantné klony
sa identifikuju restrikénou enzymovou analyzou s EcoRl (New England a

Biolabs) a vykona sa elektroforéza na 7 % polyakrylamidovom alebo 1 %
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agarozovom géli, ako sa opisuje vyssie.

Na stanovenie sekvencii DNA klonov sa pripravi velké mnoZstvo
plazmidov z rekombinantnych klonov ako vy3sie a DNA sa suspenduje v TE (10
mM TRIS-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA) s koncentraciou 0,2 mg/ml. Stanovenie
nukleotidovej sekvencie fragmentu parvovirusu B19 sa uskuto&iuje s pouzitim

systému Applied Biosystems Model 373 (alebo Model 377) DNA Sequencer.

Obrazky 2A az 2U (¢isla identifikacie sekvencie 1 aZ 21 ) zobrazuju
sekvencie DNA z 21 izolatov parvovirusu B19, purifikované, amplifikované a
sekvencované, ako sa opisuje vyssie, zodpovedajlce poloham nukleotidu 2936
az 3635 genomu parvovirusu B19 opisanému v Shade a kol., J. Virol., 58, 921 -
936 (1986) (fragment 700 bp znazorneny na obrazku 1 a opisany vys$ie).
Obrazok 2A (Cislo identifikacie sekvencie 1) je sekvencia z izolatu CH47-26,
obrazok 2B (¢islo identifikacie sekvencie 2) je sekvencia z izolatu CH48-29,
obrazok 2C (Cislo identifikacie sekvencie 3) je sekvencia zizolatu CH33-2,
obrazok 2D (Cislo identifikdcie sekvencie 4) je sekvencia z izolatu CH33-3,
obrazok 2E (Cislo identifikacie sekvencie 5) je sekvencia z izolatu CH33-4,
obrazok 2F (Cislo identifikacie sekvencie 6) je sekvencia z izolatu CH42-7,
obrazok 2G (Cislo identifikacie sekvencie 7) je sekvencia z izolatu CH42-18,
obrazok 2H (Cislo identifikacie sekvencie 8) je sekvencia z izolatu CH42-19,
obrazok 2l (Cislo identifikacie sekvencie 9) je sekvencia z izoldtu CH48-23,
obrazok 2J (Cislo identifikacie sekvéncie 10) je sekvencia zizolatu CHI-1,
obrazok 2K (Cislo identifikacie sekvencie 11) je sekvencia zizolatu CH1-6,
obrazok 2L (Cislo identifikacie sekvencie 12) je sekvencia zizolatu CH2-8,
obrazok 2M (Cislo identifikacie sekvencie 13) je sekvencia z izolatu CH2-10,
obrazok 2N (Eislo identifikacie sekvencie 14) je sekvencia z izolatu CH2-11C,
obrazok 20 (Cislo identifikacie sekvencie 15) je sekvencia z izolatu CH5-13,
obrazok 2P (Cislo identifikacie sekvencie 16) je sekvencia z izolatu CH7-22,
obrazok 2Q (Cislo identifikacie sekvencie 17) je sekvencia z izolatu CH13-27,
obrazok 2R (Cislo identifikacie sekvencie 18) je sekvencia z izolatu CH4-33,
obrazok 2S (Cislo identifikacie sekvencie 19) je sekvencia z izolatu CH62-2,

obrazok 2T (Cislo identifikacie sekvencie 20) je sekvencia z izolatu CH64-2 a
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obrazok 2U (&islo identifikacie sekvencie 21) je sekvencia z izolatu CH67-2.

Obrazky 11A az 11Z (Cisla identifikacie sekvencie 62 aZ 87) znazornuju
sekvencie DNA zdalSich 26 izolatov parvovirusu B19, purifikované,
amplifikované a sekvencované, ako sa opisuje vy$Sie, zodpovedajice poloham
nukleotidov 2936 az 3635 gendmu parvovirusu B19 ako opisuju Shade a kol.,
J. Virol., 58, 921 - 936 (1986) (fragment 700 bp znazorneny na obrazku 1 a
opisany vysSie). Obrazok 11A (Cislo identifikacie sekvencie 62) je sekvencia
z izolatu CH80-1, obrazok 11B (¢
z izolatu CHB81-3, obrazok 11C (&islo identifikacie sekvencie 64) je sekvencia
zizolatu B19SCL1-4, obrazok 11D (Cislo identifikacie sekvencie 65) je

sekvencia z izolatu B19SCL2-1, obrazok 11E (Cislo identifikacie sekvencie 66)

islo identifikacie sekvencie 63) je sekvencia

je sekvencia z izolatu B19SCL3-1, obrdzok 11F (Eislo identifikacie sekvencie
67) je sekvencia zizolatu B19SCL3-1, obrazok 11G (Cislo identifikacie
sekvencie 68) je sekvencia zizolatu B19SCL5-2, obréazok 11H (Cislo
identifikacie sekvencie 69) je sekvencia z izolatu B19SCL6-2, obrazok 111 (Cislo
identifikacie sekvencie 70) je sekvencia zizolatu B19SCL7-3, obrazok 11J
(¢islo identifikacie sekvencie 71) je sekvencia z izolatu B19SCL8-2, obrazok
11K (¢islo identifikacie sekvencie 72) je sekvencia zizolatu B19SCL9-1,
obrazok 11L (Cislo identifikacie sekvencie 73) je sekvencia z izolatu B19SCL9-
9, obrazok 11M (Cislo identifikacie sekvencie 74) je sekvencia zizolatu
B19SCL10-2, obrazok 11N (Cislo identifikacie sekvencie 75) je sekvencia
zizolatu B19SCL11-1, obrazok 110 (Cislo identifikacie sekvencie 76) je
sekvencia z izolatu B19SCL12-1, obrazok 11P (Cislo identifikacie sekvencie 77)
je sekvencia z izolatu B19SCL13-3, obrazok 11Q (&islo identifikacie sekvencie
78) je sekvencia zizoldtu B19SCL14-1, obrdzok 11R (Cislo identifikacie
sekvencie 79) je sekvencia zizolatu B19SCL15-3, obrazok 11S (Cislo
identifikacie sekvencie 80) je sekvencia z izolatu B19SCL16-2, obrézok 11T
(8islo identifikacie sekvencie 81) je sekvencia z izolatu B19SCL17-1, obrazok
11U (&islo identifikacie sekvencie 82) je sekvencia zizolatu B19SCL18-1,
obrazok 11V (Gislo identifikacie sekvencie 83) je sekvencia zizolatu
B19SCL19-1, obrazok 11W (Cislo identifikacie sekvencie 84) je sekvencia
z izolatu B19SCL20-3, obrazok 11X (Cislo identifikacie sekvencie 85) je
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sekvencia z izolatu B19SCL21-3, obrazok 11Y (&islo identifikacie sekvencie 86)
je sekvencia z izolatu B19SCL22-11, obrazok 11Z (Sislo identifikacie sekvencie
87) je sekvencia z izolatu B19SCL2-14.

Porovnanie sekvencii ukazuje zhruba 98 % az 99,5 % sekvenéne;

homologie tejto sekvencie 700 bp medzi réznymi izolatmi.

Obrazky 3A aZ 3C (Cislo identifikacie sekvencie 22) ukazuju sekvenciu
pre fragment zhruba 4,7 kbp PCR znazorneny na obrazku 1 a opisany vyssie
pre klon 2-B1 parvovirusu B19. Sekvencia znazornena na obrazkoch je
nukleotidovy fragment 4677 zodpovedajlci polohdm nukleotidu 217 az 4893
podfa Shade a kol., J. Virol,. 58, 921 - 936 (1986). Znazornena sekvencia
obsahuje otvoreny ¢&itaci ramec pinej dizky parvovirusu B19 kadujici NS1, VP1
a VP2, plus dalSie nepreloZzené sekvencie 5" a 3’. Sekvencovany fragment
obsahuje dal$i nukleotid nekédovacej oblasti 5° medzi nukleotidovymi polohami
367 a 368 sekvencie B19, ako opisuje Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936
(1986).

Obrazky 4A az 4C (Cislo identifikacie sekvencie 23) ukazuju sekvenciu
pre fragment zhruba 4,7 kbp PCR znazorneny na obrazku 1 z klonu 2-B6
parvovirusu B19. Sekvencia predstavuje fragment nukleotidu 4677
zodpovedajuci poloham nukleotidu 217 az 4893, ako opisuje Shade a kol., J.
Virol., 58, 921 - 936 (1986). Zndzornena sekvencia obsahuje otvoreny &itaci
ramec plnej dizky parvovirusu B19 kédujuci NS1, VP1 a VP2 plus dalSie
neprelozené sekvencie 5° a 3°. Sekvencovany fragment obsahuje dal$i
nukleotid v nekodovacej oblasti 5° medzi polohami nukleotidu 367 a 368
sekvencie B19, ako opisuje Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986).

Priklad 4

Klonovanie a expresia rekombinantnych proteinov NS1, VP1 a VP2 parvovirusu
B19

Fragmenty kodujuce NS1, VP1 a VP2 (pozri obrazok 1) sa amplifikuju
s pouzitim fragmentu 4,7 kb parvovirusu B19 klonovaného do pCR2.1-TOPO
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(opisaného vyssie). Konkrétne sa priméry PCR (pozri nizsie) vyberaju pre PCR
z oblasti NS1, VP1 a VP2 parvovirusu B19. Kvéli ulah&eniu klonovania tychto
oblasti sa do restrikénych miest expresnych vektorov kvasiniek Xbal, Hindlll a

Sall zavadzaju priméry podla poziadaviek.

Priméry pouzivané na klonovanie a amplifikaciu fragmentov parvovirusu
B19 pre expresiu rekombinantnych proteinov NS1, VP1 a VP2 kvasiniek sa

zakladaju na sekvenciach ziskanych vy$Sie a su to nasledujuce priméry:

NS1-5 (primér toho istého zmysiu)

5
ATACTCTCTAGACAAAACAAAATGGAGCTATTTAGAGGGGTGCTTCAAGTT
TCT-3°

(Cislo identifikacie sekvencie 44)

NS1-3 (primér opatného zmyslu)
5" GAGTATGTCGACTTACTCATAATCTACAAAGCTTTGCAATCCAGACAGY’

(Cislo identifikacie sekvencie 45)

VP1-5SN (primér tohto istého zmyslu)

5
ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGAGTAAAGAAAGTGGCAAATGGTGGGA
AAGT3’

(Cislo identifikacie sekvencie 46)

VPALL-3 (primér opacného zmyslu)

5
GAGTATGTCGACTTACAATGGGTGCACACGGCTTTTGGCTGTCCACAATT
C3’

(Cislo identifikacie sekvencie 47)
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VP2-5SN (primér toho istého zmyslu)

5
ATACTCAAGCTTACAAAACAAAATGACTTCAGTTAATTCTGCAGAAGCCAG
CACT &

(Cislo identifikacie sekvencie 48)

PCR sa syntetizuju, purifikuji a suspenduji v 300 pl dH,O a stanovia sa
ich opticke hustoty pri 260 nm. Reakéna zmes obsahuje 0,25 ng templatu, 100
pmol kazdého priméru, po 10 ul 1,25 mM kazdého dNTP a 1 jednotku Taq
polymerazy (Perkin Elmer, Boston, MA) v koneénom objeme 50 pl. Podmienky
amplifikacie st 94 °C pocas 1 minuty, 50 °C pocas 2 min(t a 68 °C podas 4
mindt po 35 cyklov. Kvéli zaisteniu pinej extenzie fragmentov sa pridava
dodatoCna inkubacia 7 minut pri teplote 75 °C. Na overenie PCR syntézy
elektroforezou na 1 % agarovom géli sa pouzivaji alikvoty 5 pl. Celkovy
produkt PCR sa potom podrobi elektroforéze a fragmenty vykazujiuce
ocakavané rozmery sa purifikuju z gélov s pouZitim purifikaénej stpravy PCR
Purification (Promega) podla navodov dodévatefa. Zhruba 0,8 ug purifikovanej
PCR DNA sa digestuje s prisluSnymi restrikénymi enzymami (Roche) podas 3
hodin a 37 °C a produkty sa dalej purifikuju pouZitim purifikadnej stpravy

Promega PCR Purification.

Plazmid pBS24.1 sa pouZiva na heterolognu expresiu rekombinantnych
proteinov parvovirusu B19. Tento kvasinkovy expresny vektor obsahuje
sekvencie 2 u a invertované opakované motivy (IR) na autonémnu replikaciu
v kvasinkach, terminator alfa-faktoru na zaistenie ukonéenia transkripcie a leu2-
d a URAS kvasiniek na selekciu. Pévod replikacie Co1E1 a beta-laktamazovy
gén si rovnako pritomné kvéli Sireniu a selekcii v E. coli (Pichuantes a kol.
(1996) "Expression of Heterologous Gene Products in Yeast”. V: Protein
Engineering: A Guide to Design and Production, kapitola 5. J. L. Cleland a C.
Craik, red., Wiley - Liss, Inc., New York, N. Y., str. 129 - 161). Plazmid pBS24.1
sa digestuje BamHI/Sall a defosforyluje s 10 jednotkami alkalickej fosfatazy

telacieho Creva (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) za podmienok
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odporu¢enych dodévatefom. Digerované a purifikované fragmenty PCR sa
zmieSaju s pB524.1 digestovanym BamHlI/Sall a s fragmentom DNA
obsahujicim hybridny promoétor kvasiniek ADH2/GAPDH (Cousens a kol,,
Gene, 61, 265 - 275 (1987) digestovany bud BamHI/Sful alebo BamHi/Hindlil
v zavislosti od restrikénych miest pritomnych vo fragmentoch PCR, ktoré sa
maju klonovat. Ligacia sa vykona supravou Roche Rapid Ligation podla
navodu v tejto slprave. Ligatna zmes sa potom pouzije na transformaciu
HB101 kompetentnych buniek E. coli a transformanty sa selektuji na
mistickach Luria - Broth obsahujicich ampicilin s koncentraciou 100 pg/ml po
inkubacii cez noc pri teplote 37 °C. Na kazdu transformaciu sa vyberie niekofko
kolénii a ofkuje do 3 ml Luria - Broth s ampicilinom s koncentraciou 100 pg/ml

a inkubuje za trepania pri teplote 37 °C cez noc.

DNA plazmidu sa pripravi s pouzitim 1,5 ml kultr a supravy QlAprep
Miniprep (QIAGEN). Rekombinacné klony sa identifikuji analytickou restrikénou
enzymovou analyzou s BamHI-Sall. Pripravy rekombinantnych plazmidov vo
velkom meradle sa vykonaji kvoli sekvencovaniu overenia nuklectidove;

sekvencie fragmentov klonovaného parvovirusu B19.

Expresné plazmidy kvasiniek vykazujuce o€akavanu sekvenciu pre NS1,
VP1 a VP2 sa pouziju na transformaciu kvasiniek nasledujucim spdsobom.
Kompetentné bunky AD3 Saccharomyces cerevisiae (Mat a, trpl+, ura3-52,
prbl-1122, pep4-3, prcl-407, [ciro], ::pDM15(pGAP/ADR1::G418R)], leu2 (AAD))
sa ftransformuju plazmidovymi DNA kédujiucimi NS1, VP1 alebo VP2
klonovanymi, ako sa opisuje vySSie. Volba kvasinkovych rekombinantnych
zloZiek sa dosiahne dvoma priebehmi na uracil-deficientnych mistickach
s nasledujucim jednym priebehom na leucin-deficientnych mistickach po
inkubacii pri teplote 30 °C pogas 48 az 72 hodin. Kultdry potom rasta v leucin-
deficienthom médiu a potom v YEP obohatenom 2 % glukézy (Pichuantes a
kol., Proteins: Struc. Funct. Genet., 6, 324 - 337, (1989)) poéas 48 hodin pred

overenim expresie rekombinantnych proteinov.
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Sekvencie pre rézne proteiny z dvoch réznych izolatov ukazuju obrazky
5 az 10. Konkrétne obrazky 5A (Cislo identifikacie sekvencie 24) a 5B (Cislo
identifikacie sekvencie 25) ukazuji NS1 nukleotidové, resp. proteinové
sekvencie zklonu 2-B1 parvovirusu B19. Obrazky 6A (Cislo identifikacie
sekvencie 26) a 6B (Cislo identifikacie sekvencie 27) ukazuju nukleotidové,
resp. proteinové sekvencie VP1 zklonu 2-B1 parvovirusu B19. Obrazky 7A
(Cislo identifikacie sekvencie 28) a 7B (Cislo identifikacie sekvencie 29) ukazuju
sekvencie nukleotidu, resp. proteinu VP2 zklonu 2-B1 parvovirusu B19.
Obrazky 8A (Cislo identifikacie sekvencie 30) a 8B (Cislo identifikacie sekvencie
31) ukazuju sekvencie nukleotidu, resp. proteinu NS1 z klonu 2-B1 parvovirusu
B19. Obrazky SA (Cislo identifikacie sekvencie 32) a 9B (Cislo identifikacie
sekvencie 33) ukazuju sekvencie nukleotidu, resp. proteinu VP1 z klonu 2-B6
parvovirusu B19. Obrazky 10A (&islo identifikacie sekvencie 34) a 10B (Cislo
identifikacie sekvencie 35) ukazuju sekvencie nukleotidu, resp. proteinu VP2

z klonu 2-B6 parvovirusu B19.

Priklad 5

Detekcia a kvantitativne vyhodnotenie DNA parvovirusu B19 pomocou
TagMan™

Selektivny diagnosticky spdsob detekcie infekcie parvovirusom B19 sa
navrhuje nasledujucim spbésobom. Konkrétne sa pouzije spésob PCR
TaqManTM na detekciu a kvantitativne vyhodnotenie DNA parvovirusu B19.
Kvantitativna PCR vyzaduje u€innu extrakciu nukleovej kyseliny. Objem krvnegj
plazmy/krvného séra pouzitého na extrakciu DNA rovnako ovplyviuje citlivost
detekcie. Pouzivaju sa dva spdsoby na izolaciu nukleovej kyseliny z 0,5 ml
plazmy/séra. Konkrétne sa DNA extrahuje (a) vazbou na silikagél a (b)

anelovanim na cielovo Specifické oligonukleotidy.

(a) lzolacia nukleovej kyseliny vazbou na silikagél
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Za pritomnosti vysokych koncentracii chaotropnej soli, ako je
guanidinium-izotiokyanat, sa nukieové kyseliny viazu na silikagél. Nukleove
kyseliny s malou velkostou molekuly sa viaZzu na silikagel ucinnejSie za
podmienok kyslého pH. Viazané nukleové kyseliny sa G€inne eluuju
v alkalickom pufre s nizkym obsahom soli pri vysokych teplotach. PouZitie
magnetizovanych guliek namiesto bezného silikagélu znaéne ulahéuje
premyvacie a eluatné kroky izolacie nukleovych kyselin. Magneticka faza sa
pouziva na zachytenie Castic silikagélu s naviazanou nukleovou kyselinou, ¢im
sa eliminuje centrifugacia poZadovana na sedimentaciu beznych Castic
silikagélu. Pufor na rozruSenie S&truktir pochadza od Organon-Teknika
(Durham, NC). Tento pufor obsahuje guanidinium - izotiokyanat na solubilizaciu
proteinov a inaktivnej RNAzy a DNAzy. Detergent Triton X-100 dalej ulahCuje
solubilizaciu a rozbitie bunkovych Struktiar a nuklearnych proteinov, ¢im sa
uvolfiuje nukleova kyselina. Cinidlo na rozrusenie $truktdr sa okysli kvéli
zvySeniu vazby nukleovej kyseliny a pouZije sa 50 pl alkalického elua¢ného
pufra na eluaciu viazanej nukleovej kyseliny. Po izolacii nukleovej kyseliny sa
stanovi pritomnost DNA parvovirusu vykonanim spésobu TaqManTM PCR, ako

sa opisuje nizsie.

(b) Izolacia nukleovej kyseliny anelovanim cielovo Specifickych oligonukieotidov

| ked pouzitie magnetizovanych silikagélovych guliek znac¢ne ulahcuje
rychle a fahké spracovanie v priebehu premyvacich a eluanych krokov, je
izolacia nukleovej kyseliny stale pracna a ¢asovo naro¢na. Preto sa pouziva
jednostupfiové zachytenie Specifickej cielovej nukleovej kyseliny z krvnej
plazmy alebo krvného séra pomocou magnetickych guliek. Aby sa mohol tento
krok pouzit na Siroké rozmedzie ski$ok zachytenia virusovych nukieovych
kyselin, pouzivaju sa generické magnetické gulécky spojené soligo dT.
Magnetické oligo (dT) gulécky Sera-Mag (Seradyn, Indianapolis, IN) s oligo dT
dizky 14 mérov sa pouzivaju v kombinacii so zachytavajicimi oligonukleotidmi
obsahujucimi 20 poly A" pri konci 3" priliehajtcom k pouZitej sekvencii

$pecifickej pre parvovirus (urenej na konci nizsSie opisanej sekvencie).
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Zachytavajlce oligonukleotidy opaéného zmyslu sa odvodzuji od

fragmentu 700 bp a su to nasledujlice oligonukleotidy:

VSPC1 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCCTTAACAGCAATTTCTGATA (nt
3492 az 3514) (*)

(Cislo identifikacie sekvencie 49)

VSPC2 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACGCCCTGTAGTGCTGTCAG (nt 3549
az 3568)

(Cislo identifikacie sekvencie 50)

VSPC3 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATATACCCAAATAGGAAGTTCTG (nt
3639 a2 3660)

(Cislo identifikacie sekvencie 51)

VSPC4 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATAAAATGCTGATTCTTCACTTGC (nt
3737 az 3759)

(Cislo identifikacie sekvencie 52)

VSPC5 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGCTGTACCTCCTGTACCTA (nt 3789
a2 3808)

(Cislo identifikacie sekvencie 53)

VSPC6 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCCCTCTAAATTTTCTGGG (nt 3838
az 3857)

(Cislo identifikacie sekvencie 54)
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VSPC7 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAACTCCTAATGTGTCAGGAACC (nt 3910
az 3929)

(Cislo identifikacie sekvencie 55)
(*) Cislovanie nukleotidov je podra Shade a kol., J. Virol., 58, 921 - 936 (1986).

Magnetické guléCky sa suspenduju v pufri kvoli rozpusteniu Struktur
Novagen (Madison, WI) a rad siedmich zachytavajucich oligonukleotidov
(VSPC1 az VSPC7, opisanych vy$Sie) sa testuje individualne alebo
v kombinécii kvoéli zachyteniu parvovirusu B19 DNA z panelu FDA Center for
Biologic Evaluation and Research, U. S. Department of Health and Human
Services (FDA - CBER).

(c) Premyvanie guliek premyvacim pufrom

Po zachyteni sa gulécky premyju s pufrom obsahujicim 10 mM Hepes,
pH 7,5 v 0,3 M NaCl a 0,5 % NP-40. Po spracovani séra pufrom kvoli
rozpusteniu Struktar, hybridizacii, magnetickej adsorpcii guliek a odstraneni
pufra kvoli zachyteniu S$truktar sa ku gul6ckam prida 1,5 ml premyvacieho
pufra. Po beZnom mieSani virivym pohybom, magnetickej adsorpcii a
odstraneni premyvacieho pufra sa gulécky premyja druhykrat 0,5 ml toho istého
pufra, takZze sa moézu zhustit kvoli fahkej suspenzii v 100 ml univerzélneho pufra
PCR obsahujuceho vsetky zlozky pre Tagmanovu skasku. Gulécky so
zachytenou DNA sa preved( na dosticku TagMan™ kvéli detekcii PCR
TaqManTM, ako sa opisuje niZSie. Niekolko oligonukleotidovych kombinacii je

uéinnych pri zachyteni B19, ako detekuje skiska TagqMan™

Spésob TagMan™ menovite zachytava znadenl cielova nukleovd
kyselinu ako amplikony DNA. Alternativou je amplifikacia zachytenej cielovej
latky ako RNA. Na tento ugel oligonukleotidy amplifikacie obsahuju primér
Specificky pre parvovirus B19 s prométorovou sekvenciou T7 na tvorbu
amplikénu RNA RNA polymerazou T7. Amplifikaéné priméry (VSA1 - A3

opisované nizZ$ie) odvodené od sekvencie 700 bp zodpovedajucej nukleotidom
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2936 aZz 3635 genomu parvovirusu B19 opisované v Shade a kol., J. Virol,. 58,
921 - 936 (1986) sa testuju na ich schopnosti amplifikacie. Pouzivaju sa

nasledujlce priméry:

Priméry amplifikécie viakna rovnakého zmyslu

VSA1 -
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCATATACTCATTGGACTGT
(nt 2942 az 2961) (Cislo identifikacie sekvencie 56)

VSAZ2 -
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAAGGCCAGAGCACCATTATAA (nt
3272 az 3288) (Cislo identifikacie sekvencie 57)

VSA3 -
AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGAGAAGGCACAATGCCAGTGT-
GGAAA (nt 3317 a2 3333) (&islo identifikacie sekvencie 58)

VSP2 - GTGCTGAAACTCTAAAGGT (primér opagného zmyslu - nt 3424 az
3442) (Cislo identifikacie sekvencie 59)

Reakcéné zlozky slpravy RNAamplifire (Qiagen) sa pouZivaju na
zistovanie Gcinnosti amplifikacie s pouZitim 50 kopii parvovirusu DNA ako ciela
v kone¢nom objeme 20 ml. Amplifikaéné priméry sa testuju jednotlivo alebo
v kombinacii s pouZitim VSP2 ako druhého priméru. Po 1 hodine inkubacie pri
teplote 42 °C podla odporuéeni vyrobcu sa alikvét amplifikovaného materialu
zriedi 100 krat kvoli detekcii skugkou TagMan™ kvoli vyhodnoteniu G&innosti
amplifikaénych primérov. Kombinacia dvoch amplifikagnych primérov VSA2 a

VSA3 s VSP2 je vysoko ucinna pri tvorbe amplikonov RNA.

Citlivost skigky TagMan™, vhodnost PCR primérov a optimalne reakéné

podmienky sa stanovia pouzitim DNA plazmidu s obsahom vy$Sie opisaného

32 243/B



57

fragmentu 4,7 kb. Tento fragment zahrfiuje oblast VP1 rovnako tak ako oblasti
NS1 a VP2 (pozri obrazok 1). PouZivaju sa amplifikatné priméry odvodené od
oblasti VP1, ako sa opisuje podrobne nizsie. Cislovanie je podla autorov Shade
a kol., J. Virol.,, 58, 921 - 936 (1986). X znazoriuje 5°-fluorescein- fosforamidit a
Z DABCYL-dT, obe latky mozno ziskat od Glen Research Corporation, Sterling,
VA. Cisla na pravej strane sekvencie udavaju nukleotidy v priméroch zo

sekvencie parvovirusu B19.

VSP1 - GGAGGCAAAGGTTTGCA (primér toho istého zmyslu - nt 3334 az

3350) (&islo identifikacie sekvencie 60)

VSP2 - GTGCTGAAACTCTAAAGGT (primér opaéného zmyslu - nt 3424 az
3442) (Cislo identifikacie sekvencie 59)

VSPPR1 - XCCCATGGAGATATTTAGATTZ (sonda - nt 3379 az 3398) (Cislo

identifikacie sekvencie 61)

Vpara 8: TCCATATGACCCAGAGCACCA (nt 3262 az 3460) (Cislo identifikacie

sekvencie 88)

Vpara 9: TTTCCACTGGCATTGTGGC (primér opaéného zmyslu - nt 3313 az

3331) (Cislo identifikacie sekvencie 89)

Vpara10: X AGCTAGACCTGCATGTCACTG Z, kde X je Fam a Z je Tamra (nt
3286 az 3310) (Cislo identifikacie sekvencie 90)

Koncentracia DNA plazmidu sa urCi spektrofotometricky a vykona sa
sériové zriedenie za ziskania 5000 az 10 kopii/20 pl. Reakénd zmes

v kone¢nom objeme 50 pl obsahuje 20 ul vzorky, 1 x Gold Tag amplifikacny
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pufor (Perkin Eimer) s 3,2 mM chloridu horegnatého, po 300 uM kazdého
dNTP, 1 pmdl kazdého z amplifikaénych primérov, 0,4 pmél sondy a 1 jednotku
enzymu AmpliTag. Reakéné podmienky st 10 minGt pri teplote 90 °C kvali
aktivacii enzymov s nasledujtcimi 45 cyklami 30 sekund pri 95 °C striedavo so
60 °C v sekven¢nom detektore ABI 7700.

Pri pouZiti paru primérov VSP1 a VSP2 generujtcich produkt PCR 109
bp a sondy VSPPR1 mozno detekovat len 10 képii/skidka. Pretoze objem
vzorky je 20 ul, v koneénom objeme 50 ul, ukazuje sa, Ze spésobom TagMan™
mozno extrahovat' a detekovat vzorky krvnej plazmy obsahujlce iba 50 képii/ml
DNA parvovirusu B19. KedZe parvovirus je virus s vysokym titrom, mozno

extrahovat a pouZivat' na analyzu objemy krvnej plazmy/séra 50 pl.

Pri pouziti vzorky pozitivnej na DNA parvovirusu B19 FDA-CBER (106
képii/ml) detekuje sposob TagMan™ uz 50 kopii na skusku. S ciefom korelovat
nukleovl kyselinu s imunitnym titrom sa mnozstvo DNA vyjadruje kvantitativne

v niekolkych vzorkach pozitivnych na protilatku.

Opisuju sa teda nové sekvencie parvovirusu B19 a detek&né skisky
s pouZitim tychto sekvencii. Z opisu vy$$ie si mozno uvedomit, Ze i ked sa tu
kvoli ilustracii opisuju rézne $pecifické vyhotovenia tohto vynalezu, mozno

vykonavat ré6zne modifikacie bez odchylky od ducha a obsahu vynalezu.

32 243/B



59

PATENTOVE NAROKY

1. Sposob detekcie [fudského parvovirusu B19 v biologickej vzorke,

vyznacujuci sa tym, Ze zahriiuje:

izolaciu nukleovych kyselin z biologickej vzorky, u ktorej je podozrenie,
ze obsahuje fudsky parvovirus, kontaktovanim pevného nosi¢a obsahujticeho
zachytené nukleové kyseliny asociované s biologickou vzorkou za podmienok
hydrolyzy, v ktorej viakna ciefovych nukleovych kyselin, pokial su pritomné
v biologickej vzorke, hybridizuji so zachytenymi nukleovymi kyselinami, a

oddelenie tohto pevného nosi¢a od vzorky,

amplifikaciu izolovanych nukleovych kyselin za pouZitia priméru
rovnakého a opaéného zmyslu, kde kazdy z primérov ma dizku nie viac ako 60
nukleotidov a je dostatocne komplementarny k ¢asti viaken rovnakého a

opacneho zmyslu cielovych nukleovych kyselin kvéli hybridizacii s nimi, a

detekciu pritomnosti amplifikovanych nukleovych kyselin ako indikéciu

pritomnosti ludského parvovirusu B19 vo vzorke.

2. Spbsob podla naroku 1, vyznacujuci sa tym, Ze pevny nosi¢ zahriuje

gulddky.

3. Spdsob podla naroku 2, vyznacujici sa tym, Ze gul6&kami s

magnetické guléCky.

4. Spdsob podla akéhokolvek z narokov 1 az 3, vyznacujici sa tym, Ze
zachytené nukleové Kkyseliny dalej obsahuji homopolymérny retazec pre

naviazanie zachytenych nukleovych kyselin na pevny nosic.
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5. Sposob podla naroku 4, vyznacujuci sa tym, ze homopolymérnym

nosi¢om je polyA retazec.

6. Spdsob podla akéhokolvek z narokov 1 az 5, vyznacujici sa tym, Ze
zachytené nukleové kyseliny obsahuju jeden alebo viacero oligonukleotidov
vybranych zo suboru obsahujuceho oligonukleotid obsahujici sekvenciu
TCCTTAACAGCAATTTCTGATA, oligonukleotid  obsahujuci  sekvenciu
CGCCCTGTAGTGCTGTCAG, oligonukleotid obsahujlci sekvenciu
TATACCCAAATAGGAAGTTCTG, oligonukleotid  obsahujaci  sekvenciu
TGCTGATTCTTCACTTGC, oligonukleotid obsahujuci sekvenciu
TGCTGTACCTCCTGTACCTA, oligonukleotid obsahujuci sekvenciu
GCCCTCTAAATTTTCTGGG, oligonukleotid obsahujlci sekvenciu
CTCCTAATGTGTCAGGAACC, oligonukleotid maijici aspon 90 % identitu

sekvencie k oligonukleotidu obsahujucemu sekvenciu
TCCTTAACAGCAATTTCTGATA, oligonukleotid majlci aspori 90 % identitu
sekvencie k oligonukleotidu obsahujicemu sekvenciu
CGCCCTGTAGTGCTGTCAG, oligonukleotid majici aspon 90 % identitu
sekvencie k oligonukleotidu obsahujicemu sekvenciu
TATACCCAAATAGGAAGTTCTG, oligonukleotid majuci aspori 90 % identitu
sekvencie k oligonukleotidu obsahujucemu sekvenciu
TGCTGATTCTTCACTTGC, oligonukleotid majuci aspoii 90 % identitu
sekvencie k oligonukleotidu obsahujucemu sekvenciu
TGCTGTACCTCCTGTACCTA, oligonukleotid majuci asponn 90 % identitu
sekvencie k oligonukleotidu obsahujucemu sekvenciu
GCCCTCTAAATTTTCTGGG a oligonukleotid majuci aspon 90 % identitu
sekvencie k oligonukleotidu obsahujucemu sekvenciu
CTCCTAATGTGTCAGGAACC.
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7. Spdsob podla akéhokolvek z narokov 1 az 5, vyznacujuci sa tym, ze
zachytené nukleové kyseliny obsahuju jeden alebo viacero oligonukleotidov
vybranych zo suboru obsahujuceho oligonukleotid majlci Eislo identifikacie
sekvencie alebo SEQ ID NO: 49, oligonukleotid majici SEQ ID NO: 50,
oligonukleotid majuci SEQ ID NO: 51, oligonukleotid majici SEQ ID NO: 52,
oligonukleotid majuci SEQ ID NO: 53, oligonukleotid majuci SEQ 1D NO: 54,
oligonukleotid majtci SEQ ID NO: 55, oligonukleotid majuci aspofi 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 49, oligonukleotid majuci aspori 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 50, oligonukleotid majuci asponn 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 51, oligonukleotid majuci aspon 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 52, oligonukleotid majaci aspon 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 53, oligonukieotid majlci aspofi 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 54 a oligonukleotid majtci aspon 90 % identitu
sekvencie k SEQ ID NO: 55.

8. Spbsob podia akéhokolvek z narokov 1 az 7, vyznacujuci sa tym, Ze:

a) primér toho istého zmyslu obsahuje (i) SEQ ID NO: 60 alebo
nukleotidovll sekvenciu majlcu aspon 90 % identitu tejto sekvencie alebo (ii)
SEQ ID NO: 88 alebo nukleotidovil sekvenciu majucu aspon 90 % identitu tejto

sekvencie a

b) primér opaéného zmyslu obsahuje (i) SEQ ID NO: 59 alebo
nukleotidovl sekvenciu majucu aspon 90 % identitu tejto sekvencie, ked primér
toho istého zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 60 alebo nukleotidovi sekvenciu
majlcu aspoii 90 % identitu tejto sekvencie alebo (ii) SEQ ID NO: 89 alebo
nukleotidovl sekvenciu majticu aspofi 90 % identitu tejto sekvencie, ked primér
toho istého zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 88 alebo nukleotidovli sekvenciu

majlcu aspon 90 % identitu tejto sekvencie.

9. Sposob podra akéhokolvek z narokov 1 az 8, vyznaéujuci sa tym, Ze

amplifikdcia zahriiuje polymerazovi retazovu reakciu alebo RT-PCR,
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amplifikaciu sprostredkovant transkripciou, fluorogénnu 5° nukleazovi skisku

alebo ich kombinacie.

10. Spodsob podla naroku 9, vyznaujici sa tym, Ze amplifikacia
zahriiuje fluorogénnu 5° nukledzovu skasku pouzivajucu primér rovnakého
zmyslu a primer opacného zmyslu a detekcia sa uskuto&fiuje s pouzitim aspor

jednej sondy obsahujucej detegovatelnt znacku.

11. SpOsob podla naroku 10, vyznacujici sa tym, Ze detegovatelnou
znackou je fluorescentnd znacka zvolena zo sUboru obsahujiceho 6-
karboxyfluorescein alebo 6-FAM, tetrametylrodamin alebo TAMRA a 2" 4°,5°,7"-

tetrachloér-4,7-dichlorfluorescein alebo TET.

12. Spbsob podla naroku 11, vyznacujici sa tym, e sonda dalej

obsahuje detegovatelné znacky na konci 5" a konci 3”.

13. Spbsob podfa naroku 12, vyznacujlci sa tym, Ze aspof jedna
sonda nie je dlhsia ako 50 nukleotidov a obsahuje (i) SEQ ID NO: 61, pokial
primér rovnakého zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 60 alebo nukleotidovi
sekvenciu majucu aspoil 90 % identitu tejto sekvencie alebo (i) SEQ ID NO:
80, pokial primér rovnakého zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 88 alebo

nukleotidov( sekvenciu majicu aspon 90 % identitu tejto sekvencie.

14. Spbsob podla akéhokolvek z narokov 1 aZ 13, vyznacujlci sa tym,

Ze je pritomna vnutorna kontrolna sekvencia.

15. Spbsob podla naroku 14, vyznacujlci sa tym, Ze vnutorna kontrolna

sekvencia je odvodena od nukleotidovej sekvencie SEQ ID NO: 92.
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16. Spdsob podla naroku 15, vyznadujici sa tym, Ze obsahuje dalej

detegovatefne znacenu sekvenéni sondu pre vnatornu kontrolnd sekvenciu.

17. Spbsob detekcie [udského parvovirusu B19 v biologickej vzorke,
pouZivajuci fluorogénnu 5° nukledzovi skusku, vyznadujuci sa tym, Ze

zahriuje:

(a) izolaciu nukleovych kyselin zbiologickej vzorky, u ktorej je
podozrenie, Ze obsahuje fudsky parvovirus B19, kontaktovanim magnetickych
gulécok obsahujucich zachytené nukleové kyseliny asociované s biologickou
vzorkou za podmienok hydrolyzy, v ktorej viakna cielovych nukleovych kyselin,
pokial st pritomné v biologickej vzorke, hybridizuji so zachytenymi nukleovymi
kyselinami, pricom zachytené nukleové kyseliny obsahuju jeden alebo viacero
oligonukleotidov vybranych zo sboru cbsahujiuceho SEQ ID NO: 49 az SEQ ID
NO: 55 a oddelenie tychto magnetickych gulééok od vzorky,

(b) amplifikaciu nukleovych kyselin s pouZitim priméru rovnakého a
opaéného zmyslu, kde kazdy z primérov méa dizku nie viac ako 60 nukleotidov a
je dostatoCne komplementarny k Casti vlakien rovnakého a opaéného zmyslu
izolovanej nukleovej kyseliny kvoli hybridizacii s nimi, pricom (i) primér
rovnakého zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 60 a primér opacného zmyslu
obsahuje SEQ ID NO: 59 alebo (ii) primér rovnakého zmyslu obsahuje SEQ ID
NO: 88 a primér opacného zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 89, a

(c) detekciu pritomnosti amplifikovanych nukleovych kyselin s pouzitim
sondy, ktora nie je dlhSia ako 50 nukleotidov a ktora obsahuje (i) nukleotidovu
sekvenciu SEQ ID NO: 61, pokial primér rovnakého zmyslu obsahuje SEQ ID
NO: 60 alebo (i) nukleotidova sekvenciu SEQ ID NO: 90, pokial primér
rovnakého zmyslu obsahuje SEQ ID NO: 88, ako indikaciu pritomnosti

ludského parvovirusu B19 vo vzorke.
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18. Spbsob podla naroku 17, vyznacujici sa tym, ze je pritomna

vnutorna kontrolna sonda.

19. Spdsob podla naroku 18, vyznacujuci sa tym, Zze vnitorna kontrolna

sekvencia je odvodena od nukleotidovej sekvencie SEQ ID NO: 92.

20. Spbsob podfa naroku 19, vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje dalej

detegovatelne znalenu sekvencnu sondu pre vnutornd kontrolnd sekvenciu.

21. Suprava na detekciu fudského parvovirusu B19 v biologickej vzorke,

vyznacujlca sa tym, Ze obsahuje:

zachytené nukleove kyseliny obsahujuce jeden alebo viacero
oligonukleotidov vybranych zo suboru obsahujuceho SEQ ID NO: 49 az SEQ ID
NO: 55;

dvojicu oligonukleotidovych primérov, kde kazdy z oligonukleotidovych
primérov. ma dizku nie vadsiu ako 60 nukleotidov a (i) jeden
z oligonukleotidovych primérov obsahuje SEQ ID NO: 60 a druhy
z oligonukleotidovych primérov obsahuje SEQ ID NO: 59 alebo (ii) jeden
z oligonukleotidovych primérov obsahuje SEQ ID NO: 88 a druhy
z oligonukleotidovych primérov obsahuje SEQ ID NO: 89, a

pisomné instrukcie na identifikaciu pritomnosti fudského parvovirusu
B19.

22. Suprava podla naroku 21, vyznacéujlca sa tym, Ze obsahuje dalej

polymerazu a pufry.

23. Suprava podla naroku 21, vyznaéujica sa tym, Ze obsahuje dalej

oligonukleotidove sondy obsahujuce detegovatelnu znacku.
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24. Suprava podla naroku 23, vyznacujtica sa tym, Ze detegovatelnou
znackou je fluorescentnd znaCka zvolena zo suboru obsahujuceho 6-
karboxyfluorescein alebo 6-FAM, tetrametylrodamin alebo TAMRA a 2°,4°,5",7"-

tetrachlor-4,7-dichlérfluorescein alebo TET.

25. Suprava podfa naroku 24, vyznacujica sa tym, Ze sonda dalej

obsahuje detegovatelné znacky na konci 5" a konci 3.

26. Suprava podla naroku 25, vyznacujlica sa tym, Zze aspoi jedna
sonda nema dizku vaésiu ako 50 nukleotidov a obsahuje (i) nukleotidovu
sekvenciu SEQ ID NO: 61, pokial jeden z oligonukleotidovych primérov
obsahuje SEQ ID NO: 60 alebo (ii) nukleotidovu sekvenciu SEQ ID NO: 90,
pokial jeden z oligonukleotidovych primérov obsahuje SEQ ID NO: 88.

27. Suprava podla naroku 21, vyznacujica sa tym, Ze obsahuje dale]
vnatorn( kontrolu, ktora je odvodena od nukleotidovej sekvencie SEQ ID NO:
92.

28. lzolovany polynukleotid, ktory obsahuje nukleotidovi sekvenciu
obsahujtcu akukolvek z nukleotidovych sekvencii znazornenych na obrazkoch
3A az 3C alebo obrazkoch 4A azZ 4C.

29. Polynukleotid podla naroku 28, ktory obsahuje nukleotidovu

sekvenciu znazornenl na obrazkoch 3A az 3C alebo obrazkoch 4A az 4C.

30. lzolovany polynukleotid, ktory obsahuje nukleotidovt sekvenciu
obsahujtcu akukolvek z nukleotidovych sekvencii zndzornenych na obrazkoch
2A az 2U alebo obrazkoch 11A az 11Z.
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<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<160> 92

<170>

<210> 1

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223> Opis
<400> 1

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccecc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcccgcag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggagtacaag
aagtacccat

<210> 2

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 2

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgecag
agtcccataa
tttttttcac
gatttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210> 3
<211> 700
<212> DNA

2301-

17194 .40

PatentIn Ver. 2.

umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umele)j sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ccaaaagcat
ccagacagtt
ctagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

ZOZNAM SEKVENCII

CHIRON CORPORATION

Umelda sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgecce
aaccccatgg
tcagcattta
agaaattgct
cactaccggg
gcaaggtcag

Umeli sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag

.tttaatccca

ccacaatgcc
aactccatgg
tcagcaccta
agaaattgcet
cactacaggg
gcaaggtcag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaact
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgcce
gatactttag

Diagnostické skusky pre parvovirus B19

izolat CH47-26

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolat CH48-29

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttactgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaatttg
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgece
ctcagaacaa
agggggtggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

PN



<213>

<220>
<223>

<400> 3

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctccecgeag
agtcccataa
tttttttcac
gatttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

<210> 4

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 4

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gatttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

<210> 5

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 5

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctccecgecag
agtcccataa
tttttttcac
gatttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ccaaaagcat
ccagacagtt
ctagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ccaaaagcat
ccagacagtt
ctagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ccaaaagcat
ccagacagtt
ctagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aactccatgg
tcagcaccta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umeld sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcecg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aactccatgg
tcagcaccta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgeca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aactccatgg
tcagcaccta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

1zolat CH33-2

gatgaagagc ttttaaaaaa
gactacttta ctttaaaagg
gaagttcccg cttacaacgce
gaagccageca ctggtgcagg
ggggccactt ttactgccaa
tatgacccag agcaccatta
agtggaaagg aggcaaaggt
agatatttag attttaatgc
attgaaaatt atggaagtat
gttaaggatg ttacagacaa
cgcctatget tgttagtaga
gatactttag

izolat CH33-3

gatgaagagc ttttaaaaaa
gactacttta ctttaaaagg
gaagttcccg cttacaacgce
gaagccagca ctggtgcagg
ggggccactt ttactgccaa
tatgacccag agcaccatta
agtggaaagy aggcaaaggt
agatatttag attttaatgc
attgaaaatt atggaagtat
gttaaggatg ttacagacaa
cgcctatgee tgttagtaga
gatactttag

izolat CH33-4

gatgaagagc ttttaaaaaa
gactacttta ctttaaaagg
gaagttcccg cttacaacge
gaagccagca ctggtgecagg
ggggccactt ttactgccaa
tatgacccag agcaccatta
agtggaaagg aggcaaaggt
agatatttag attttaatgc
attgaaaatt atggaagtat
gttaaggatg ttacagacaa
cgcctatgece tgttagtaga
gatactttag

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaacaa
agggggtggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaaaca
agggggtggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaaaaa
agggggtggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700



<210> 6

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>

Umela sekvencia

<223> Opis umelej sekvencie: izolat CH42-7

<400> 6

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

<210> 7

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 7

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcccgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 8

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 8

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccaggcagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umele] sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcecyg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcceca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

gatactttag

Opis umelej sekvencie: izolat CH42-18

gatgaagagc ttttaaaaaa
gactacttta ctttaaaagg
gaagttcccg cttacaacgc
gaagccagca ctggtgcagg
ggggccactt ttagtgccaa
tatgacccag agcaccatta
agtggaaagg aggcaaaggt
agatatttag attttaatgc
attgaaaatt atggaagtat
gttaaggatg ttacagacaa
cgcctatgca tgttagtaga
gatactttag

izolat CH42-19

gatgaagagc ttttaaaaaa
gactacttta ctttaaaagg
gaagttcccg cttacaacgce
gaagccagca ctggtgecagg
ggggccactt ttagtgccaa
tatgacccag agcaccatta
agtggaaagg aggcaaaggt
agatatttag attttaatgc
attgaaaatt atggaagtat
gttaaggatg ttacagacaa

-3-

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
agggggggagc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcce
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg

60

120
180
240

360
420
480
540
600
660
700

60
120

240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



ggggtacagg ttactgacag cactacaggg cgcctatgca tgttagtaga ccatgaatac 660
aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttag

<210> 9
<211> 700
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: izolat CH46-23

<400> 9

attaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctceccegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactyg

ggggtacagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>

10
700
DNA

atactcattg
ttcaancaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccaggcagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcecg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> ymela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 10

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecece
tacccaageca
agtaatcctg
tgtacattte
tctcccecgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

<210> 11
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> ypela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 11

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctccegeag

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgeca
gatactttag

izolat CH1l-1

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccecg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

1zolat CH1-6

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg

~4-

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt

tataaaaaat
tgcagctgec
ctcagaaaaa
aggggggggce
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctectgat

aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagectgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctectgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt

700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240

360
420



agtcccataa
tttttttcac
gctttaactyg
ggggtacagg
aagtacccat

<210> 12
<211> 700
<212> DNA

tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> ypela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 12

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>

13
700
DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggyg
gcaaggtcag

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223>

<400> 13

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteeccgecag
agtcccataa
ttrttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 14
<211> 700
<212> DNA

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 14

ataaatccat atactcattg gactgtagca
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa

cctgtggcee attttcaagg aagtttgeceg
tacccaagca tgacttcagt taattctgca

agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgeca
gatactttag

gatgaagagce
gactacttta

attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolat CH2-8B

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

Opis umelej sekvencie: izolat CH2-10

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacag
tgttagtaga

izolat CH2-11C

ttttaaaaaa
ctttaaaagg

gaagttcccg cttacaacge

gaagccagca

-5-

ctggtgcagyg

tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
aggggggggc

480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240



agtaatcctg
tgtacatttt
tctecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>

15
699
DNA

tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcece
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> ypela sekvencia

<220>
<223>

<400> 15

ctaaatccat
gaaactgggt
cctgtggccee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtacagg
aagtacccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

16
700
DNA

<220>
<223>

<400> 16

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg
ggagtacaag
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

17
700
DNA

<220>
<223>

<400> 17

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
tgtgttaggyg

Opis umelej sekvencie:

gtactcattg
ttcaagcaca
attttcaagyg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
caaggtcagg

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcattta
agaaattgct
cactaccggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgeca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaaag
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
atactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaact
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc

-6-

ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolat CH5-13

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggcagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolat CH7-22

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacge
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolat CH13-27

ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
aggggggggc
cktctgtaact
taaggtgttt
ttgcactatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaatttg
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
699

60

120
180
240
300

420
480
540
600
660
700

ttttaaaaaa tataaaaaat 60



gaaactgggt
cctgtggcecee
tacccaagca
agtaattctg
tgtacatttt
tctcccgeag
agtcccataa
ttttettcac
gctttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

<210> 18
<211> 699
<212> DNA

ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
cgagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> ypela sekvencia

<220>
<223> opis

<400> 18

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccec
tacccaagca
gtaatcctgt
gtacattttc
cteceecgecagce
gtcccataat
ttttttcacc
ctttaactgt
gggtacaggt
agtacccata

<210>
<211>
<212>
<213>

19
700
DNA

<220>
<223>

<400> 19

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacakttt
tctceccgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtacagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

20
700
DNA

<220>
<223>

umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
taaaagcatg
cagacagttt
aagtagctgc
gggatactca
tttagagttt
aaccatatca
tactgacagc
tgtgttaggg

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcaat
tcaaaagcat
ccagacagtt
ccagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

gactgtggca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
tggagtgagg
ttaattccat
cacaatgcca
accccatgga
cagcacttaa
gaaattgctg
actacagggc
caaggtcagg

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggc
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
gggccacttt
atgacccaga
gtggaaaaga
gatatttaga
ttgaaaatta
ttaaagatgt
gcctatgcat
atactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

-7-

ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgctaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolat CH14-33

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagy
tagtgccaac
gcaccattat
ggcaaaggtt
ttttaatgct
tggtagtata
tacagacaaa
gttagtggac

izolat CH62-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

izolAat CHE4-2

tgcagctgcece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatc
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
agggggggga
tctgtaactt
aaggtgtttt
tgcaccatta
ttaaatttat
gctecctgatg
actggagggg
catgaataca

tataaaaaat
tgcagctgcce
ctcagaaaaa
aggggggyggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
699



<400> 20

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcgececgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

21
700
DNA

<220>
<223>

<400> 21

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccecgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtacagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

22
4678
DNA

<220>
<223>

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgcea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtggca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

parvovirusu B19

<400> 22

cccgecttat
ttgtaacggt
gccgcagetce
ctaactaaca
gcttcaagtt
ggatttagac
cttaagcagt
cttttttcaa
ggggccaggg
actttatcac
aggcaaatac
tttaaatgtt
tacttttaga
tactagtact
gaagggaact
agtgtttaca
tagtcacagt

gcaaatgggce
taaaatgggc
tttctttctg
ggtatttata
tcttctaatg
acttctgact
gtggcttcta
gtagaatgta
ttaaacccca
cttgtaactg
tttagagatg
gtatggtgtg
aagggagctt
gatgctgggg
aaggctagca
gaggataagt
ggaagttttc

agccatctta
ggagcgtagg
ggctgetttt
ctacttgtta
ttctggactg
gggaaccact
agcttgactt
acaaatttga
gaaacctcac
aaaatctgaa
gagagcagtt
ttactaatat
gccatgccaa
agtctagcgg
taaagtttca
ggaaactagt
aaattcaaag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagyg
agatacttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaaag
agatatttag
attgaaaatt
gttaaagatg
cgcctatgea
gatactttag

agtgttttac
caaggactac
ttcctggact
acatactaac
tgctaacgat
aactcatact
tactgggggg
agaaggctat
agtgtgtgta
gctaaaattt
tatagaaaac
tgatggacat
gaaaccccgce
cacaggggca
aactatggta
tgactttaac
tgcactaaaa

-8-

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat CH67-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtgga

tataatttta
agtatatata
tacttgctgt
atggagctat
aactggtggt
aacagactaa
ccactagcag
catattcatg
gaggggttat
ttgccaggaa
tatttaatga
atagatacct
atcaccacag
gaggttgtgc
aactggttgt
cagtacactt
ctagcaattt

tataaaaaat
tgcagctgcee
ctcagaaaaa
aggggggyggce
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcce
ctcagaaaaa
aggggggggg
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

ttggtcagtt
gcacagcact
tttttgtgag

ttagaggggt

gctetttact
tggcaatata
ggtgcttgta
tggttattgg
ttaataatgt
tgactacaaa
aaaaaatacc
gtatttctge
ccataaatga
catttaatgg
gtgaaaacag
tactaagcag
ataaagcaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

Opis umelej sekvencie: fragment 4,7 kbp PCR z klonu 2-Bl

60
120
180

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020



taatttagtg
taaaaacaat
gcagcatgtg
tgggcecgeca
atatggcatg
cttggtggtc
tttaggcggg
agtacctgtg
aacaactgta
atgcagccct
taatgcacaa
tggaattaat
cagtatcagc
cctcatcacc
gaccagttca
gtgggaagaa
tgattatgtg
tagtggggga
atggaaattt
taatcccecttt
tgtagattat
ctgtgtatca
ttcaaatatt
ctttgtttga
gtcatcattt
gcagtcatgc
ctgggcaagt
aagctgggcece
gccaactggce
ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga
ccccagaact
atgttaacac
tttatgtttt
cttataagtt
aaatgtacaa
caaaatttag
ggccactagt
aagccttaac
ggccagtgtc
ccatttctca
tgggtagatt
cctactttcce
tgggttctgt
caaatttaga
agccacctce
aatcaatggg
catttaaatt
ccccgcacgce
aacaacacca
tgcacccatt
ccagtaccac

<210> 23

cctactagca
aaaattgtta
ttaaagtgga
agtacaggga
gttaactgga
tgggatgaag
caacccacca
gttataacca
catgctaaag
gacatggggt
agctgggacc
gcagatgccce
agcagtggtg
ccaggcgcect
ggagaatcat
gececttectaca
tgggacggtg
ggcttgggac
cgagaattta
tctgtgctaa
gagtaaagaa
gcaatttgtg
aaaagatcat
cttagttgct
tcaaagtcat
agaacctaga
tagcgtacaa
cccgeaaagt
taagttggga
tataaaaaat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggyg
ccatgaatat
tcctatttgg
acaaggaatt
ggaacacagt
tcctccagtg
ccccttatac
atctttaaca
aaactcagtg
aggccttagce
tcagccgtac
tggtcagacc
tccaaatgaa
caataaagga
atggaacaga
tgacagtttt
tcaaatattt
aattactacc
ggggccecegt
agcaggtcat
cagacatgga
gtaaacactc
ccagactgta

catttttatt
aattgttact
ttgataaaaa
aaacaaactt
ataatgaaaa
gtattattaa
gggtagatca
gcaatggtga
ccttaaaaga
tactaacaga
actatgaaaa
tccacccaga
gtgaaagctce
ggaacactga
ctgtcggaag
cacctttggce
taaggggttt
tttgtcecca
ccccagattt
cctgcaaaaa
agtggcaaat
gaattttatg
tataatattt
cgtattaaaa
ggacagttat
ggagaagatg
ctacccggta
gctgttgaca
ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat
gtatactttc
tctggagaca
tcttttcage
cccccagaaa
ggatcccgct
catgaagacc
tctacaaagg
acaggtacct
caccactggg
acttatggta
aaagaacagc
acccagcaat
agagcccttce
aaaactcagt
ttaaaaatat
ttagttcagt
aaagctacgg
ttaccatatg
tatgaaaagc
cccaccgtge
cctgeccect

gcatacagac
ttgtcaaaac
atgtggcaag
ggcaatggce
ctttccattt
gtctacaatt
aaaaatgcgt
cattactttt
gcgcatggta
ggctgatgta
ctgggcaata
cctccaaacce
tgaagaactc
aaccccgegce
cccagtttece
agaccagttt
acctgtctgt
ttgcattaat
ggtgcgatgt
atgtgcttac
ggtgggaaag
aaaaggttac
ctttagataa
ataaccttaa
ctgaccaccc
cagtattatc
ctaactatgt
gtgctgcaag
atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg
cccctcaata
gcaaaaaatt

ttttaggtac

atttagaggg
taggggttce
atgcaattca
agggagacag
ctcaaaacac
acacagataa
acgctgaaga
taaaacagtt
atacagatca
actatgaaag
ttgcagecett
taccacaaag
atgcegtggg
gacggtggaa
tactatatga
ctgaagaatt
cctcagccag
cctataccta

tttgagcaag
tatgaccccc
aaaaacacac
attgctaaaa
aatgatgtag
gtagaagctg
ggaagtgtag
gttgtaagcg
aagttaaact
caacagtggc
aactacactt
accccaattg
agtgaaagca
tctagtacge
tcegaagttyg
cgtgaactgt
tgtgtgcaac
gtaggggctt
agctgeccatg
ctgtctggat
tgatgataaa
tggaacagac
tccecctagaa
aaactctcca
ccatgcctta
tagtgaagac
tgggcectgge
gattcatgac
gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgcea
gtggagtgag
tttaattceca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcaa
cgettactta
ggcaagtgaa
aggaggtaca
ctgcagtcaa
tgacacatta
gccccaaaac
ctctagtact
tagaatatcc
atatgtcaca
caaagagtat
acagggttta
aattgagcgce
ccagctgtgg
aggaggatgg
tgggccaatt
aattatgaca
tcctcaacct
ccceacagct
gtggacagcc
gatgtgtaac
taagacagcc

ttatgtgtat
tattagtggg
tgtggtttta
gtgttccagt
caggaaaaag
caaaagccat
ctgtgcctgg
ggaacactac
ttactgtaag
ttacatggtg
ttgatttcce
tcacagacac
gcttttttaa
ccatcececegg
tagctgcatce
tagttggggt
atattaacaa
ggtataatgg
tgggagcttce
tgcaaagctt
tttgctaaag
ttagagctta
aacccatcct
gacttatata
tcatccagta
ttacacaagc
aatgagctac
tttaggtata
gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag
acagtaggag
gaatcagcat
gcaactatgt
cacttttatg
ggaggtgacc
ttcatgccag
ggagctggaa
ttacgcectg
ggaataaatg
cagcaaggag
aacatgcaca
cccctaatgg
agtaaaattc
ggtttgcatc
ggaggtatta
gtaaccatga
ggagtgtatc
acagatgcaa
aaaagccegtg
taaacgccceca
taacacaa

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4678



<211> 4678
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

Opis umelej sekvencie:

Umeld sekvencia

parvovirusu B19

<400> 23

ccecgecettat
ttgtaacggt
gcecgecagcetce
ctaactaaca
gcttcaagtt
ggatttagac
cttaagcagt
cttttttecaa
ggggccaggg
actttatcac
aggcaaatac
tttaaatgtt
tacttttaga
tactagtact
gaagggaact
agtgtttaca
tagtcacagt
taatttagtg
taaagacaat
gcagcatgtg
tggaccgceca
atatggcatg
cttggtggtce
tttaggcggy
agtacccgtg
aacaactgta
atgcagccect
taatgcacaa
tggaattaat
cagtatcagce
cctcatcacc
gaccagttca
gtgggaagaa
tgattatgtg
tagtggggga
atggaaattt
taatcccttt
tgtagattat
ctgtgtatca
ttcaaatatt
ctttgtttga
gtcatcattt
gcagtcatgc
ctgggcaagt
aagctgggcece
gccaactggce
ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce

gcaaatgggc
taaaatggge
tttctttetg
ggtatttata
tcttctaatg
acttctgact
gtggcttcta
gtagaatgta
ttaaacccca
cttgtaactg
tttagagatg
gtatggtgtg
aagggagctt
gatgctgggg
aaggctagca
gaggataagt
ggaagttttc
cctactagca
aaaattgtta
ttaaagtgga
agtacaggga
gttaactgga
tgggatgaag
caacccacca
gttataacca
catgctaaag
gacatggggt
agctgggacce
gcagatgcce
agcagtggtg
ccaggcgcect
ggagaatcat
gccttectaca
tgggacggtg
ggcttgggac
cgagaattta
tctgtgctaa
gagtaaagaa
gcaatttgtg
aaaagatcat
cttagttgct
tcaaagtcat
agaacctaga
tagcgtacaa
cccgcaaagt
taagttggga
tataaaaaat
tgcagcetgee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta

agccatctta
ggagcgtagg
ggctgetttt
ctacttgtta
ttctggactg
gggaaccact
agcttgactt
acaaatttga
gaaacctcac
aaaatctgaa
gagagcagtt
ttactaatat
gccatgccaa
agtctagcgg
taaagtttca
ggaaactagt
aaattcaaag
catttttatt
aattgttact
ttgataaaaa
aaacaaactt
ataatgaaaa
gtattattaa
gggtagatca
gcaatggtga
ccttaaaaga
tactaacaga
actatgaaaa
tccaccecaga
gtgaaagctc
ggaacactga
ctgtcggaag
cacctttggce
taaggggttt
tttgtceecea
ccccagattt
cctgcaaaaa
agtggcaaat
gaattttatg
tataatattt
cgtattaaaa
ggacagttat
ggagaagatg
ctacccggta
gctgttgaca
ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccegeag
agtcccataa
tttttttcac

agtgttttac
Caaggactac
ttcctggact
acatactaac
tgctaacgat
aactcatact
tactgggggg
agaaggctat
agtgtgtgta
gctaaaattt
tatagaaaac
tgatggacat
gaaaccccge
cacaggggca
aactatggta
tgactttaac
tgcactaaaa
gcatacagac
ttgtcaaaac
atgtggcaag
ggcaatggcc
ctttccattt
gtctacaatt
aaaaatgcgt
cattactttt
gcgcatggta
ggctgatgta
ctgggcaata
cctccaaacce
tgaagaactc
aaccccgege
cccagtttce
agaccagttt
acctgtctgt
ttgcattaat
ggtgcgatgt
atgtgcttac
ggtgggaaag
aaaaggttac
ctttagataa
ataaccttaa
ctgaccaccce
cagtattatc
ctaactatgt
gtgctgcaag
atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt

-10-

tataatttta
agtatatata
tacttgctgt
atggagctat
aactggtggt
aacagactaa
ccactagcag
catattcatg
gaggggttat
ttgccaggaa
tatttaatga
atagatacct
atcaccacag
gaggttgtgce
aactggttgt
cagtacactt
ctagcaattt
tttgagcaag
tatgaccece
aaaaacacac
attgctaaaa
aatgatgtag
gtagaagctg
ggaagtgtag
gttgtaagcg
aagttaaact
caacagtgge
aactacactt
accccaattg
agtgaaagca
tctagtacgc
tccgaagttg
cgtgaactgt
tgtgtgcaac
gtaggggett
agctgccatg
ctgtctggat
tgatgataaa
tggaacagac
tcecectagaa
aaactctcca
ccatgectta
tagtgaagac
tgggectgge
gattcatgac
gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccyg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta

ttggtcagtt
gcacagcact
tttttgtgag
ttagaggggt
gctetttact
tggcaatata
ggtgcttgta
tggttattgg
ttaataatgt
tgactacaaa
aaaaaatacc
gtatttctgce
ccataaatga
catttaatgg
gtgaaaacag
tactaagcag
ataaagcaac
ttatgtgtat
tattagtggg
tgtggtttta
gtgttccagt
caggaaaaag
caaaagccat
ctgtgcectgg
ggaacactac
ttactgtaag
ttacatggtg
ttgatttcce
tcacagacac
gecttttttaa
ccatcceegg
tagctgcatc
tagttggggt
atattaacaa
ggtataatgg
tgggagcttc
tgcaaagctt
tttgctaaag
ttagagctta
aacccatcet
gacttatata
tcatecagta
ttacacaagc
aatgagctac
tttaggtata
gatgaagagc
gactacttta
gaagttcceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagyg
agatatttag
attgaaaatt

fragment 4,7 kbp PCR z klonu 2-B6

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



atggaagtat
ttacaaacaa
tgttagtaga
ccccagaact
atgttaacac
tttatgttet
cttataagtt
aaatgtacaa
caaaatttag
ggccactagt
aagccttaac
ggccagtgtc
ccatttctca
.tgggtagatt
cctactttec
tgggttctgt
Caaatttaga
agccacctcec
aatcaatggg
catttaaatt
cceegeacge
aacaacacca
tgcacccatt
ccagtaccac

<210> 24
<211> 2049
<212> DNA

agctecctgat
aactggaggg
ccatgaatat
tcctatttgg
acaaggaatt
ggaacacagt
tccteccagtg
ccccttatac
atctttaaca
aaactcagtg
aggccttagce
tcagccecgtac
tggtcagacc
tccaaatgaa
caataaagga
atggaacaga
tgacagtttt
tcaaatattt
aattactacc
ggggccecegt
agcaggtcat
cagacatgga
gtaaacactc
ccagactgta

gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat
gtatactttce
tctggagaca
tcttttcage
cceccagaaa
ggatcceget
catgaagacc
tctacaaagg
acaggtacct
caccactggg
acttatggta
aaagaacagc
acccagcaat
agagcccttc
aaaactcagt
ttaaaaatat
ttagttcagt
aaagctacgg
ttaccatatg
tatgaaaagc
cccaccegtge
cctgccecect

<213> Umela sekvencia

<220>

taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg
cccctcaata
gcaaaaaatt
ttttaggtac
atttagaggg
taggggttcce
atgcaattca
agggagacag
ctcaaaacac
acacagataa
acgctgaaga
taaaacagtt
atacagatca
actatgaaag
ttgcagcecctt
taccacaaag
atgccgtggg
gacggtggaa
tactatatga
ctgaagaatt
cctcagccag
cctataccta

agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcaa
cgcttactta
ggcaagtgaa
aggaggtaca
ctgcagtcaa
tgacacatta
gccccaaaac
ctctagtact
tagaatatcc
atatgtcaca
caaagagtat
acagggttta
aattgagcgce
ccagctgtgg
aggaggatgg
tgggccaatt
aattatgaca
tcctcaacct
ccccacagct
gtggacagcce
gatgtgtaac
taagacagcce

gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag
acagtaggag
gaatcagcat
gcaactatgt
cacttttatg
ggaggtgacc
ttcatgccag
ggagctggaa
ttacgcectg
ggaataaatg
cagcaaggag
aacatgcaca
cccctaatgg
agtaaaattc
ggtttgcate
ggaggtatta
gtaaccatga
ggagtgtatc
acagatgcaa
aaaagccgtg
taaacgccca
taacacaa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4678

<223> Opis umelej sekvencie: NS11 z klonu 2-Bl parvovirusu B19

<400> 24

atactcttcg
gttctggact
tgggaaccac
aagcttgact
aacaaatttg
agaaacctca
gaaaatctga
ggagagcagt
gttactaata
tgccatgcca
gagtctagcg
ataaagtttc
tggaaactag
caaattcaaa
acatttttat
aaattgttac
attgataaaa
aaaacaaact
aataatgaaa
ggtattatta
agggtagatc
agcaatggtg
gccttaaaag
ttactaacag
cactatgaaa
ctccacccag
ggtgaaagcet
tggaacactg

aacaaaacaa
gtgctaacga
taactcatac
ttactggggg
aagaaggcta
cagtgtgtgt
agctaaaatt
ttatagaaaa
ttgatggaca
agaaaccccg
gcacaggggc
aaactatggt
ttgactttaa
gtgcactaaa
tgcatacaga
tttgtcaaaa
aatgtggcaa
tggcaatggce
actttccatt
agtctacaat
aaaaaatgcg
acattacttt
agcgcatggt
aggctgatgt
actgggcaat
acctccaaac
ctgaagaact
aaaccccgeg

aatggagcta
taactggtgg
taacagacta
gccactagca
tcatattcat
agaggggtta
tttgccagga
ctatttaatg
tatagatacc
catcaccaca
agaggttgtg
aaactggttg
ccagtacact
actagcaatt
ctttgagcaa
ctatgaccce
gaaaaacaca
cattgctaaa
taatgatgta
tgtagaagct
tggaagtgta
tgttgtaagc
aaagttaaac
acaacagtgg
aaactacact
caccccaatt
cagtgaaagc
ctctagtacg

tttagagggg
tgctetttac
atggcaatat
gggtgcttgt
gtggttattg
tttaataatg
atgactacaa
aaaaaaatac
tgtatttctg
gccataaatg
ccatttaatg
tgtgaaaaca
ttactaagca
tataaagcaa
gttatgtgta
ctattagtgg
ctgtggtttt
agtgttccag
gcaggaaaaa
gcaaaagcca
gctgtgcctg
gggaacacta
tttactgtaa
cttacatggt
tttgatttcc
gtcacagaca
agcttttcta
cccatccecccg

~-11-

tgcttcaagt
tggatttaga
acttaagcag
acttttttca
gggggccagg
tactttatca
aaggcaaata
ctttaaatgt
ctacttttag
atactagtac
ggaagggaac
gagtgtttac
gtagtcacag
ctaatttagt
ttaaaaacaa
ggcagcatgt
atgggccgece
tatatggcat
gcttggtggt
ttttaggcgg
gagtacctgt
caacaactgt
gatgcagccc
gtaatgcaca
ctggaattaa
ccagtatcag
acctcatcac
ggaccagttc

ttcttctaat
cacttctgac
tgtggcttct
agtagaatgt
gttaaaccce
ccttgtaact
ctttagagat
tgtatggtgt
aaagggagct
tgatgctggg
taaggctage
agaggataag
tggaagtttt
gcctactagce
taaaattgtt
gttaaagtgg
aagtacaggg
ggttaactgg
ctgggatgaa
gcaacccacce
ggttataacce
acatgctaaa
tgacatgggyg
aagctgggac
tgcagatgec
cagcagtggt
cccaggcgec
aggagaatca

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



tctgtcggaa
acacctttgg
gtaaggggtt
ctttgtecce
accccagatt
acctgcaaaa
gacatactc

<210> 25
<211> 671
<212> PRT

gcccagttte
cagaccagtt
tacctgtctg
attgcattaa
tggtgcgatg
aatgtgctta

ctccgaagtt
tcgtgaactg
ttgtgtgcaa
tgtaggggct
tagctgcecat
cctgtctgga

<213> yUmela sekvencia

<220>

gtagctgcat
ttagttgggg
catattaaca
tggtataatg
gtgggagett
ttgcaaagct

cgtgggaaga
ttgattatgt
atagtggggg
gatggaaatt
ctaatccctt
ttgtagatta

agccttctac
gtgggacggt
aggcttggga
tcgagaattt
ttctgtgcta
tgagtaagtc

<223> Opis umelej sekvencie: aminokyseliny NS1 z klonu 2-Bl

parvovirusu Bl9

<400> 25
Met Glu Leu
1

Cys Ala Asn

Asp Trp Glu

Ser Ser Val

50
Cys Leu
65

Tyx

His Ile His

Thr Val Cys

Thr Glu Asn

115

Lys Tyr Phe

130

Lys Ile Pro

145

Ile Asp Thr

Lys Lys Pro

Glu Ser

195

Gly

Thr
210

Gly Lys

Glu Asn

225

Axg

Phe Arg

5
Asp Asn
20

Pro Leu

Ala Ser

Phe Phe

val val

85

val
100

Glu
Leu Lys
Arg Asp

Leu Asn

Gly

Trp

Thr

Lys

Gln

70

Ile

Gly

Leu

Gly

val

Val Leu

Trp Cys

Thr
40

His
Leu Asp
val Glu
Gly Gly
Phe

Leu

Phe
120

Lys

Glu
135

Gln

val Trp

150

Ile
165

Cys

Arg Ile

180

Ser Gly

Ala

Ser

val Phe

Ser

Thr

Thr

Ile

Thr

Ala Thr

Thr Ala

Gly Ala

200

Lys Phe

215

Glu Asp

230

Gln

Ser

25

Asn

Phe

Cys

Pro

Asn

105

Leu

Phe

Cys

Phe

Ile

185

Glu

Gln

Lys

Vval

10
Leu
Arg
Thr
Asn
Gly

90
Asn
Pro
Ile
Val
Arg
170
Asn

val

Thr

Trp

~12-

Ser

Leu

Leu

Gly

Lys

75

Leu

Vval

Gly

Glu

Thr

155

Lys

Asp

val

Met

Lys
235

Ser
Asp
Met
Gly

60
Phe
Asn
Leu
Met
Asn
140
Asn
Gly
Thr
Pro
Val

220

Leu

Asn

Leu

Ala

45

Pro

Glu

Pro

Thr
125

Tyr

Ile

Ala

Serxr

Phe

205

Asn

Val

val

Asp

30

Ile

Leu

Glu

Arg

His

110

Thr

Leu

Asp

Cys

Thr

190

Asn

Trp

Asp

Leu

15

Thr

Tyr

Ala

Gly

Asn

95

Leu

Lys

Met

Gly

His

175

Asp

Gly

Leu

Phe

Asp

Ser

Leu

Gly

8O

Leu

val

Gly

Lys

His

160

Ala

Ala

Lys

Asn
240

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2049



Gln

Ser

Ser

Asn

Leu

305

Lys

Leu

Trp

val

Lys

i85

Gly

Asp

Lys

Ser

Thr

465

Asn

Asp

Gly

Ile

Ile

545

Ser

Tyr
Ala
Thr
Asn
2380
val
Asn
Ala
Asn
val
370
Ala
Ser
Ile
Ala
Pro
450
Trp
TYYX
Leu
Gly
Thr
530

Pro

Glu

Thr

Leu

Phe

27s

Lys

Gly

Thr

Met

Asn

355

Trp

Ile

val

Thr

Leu

435

Asp

Cys

Thr

Gln

Glu

515

Pro

Gly

val

Leu

Lys

260

Leu

Ile

Gln

Leu

Ala

340

Glu

Asp

Leu

Ala

Phe

420

Lys

Met

Asn

Phe

Thr

500

Ser

Gly

Thr

val

Leu

245

Leu

Leu

Val

His

Trp

325

Ile

Asn

Glu

Gly

val

405

val

Glu

Gly

Ala

Asp

485

Thr

Ser

Ala

Ser

Ala
565

Ser

Ala

His

Lys

val

310

Phe

Ala

Phe

Gly

Gly

390

Pro

Val

Arg

Leu

Gln

470

Phe

Pro

Glu

Trp

Ser

550

Ala

Ser

Ile

Thr

Leu

295

Leu

TYyr

Lys

Pro

Ile

375

Gln

Gly

Ser

Met

Leu

455

Ser

Pro

Ile

Glu

Asn

535

Gly

Ser

Ser

Tyr
Asp
280
Leu
Lys
Gly
Ser
Phe
360
Ile
Pro
val
Gly
Val
440
Thr
Trp
Gly
val
Leu
520
Thr

Glu

Trp

His

Lys

265

Phe

Leu

Trp

Pro

val

345

Asn

Lys

Thr

Pro

Asn

425

Lys

Glu

Asp

Ile

Thr

505

Sexr

Glu

Ser

Glu

Ser Gly
250

Ala Thr

Glu Gln

Cys Gln

Ile Asp
315

Pro Ser
330

Pro Val

Asp Val

Ser Thr

Arg Val
395

Val val
410

Thr Thr
Leu Asn
Ala Asp
His Tyr

475

Asn Ala
490

Asp Thr
Glu Ser
Thr Pro
Ser val

555

Glu Ala
570

-13-

Ser

Asn

Val

Asn

300

Lys

Thx

Tyr

Ala
Ile
380
Asp
Ile
Thr
Phe
Val
460
Glu
Asp
Ser
Ser
Arg
540

Gly

Phe

Phe

Leu

Met
285

Tyr

Lys

Gly

Gly

Gly

365

val

Gln

Thr

Thr

Thr

445

Gln

Asn

Ala

Ile

Phe

525

Ser

Ser

Gln

Val

270

Cys

Asp

Cys

Lys

Met

350

Lys

Glu

Lys

Ser

val

430

Val

Gln

Trp

Leu

Ser

510

Phe

Ser

Pro

Thr

Ile

255

Pro

Ile

Pro

Gly

Thr

335

val

Ser

Ala

Met

Asn

415

His

Arxg

Trp

Ala

His

495

Ser

Asn

Thr

val

Pro
575

Gln

Thr

Lys

Leu

Lys

320

Asn

Asn

Leu

Ala

Arg

400

Gly

Ala

Cys

Leu

Ile

480

Pro

Ser

Leu

Pro

Ser

560

Leu



Ala Asp

Gly val

Gly Gly

610
Tyr Asn
625

Ser Cys

Lys Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

26
2380
DNA

<220>
<223> Opis

<400> 26

atactcaagc
taaatttget
agacttagag
agaaaaccca
tccagactta
cttatcatcc
agacttacac
tggcaatgag
tgactttagg
agcagatgaa
aaaagactac
gccggaagtt
tgcagaagcc
tgagggggcec
tccatatgac
tgccagtgga
atggagatat
cttaattgaa
tgctgttaag
agggcgccta
tcaagatact
cttaacagta
tgaagaatca
tacagcaact
tcaacacttt
attaggaggt
aaacttcatg
tactggagct
atccttacgce
cacaggaata
gtatcagcaa
tttaaacatg
gcgecccecta
gtggagtaaa

Gln

Arg

595

Gly

Gly

His

Ala

Phe
580

Arg
Gly Leu
Leu

Gly

Trp Lys

Glu

Pro

Leu

Phe

Leu Leu

Val Cys

600

Cys
615

Pro

Arg Glu

630

val Gly

645

Leu

Tyr
660

Ala

Ser

Ser Asn

Gly Leu

Umela sekvencia

val

585

Cys

His

Phe

Pro

Gln
665

Gly val

val Gln

Cys Ile

Thr Pro

635

Phe
650

Ser

Ser Phe

umelej sekvencie: VPl z klonu

ttacaaaaca
aaagctgtgt
cttattcaaa
tcctectttgt
tatagtcatc
agtagcagtc
aagcctgggce
ctacaagctg
tatagccaac
gagcttttaa
tttactttaa
cccgettaca
agcactggtg
acttttagtg
ccagagcacc
aaggaggcaa
ttagatttta
aattatggaa
gatgttacgg
tgcatgttag
ttagccccag
ggagatgtta
gcattttatg
atgtcttata
tatgaaatgt
gacccaaaat
ccagggccac
ggaaaagcct
cctgggccag
aatgccgttt
ggagtgggta
cacacctact
atggtgggtt
attccaaatt

aaatgagtaa
atcagcaatt
tattaaaaga
ttgacttagt
attttcaaag
atgcagaacc
aagttagcgt
ggccccegea
tggctaagtt
aaaatataaa
aaggtgcagc
acgcctcaga
caggaggggg
ccaactctgt
attataaggt
aggtttgcac
atgctttaaa
gtatagctcc
acaaaactgg
tagaccatga
aacttcctat
acacacaagg
ttttggaaca
agtttectce
acaacccctt
ttagatcttt
tagtaaactc
taacaggcct
tgtctcagcee
ctcatggtca
gatttccaaa
ttcccaataa
ctgtatggaa
tagatgacag

agaaagtggc
tgtggaattt
tcattataat
tgctcgtatt
tcatggacag
tagaggagaa
acaactaccc
aagtgctgtt
gggaataaat
aaatgaaact
tgccectgtg
aaaataccca
gggcagtaat
aacttgtaca
gttttctcce
cattagtcecc
tttatttttt
tgatgcttta
agggggggtyg
atataagtac
ttgggtatac
aatttctgga
cagttctttt
agtgcececca
atacggatcc
aacacatgaa
agtgtctaca
tagcacaggt
gtaccaccac
gaccacttat
tgaaaaagaa
aggaacccag
cagaagagcc
ttttaaaact

-14-

Asp Tyr

Ile
605
Asn Val
620

Asp Leu

val

Leu

val Asp

2-Bl parvovirusu B19

aaatggtggg
tatgaaaagg
atttctttag
aaaaataacc
ttatctgacc
gatgcagtat
ggtactaact
gacagtgctg
ccatatactce
gggtttcaag
gceccatttte
agcatgactt
cctgtgaaaa
ttttccagac
gcagcaagta
ataatgggat
tcacctttag
actgtaacca
caggttactg
ccatatgtgt
tttecceecte
gacagcaaaa
cagcttttag
gaaaatttag
cgcttagggg
gaccatgcaa
aaggagggag
acctctcaaa
tgggacacag
ggtaacgetg
cagctaaaac
caatatacag
cttcactatg
cagtttgcag

val

590

Asn

Gly

val

Thr

Tyr
670

Trp Asp

Asn Ser

Ala Trp

Arg Cys

640

Cys
655

Lys

Glu

aaagtgatga
ttactggaac
ataatcccct
ttaaaaactc
acccccatgce
tatctagtga
atgttgggcce
caaggattca
attggactgt
cacaagtagt
aaggaagttt
cagttaattc
gcatgtggag
aatttttaat
gctgccacaa
actcaacccc
agtttcageca
tatcagaaat
acagcactac
tagggcaagg
aatacgctta
aattggcaag
gtacaggagg
agggctgcag
ttcctgacac
ttcagcccca
acagctctag
acactagaat
ataaatatgt
aagacaaaga
agttacaggg
atcaaattga
aaagccagcet
ccttaggagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



atggggtttg
aattggaggt
gacagtaacc
acctggagtg
agctacagat
agccaaaagc

<210> 27

<211> 781
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 27

1

Lys Ala val

Thr Asp Leu

35

Leu Asp

50

Arg Ile
65

Phe Gln

Ser Ser

Glu Asp

115

Asn Val

Tyr
130

Ala
145

val

Ala Lys

Glu Leu

val Lys

195

Gln
210

Phe

Tyr Pro

225

Gly Gly

Opis umelej
parvovirusu

Met Ser Lys Glu Ser
5

Asn
Lys
Ser
Ser

Leu

Asp
Leu
Leu
Asp
Gly
Ser

Gly

catcagccac
attaaatcaa
atgacattta
tatcccecge
gcaaaacaac
cgtgtgcacc

Tyr Gln

20

Glu Leu

Pro Leu

Asn Asn

His Gly

85
His Ala
100

His Lys

Gly Pro

Ser Ala

sekvencie:
B19

Gly Lys

Gln

Ile

Glu

Leu

70

Gln

Glu

Pro

Gly

Ala

ctcctcaaat
tgggaattac
aattggggcc
acgcagcagyg
accacagaca
cattgtaagt

Umela sekvencia

Trp

Phe Val

Gln Ile

40
Asn Pro
55

Lys Asn

Leu Ser
Pro

Arg

Gln
120

Gly

Asn Glu

135

Arg Ile

150

Ile
165

Gly

Lys Asn

180

Tyr Phe

Leu

Ser

Met Thr

Asn

Ile

Thr

Pro

Ser

Pro

Lys Asn

Leu Lys

200

Glu
215

val

Val Asn

230

Gly Ser

Asn

Pro Vval

Trp

Glu

Leu

Ser

Ser

Asp

Gly

105

val

Leu

His

Thr

Glu

185

Gly

Pro

Ser

Lys

atttttaaaa
taccttagtt
ccgtaaagcet
tcatttacca
tggatatgaa
cgacatactc

Glu
10

Ser

Phe Tyr

25

Lys Asp

Ser Leu

Pro Asp

75
His Pro
90

Glu Asp

Ser val
Gln Ala

Phe
155

Asp

His
170

Trp

Thr Gly

Ala Ala

Ala Tyr

Ala Glu

235

Ser Met

-15-

atattaccac
cagtatgeceg
acgggacggt
tatgtactat
aagcctgaag

Asp Asp Lys

Glu val

30

Lys

His Asn

Tyr
45

Phe
60

Asp Leu

Leu Tyr Ser

His Ala Leu

Ala Val Leu

110

Gln Leu Pro

125

Gly Pro Pro

140

Arg Tyr Ser

Thr Val Ala

Phe Gln Ala

130

Ala Pro Val

205

Asn Ala Ser

220

Ala Ser Thr

Ser Glu

Trp

aaagtgggce
tgggaattat
ggaatcctca
atgaccccac
aattgtggac

aminokyseliny VPl z klonu 2-Bl

Phe Ala

Thr Gly
Ile Ser
Val Ala

His
80

His

Ser Ser

95

Ser Ser

Gly Thr

Gln Ser

Gln Leu

160
Asp Glu
175

Gln val

Ala His
Glu Lys

Ala
240

Gly

Gly Ala

2100
2160
2220
2280
2340
2380



Thr
Ile
Ser
Ser
305
Ala
Asn
Ile
Thr
Lys
385
Leu
.Gly
Ser
Leu
Pro
465
Asn
Asp
Gln
Gly
Thr
545

Ser

Asn

Phe

Pro

Ser

290

Pro

Leu

Tyr

Ala

Asp

370

Pro

Asp

Glu

Gly

450

Pro

Pro

Pro

Asn

Asp

530

Gly

Gln

Ala

Ser

TYyr

275

Cys

Ile

Asn

Gly

val

355

Ser

Pro

Ile

Val

Glu

435

Thr

Glu

Leu

Lys

Phe

515

Ser

Thr

Pro

Ile

Ala
260

Asp

His

Met

Leu

Ser

340

Lys

Thr

Tyr

Trp

Asn

420

Ser

Gly

Asn

Phe

500

Met

Ser

Ser

Tyx

Ser

245

Asn

Pro

Asn

Gly

Phe

325

Ile

Asp

Thr

val

vVal

405

Thr

Ala

Gly

Leu

Gly

485

Arg

Pro

Ser

Gln

His

565

His

Ser
Glu
Ala

TYY
310
Phe
Ala
Val

Gly

Leu
390

.Tyr

Gln

Phe

Thr

Glu

470

Ser

Ser

Gly

Thr

Asn

550

His

Gly

val
His
Ser
295
Ser
Ser
Pro
Thr
Arg
375
Gly

Phe

Gly

Ala
455
Gly
Arg
Leu

Pro

Gly
535

Thr

Trp

Gln

Thr

His

280

Gly

Thr

Pro

Asp

Asp

360

Leu

Gln

Pro

Ile

Val

440

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

520

Ala

Arg

Asp

Thr

Cys

265

Tyr

Lys

Pro

Leu

Ala

345

Lys

Cys

Gly

Pro

Ser

425

Leu

Met

Ser

Gly

His

505

val

Gly

Ile

Thr

Thr

250

Thr

Lys

Glu

Trp

Glu

330

Leu

Thr

Met

Gln

Gln

410

Gly

Glu

Ser

Gln

Val

490

Glu

Asn

Lys

Ser

Asp

570

Tyr

-16-

Phe

Val

Ala

Arg

315

Phe

Thr

Gly

Leu

Asp

395

Tyr

Asp

His

Tyr

His

475

Pro

Asp

Ser

Ala

Leu

555

Lys

Gly

Ser

Phe

Lys

300

Tyr

Gln

val

Gly

val

380

Ala

Ser

Ser

Lys

460

Phe

Asp

His

val

Leu

540

Arg

Tyr

Asn

Arg

Ser

285

Val

Leu

His

Thr

Gly

365

Asp

Leu

Tyr

Lys

Ser

445

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ser

525

Thr

Pro

Val

Ala

Gln
270
Pro
Cys
Asp
Leu
Ile
350
val
His
Ala
Leu
Lys
430
Phe
Pro
Glu
Leu
Ile
510
Thr
Gly
Gly

Thr

Glu

255

Phe

Ala

Thr

Phe

Ile

33S

Ser

Gln

Glu

Pro

Thr

415

Leu

Gln

Pro

Met

Gly

495

Gln

Lys

Leu

Pro

Gly

575

Asp

Leu

Ala

Ile

Asn

320

Glu

Glu

val

TYY

Glu

400

val

Ala

Leu

val

Tyr

480

Gly

Pro

Glu

Ser

val

560

Ile

Lys



Glu Gln

595

Tyx

Gln
610

Lys Leu

Thr
625

Gln Gln

Val Trp Asn

Ile Pro Asn

Gly Trp Gly

675

Gln
690

Pro Ser

Leu Val Gln

705

Leu Gly Pro

Tyr Pro Pro

Thr Ala Thr

755
Glu Glu
770

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

28
1699
DNA

<220>

<223> Opis

<400> 28

atactcaagc
aggaggggyyg
caactctgta
ttataaggtg
ggtttgcacc
tgctttaaat
tatagctcct
caaaactgga
agaccatgaa
acttecctatt
cacacaagga
tttggaacac
gtttcctceca
caacccetta

580

Gln Gly

Gln Gly

Tyr Thr

val

Leu

Asp

585

Gly Arg

600

Asn
615

Met

Gln Ile

630

Arg Arg

645

Leu
660

Asp
Leu His
Pro

Gly

Tyr Ala

Ala

Asp

Gln

Ile

val

Leu His

Ser Phe

Phe

His

Glu

Tyr

Lys

Pro Asn

Thr Tyr

Pro
635

Arg

Glu
650

Ser

Thr Gln

665

Pro
680

Pra

Gly
695

Gly

Gly Ile

710

Arg Lys

725
His Ala
740

Asp Ala

Trp Thr

umelej sekvencie: VP2 z klonu

ttacaaaaca
ggcagtaatc
acttgtacat
ttttcteeeg
attagtccca
ttattttttt
gatgctttaa
gggggggtge
tataagtacc
tgggtatact
atttctggag
agttctttte
gtgcccccag
tacggatcce

Ala

Ala

Lys

Ala

Thr Gly

Gly His

Pro

Ile

Met

Arg

Leu

Gln 1le

Lys Ser

Thr val

715
Trp Asn
730

Pro Tyr

745

Gln His

760
Lys Ser
775

Umeld sekvencia

aaatgacttc
ctgtgaaaag
tttccagaca
cagcaagtag
taatgggata
cacctttaga
ctgtaaccat
aggttactga
catatgtgtt
ttceceectea
acagcaaaaa
agcttttagg
aaaatttaga

gcttaggggt

His

Arg

Arg His

Val His

agttaattct
catgtggagt
atttttaatt
ctgccacaat
ctcaacccca
gtttcagcac
atcagaaatt
cagcactaca
agggcaaggt
atacgcttac
attggcaagt
tacaggaggt
gggctgcagt
tcctgacaca

-17-~

590

Glu Lys Glu

605

Phe
620

Pro Asn

Leu Met Val

Gln Leu Trp

Phe Ala Ala

670
Phe Leu
685

Lys

Met Ile

700

Gly

Thr Met Thr

Pro Gln Pro

Val Leu

Tyr

750

Gly Glu
765

Pro Leu

780

Gln Leu

Lys Gly

Gly Ser

640

Ser
655

Lys

Leu Gly

Ile Leu

Thr Thr

Phe Lys

720
Gly Vval
735

Asp Pro

Lys Pro

2-Bl1 parvovirusu B18S

gcagaagcca
gagggggcca
ccatatgacc
gccagtggaa
tggagatatt
ttaattgaaa
gctgttaagg
gggcgectat
caagatactt
ttaacagtag
gaagaatcag
acagcaacta
caacactttt

ttaggaggtg

gcactggtge
cttttagtgc
cagagcacca
aggaggcaaa
tagattttaa
attatggaag
atgttacgga
gcatgttagt
tagccccaga
gagatgttaa
cattttatgt
tgtcttataa
atgaaatgta
acccaaaatt

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



tcagcecccaa
cagctctagt
cactagaata
taaatatgtc
agacaaagag
gttacagggt
tcaaattgag
aagccagctyg
cttaggagga
aagtgggcca
gggaattatg
gaatcctcaa
tgaccccaca
attgtggaca

aacttcatgc
actggagctg
tccttacgcec
acaggaataa
tatcagcaag
ttaaacatgc
cgccccctaa
tggagtaaaa
tggggtttge
attggaggta
acagtaacca
cctggagtgt
gctacagatg
gccaaaagcc

cagggccact
gaaaagcctt
ctgggccagt
atgcecatttce
gagtgggtag
acacctactt
tggtgggtte
ttccaaattt
atcagccacc
rttaaatcaat
tgacatttaa
atccceccgcea
caaaacaaca
gtgtgcaccc

Opis umelej sekvencie: aminokyseliny vP2 z klonu 2-Bl

tagatcttta acacatgaag accatgcaat
agtaaactca gtgtctacaa aggagggaga
aacaggcctt agcacaggta cctctcaaaa
gtctcageceg taccaccact gggacacaga
tcatggtcag accacttatg gtaacgctga
atttccaaat gaaaaagaac agctaaaaca
tcccaataaa ggaacccagc aatatacaga
tgtatggaac agaagagccc ttcactatga
agatgacagt tttaaaactc agtttgcagc
tcctcaaata tttttaaaaa tattaccaca
gggaattact accttagttc agtatgccgt
attggggcce cgtaaagcta cgggacggtg
cgcagcaggt catttaccat atgtactata
ccacagacat ggatatgaaa agcctgaaga
attgtaagtc gacatactc
<210> 29
<211> 554
<212> PRT
<213> Umela sekvencia
<220>
<223>
parvovirusu B19
<400> 29
Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu
1 )
Gly Ser Asn Pro Val Lys Ser Met
20
Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe
35 40
Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val
50 55
His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala
65 70
Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Axg
85
Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe
100
Ser Ile Ala Pro Asp Ala Leu Thr
115 120
Lys Asp Val Thr Asp Lys Thr Gly
130 135
Thr Thr Gly Arg Leu Cys Met Leu
145 150
Tyr Val Leu Gly Gln Gly Gln Asp
165
Trp Val Tyr Phe Pro Pro Gln Tyr
180
Asn Thr Gln Gly Ile Ser Gly Asp

Ala

Trp

25

Ser

Phe

Lys

Tyx

Gln

105

val

Gly

val

Thr

Ala

185

Ser

Ser

10

Ser

Arg

Ser

val

Leu

90

His

Thr

Gly

Asp

Leu
170

Tyr

Lys

-18-

Thr

Glu

Gln

Pro

Cys

75

Asp

Leu

Ile

val

His

155

Ala

Leu

Lys

Gly

Gly

Phe

Ala

60

Thr

Phe

Ile

Ser

Gln

140

Glu

Pro

Thr

Leu

Ala

Ala

Leu

45

Ala

Ile

Asn

Glu

Glu

125

val

Tyr

Glu

val

Ala

Gly

Thr

30

Ile

Ser

Serxr

Ala

Asn

110

Ile

Thr

Lys

Leu

Gly

190

ser

Gly

15

Phe

Pro

Ser

Pro

Leu

TYyr

Ala

Asp

Tyr

Pro
175

Asp

Glu

Gly

Ser

Tyr

Cys

Ile

80

Asn

Gly

Val

Ser

Pro

160

Ile

val

Glu

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1699



Ser
Gly
225

Asn

Phe

Met

Ser

305

Ser

Tyr

Ser

Gln

Gln

385

Arg

Leu

Leu

Gly

465

Tyx

Arg

His

Asp

Ala

210

Gly

Leu

Gly

Arg

Pro

290

Ser

Gln

His

His

Gly

370

Gly

Thr

Arg

Asp

His

450

Pro

Ala

Lys

Ala

Ala

195

Phe

Thr

Glu

Ser

Ser

275

Gly

Thr

Asn

His

Gly

355

val

Leu

Asp

Ala

Asp

435

Gln

Ile

val

Ala

Ala

515

Lys

Tyr

Ala

Gly

Arg

260

Leu

Pro

Gly

Thr

Trp

340

Gln

Gly

Asn

Gln

Leu

420

Ser

Pro

Gly

Gly

Thr

500

Gly

Gln

val

Thr

cys

245

Leu

Thr

Leu

Ala

Arg

325

Asp

Thr

Arg

Met

Ile

405

His

Phe

Pro

Gly

Ile

485

Gly

His

His

Leu

Met

230

Ser

Gly

His

Val

Gly

310

Ile

Thr

Thr

Phe

His

350

Glu

Tyr

Lys

Pro

Ile

470

Met

Arg

Leu

His

Glu
215
Ser
Gln
val
Glu
Asn
295
Lys
Ser
Asp
TYx
Pro
375
Thr
Arg
Glu
Thr
Gln
455
Lys
Thr
Trp

Pro

Arg

200
His

Tyr

His

Pro

Asp

280

Ser

Ala

Leu

Lys

Gly

360

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gln

440

I1le

Sexr

Val

Asn

520

His

Ser
Lys
Phe
Asp
265
His
val
Leu
Arg
TYr
345
Asn
Glu
Phe
Leu
Gln
425
Phe
Phe
Met
Thyr
Pro
505

val

Gly

Ser

Phe

TYr
250
Thr
Ala
Ser
Thr
Pro
330
Val
Ala
Lys
Pro
Met
410
Leu
Ala
Leu
Gly
Met
490
Gln

Leu

Tyr

-19-

Phe

Pro

235

Glu

Leu

Ile

Thr

Gly

315

Gly

Thr

Glu

Glu

Asn

395

Val

Trp

Ala

Lys

Ile

475

Thr

Pro

Tyr

Glu

Gln

220

Pro

Met

Gly

Gln

Lys

300

Leu

Pro

Gly

Asp

Gln

380

Lys

Gly

Ser

Leu

Ile

460

Thr

Phe

Gly

Asp

Lys

205

Leu

Val

Tyr

Gly

Pro

285

Glu

Ser

val

Ile

Lys

365

Leu

Gly

Ser

Lys

Gly

445

Leu

Thr

Lys

Val

Pro
525

Pro

Leu
Pro
Asn
Asp
270
Gln
Gly
Thr
Ser
Asn
350
Glu
Lys
Thr
val
Ile
430
Gly
Pro

Leu

Leu

Tyr .

510

Thr

Glu

Gly

Pro

Pro

255

Pro

Asn

Asp

Gly

Gln

335

Ala

TYr

Gln

Gln

Trp

415

Pro

Trp

Gln

Val

Gly

495

Pro

Ala

Glu

Thr

Glu

240

Leu

Lys

Phe

Ser

Thr

320

Pro

Ile

Gln

Leu

Gln

400

Asn

Asn

Gly

Ser

Gln

480

Pro

Pro

Thr

Leu



530

535

Trp Thr Ala Lys Sef_Arg Val His Pro Leu
550

545

<210>
<211>
<212>
<213>

30
2049
DNA

<220>

<223> Opis

<400> 30

atactcttcg
gttctggact
tgggaaccac
aagcttgact
aacaaatttg
agaaacctca
gaaaatctga
ggagagcagt
gttactaata
tgccatgcca
gagtctagcg
ataaagtttc
tggaaactag
caaattcaaa
acatttttat
aaattgttac
attgataaaa
aaaacaaact
aataatgaaa
ggtattatta
agggtagatc
agcaatggtg
gccttaaaag
ttactaacag
cactatgaaa
ctccacccag
ggtgaaagct
tggaacactg
tctgtcggaa
acacctttgg
gtaaggggtt
ctttgtcecce
accccagatt
acctgcaaaa
gacatactc

<210>
<211>
<212>
<213>

31
671
PRT

<220>
<223>

umelej sekvencie: NS1 z klonu

aacaaaacaa
gtgctaacga
taactcatac
ttactggggg
aagaaggcta
cagtgtgtgt
agctaaaatt
ttatagaaaa
ttgatggaca
agaaaccccyg
gcacaggggc
aaactatggt
ttgactttaa
gtgcactaaa
tgcatacaga
tttgtcaaaa
aatgtggcaa
tggcaatggc
actttccatt
agtctacaat
aaaaaatgcg
acattacttt
agcgcatggt
aggctgatgt
actgggcaat
acctccaaac
ctgaagaact
aaacccecgcg
gcccagtttce
cagaccagtt
tacctgtctg
attgcattaa
tggtgcgatg
aatgtgctta

Umeld sekvencia

aatggagcta
taactggtgg
taacagacta
gccactagcea
tcatattcat
agaggggtta
tttgccagga
ctatttaatg
tatagatacc
catcaccaca
agaggttgtyg
aaactggttg
ccagtacact
actagcaatt
ctttgagcaa
ctatgacccc
gaaaaacaca
cattgctaaa
taatgatgta
tgtagaagct
tggaagtgta
tgttgtaagc
aaagttaaac
acaacagtgg
aaactacact
caccccaatt
cagtgaaagc
ctctagtacg
ctccgaagtt
tcgtgaactg
ttgtgtgcaa
tgtaggggct
tagctgcecat
cctgtctgga

Umela sekvencia

parvovirusu B19

<400> 31

tttagagggg
tgctctttac
atggcaatat
gggtgcttgt
gtggttattg
tttaataatg
atgactacaa
aaaaaaatac
tgtatttctg
gccataaatg
ccatttaatg
tgtgaaaaca
ttactaagca
tataaagcaa
gttatgtgta
ctattagtgg
ctgtggtttt
agtgttccag
gcaggaaaaa
gcaaaagcca
gctgtgectg
gggaacacta
tttactgtaa
cttacatggt
tttgatttce
gtcacagaca
agctttttta
cccatcecceg
gtagctgcat
ttagttgggg
catattaaca
tggtataatg
gtgggagctt
ttgcaaagct

540

2-B6 parvovirusu B19

tgcttcaagt
tggatttaga
acttaagcag
acttttttca
gggggccagg
tactttatca
aaggcaaata
ctttaaatgt
ctacttttag
atactagtac
ggaagggaac
gagtgtttac
gtagtcacag
ctaatttagt
ttaaagacaa
ggcagcatgt
atggaccgcc
tatatggcat
gcttggtggt
ttttaggcgg
gagtacccgt
caacaactgt
gatgcagccc
gtaatgcaca
ctggaattaa
ccagtatcag
acctcatcac
ggaccagttc
cgtgggaaga
ttgattatgt
atagtggggg
gatggaaatt
ctaatccctt
ttgtagatta

ttcttctaat
cacttctgac
tgtggcttct
agtagaatgt
gttaaaccce
ccttgtaact
ctttagagat
tgtatggtgt
aaagggagct
tgatgctgag
taaggctagc
agaggataag
tggaagtttt
gcctactage
taaaattgtt
gttaaagtgg
aagtacaggg
ggttaactgg
ctgggatgaa
gcaacccacc
ggttataacc
acatgctaaa
tgacatgggg
aagctgggac
tgcagatgce
cagcagtggt
cccaggegec
aggagaatca
agccttctac
gtgggacggt
aggcttggga
tcgagaattt
ttctgtgcta
tgagtaagtc

Opis umelej sekvencie: aminokyseliny NSl z klonu 2-B6

Met Glu Leu Phe Arg Gly Val Leu-Gln Val Ser Ser Asn Val Leu Asp

-20-

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2049



Cys

Asp

Ser

Cys

65

His

Thr

Thr

Lys

Lys

145

Ile

Lys

Gly

Gly

Glu

225

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

305

Lys

Leu

Ala

Trp

Ser

50

Leu

Ile

Val

Glu

Tyr

130

Ile

Asp

Lys

Glu

Thr

210

Asn

Tyr

Ala

Thr

Asn

290

val

Asn

Ala

Asn
Glu
35

Val

Tyr

His

Cys

Asn

115

Phe

Pro

Thr

Pro

Ser

195

Lys

Arg

Thr

Leu

Phe

275

Lys

Gly

Thr

Met

Asp

20

Pro

ala

Phe

val

val

100

Leu

Arg

Leu

Cys

Arg

180

Ser

Ala

val

Leu

Lys

260

Leu

Ile

Gln

Leu

Ala

Asn

Leu

Ser

Phe

val

85

Glu

Lys

Asp

Asn

Ile

165

Ile

Gly

Sex

Phe

Leu

245

Leu

Leu

val

His

Trp

325

Ile

Trp
Thr
Lys
Gln

70
Ile
Gly
Leu
Gly
val
150
Ser
Thr
Thr
Ile
Thr
230
Ser
Ala
His
Lys
Val
310

Phe

Ala

Trp
His
Leu

55
val
Gly
Leu
Lys
Glu
135
Val
Ala
Thr
Gly
Lys
215
Glu
Ser
Ile
Thr
Leu

295

Leu
Tyr

Lys

Cys
Thr

40
Asp
Glu
Gly
Phe
Phe
120
Gln
Trp
Thr
Ala
Ala
200
Phe
Asp
Ser
Tyr
Asp
280
Leu
Lys

Gly

Ser

Ser

25

Asn

Phe

Cys

Pro

Asn

105

Leu

Phe

Cys

Phe

Ile

185

Glu

Gln

Lys

His

Lys

265

Phe

Leu

Trp

Pro

val

10

Leu

Arg

Thr

Asn

Gly

20

Asn

Pro

Ile

Val

Arg

170

Asn

val

Thr

Trp

Ser

250

Ala

Glu

Cys

Ile

Pro

330

Pro

-21-

Leu

Leu

Gly

Lys

75

Leu

val

Gly

Glu

Thr

155

Lys

Asp

Val

Met

Lys

235

Gly

Thr

Gln

Gln

Asp

315

Ser

val

Asp
Met
Gly

60

Phe

Asn

‘Leu

Met

Asn

140

Asn

Gly

Thr

Pro

val

220

Leu

Ser

Asn

val

Asn

300

Lys

Thr

Tyr

Leu

Ala

45

Pro

Glu

Pro

Tyr

Thr
125

Tyr

Ile

Ala

Ser

Phe

205

Asn

val

Phe

Leu

Met
285

Tyr

Lys

Gly

Gly

Asp

30

Ile

Leu

Glu

Arg

His

110

Thr

Leu

Asp

Cys

Thr

190

Asn

Trp

Asp

Gln

Val

270

Cys

Asp

Cys

Lys

Met

15

Thr

Tyr

Ala

Gly

Asn

95

Leu

Lys

Met

Gly

His

175

Asp

Gly

Leu

Phe

Ile
255

Pro

Ile

Pro

Gly

Thr

335

Val

Ser
Leu
Gly

Tyr
80
Leu
Val.
Gly
Lys
His
160
Ala
Ala
Lys
Cys
Asn
240
Gln
Thr
Lys
Leu
Lys
320

Asn

Asn



Trp

val

Lys

385

Gly

Asp

Lys

Ser

Thr

465

Asn

Asp

Gly

Ile

Ile

545

Ser

Ala

Gly

Gly
TYT
625

Ser

Lys

Asn

val

370

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro

450

Trp

Tyr

Leu

Gly

Thr

530

Pro

Glu

Asp

val

Gly

610

Asn

cys

Cys

Asn
355
Trp
Ile
val
Thr
Leu
435
Asp
Cys
Thr
Gln
Glu
515
Pro
Gly
val
Gln
Arg
595
Gly
Gly
His

Ala

340

Glu

Asp

Leu

Ala

Phe

420

Lys

Met

Asn

Phe

Thr

500

Ser

Gly

Thxr

Val

Phe

580

Gly

Leu

Trp

Val

Tyr
660

Asn

Glu

Gly

vVal

405

Val

Glu

Gly

Ala

Asp

485

Thr

Ser

Ala

Ser

Ala

565

Axrg

Leu

Gly

Lys

Gly

645

Leu

Phe
Gly
Gly
390
Pro
val
Arg
Leu
Gln
470
Phe
Pro
Glu
Trp
Ser
550
Ala
Glu
Pro
Leu
Phe
630

aAla

Ser

Pro

Ile

375

Gln

Gly

Ser

Met

Leu

455

Ser

Pro

Ile

Glu

Asn

535

Gly

Ser

Leu

val

Cys

615

Axrg

Ser

Gly

Phe
360
Ile
Pro
val
Gly
Val
440
Thr
Trp
Gly
Val
Leu
520
Thr
Glu
Trp
Leu
Cys
600
Pro
Glu

Asn

Leu

345

Asn

Lys

Thr

Pro

Asn

425

Lys

Glu

Asp

Ile

Thr

505

Ser

Glu

Ser

Glu

val

585

Cys

His

Phe

Pro

Gln
665

Asp

Ser

Arg

Val

410

Thr

Leu

Ala

His

Asn

490

Asp

Glu

Thr

Ser

Glu

570

Gly

Val

Cys

Thr

Phe

650

Ser

-22-

val
Thr
val
395
Val
Thr
Asn
Asp
TyY
475
Ala
Thr
Ser
Pro
vVal
555
Ala
Vai
Gln
Ile
Pro
635

Ser

Phe

Ala

Ile

380

Asp

Ile

Thr

Phe

val

460

Glu

Asp

Ser

Ser

Arg

540

Gly

Phe

Asp

His

Asn

620

Asp

Val

val

Gly

365

val

Gln

Thr

Thr

Thr

445

Gln

Asn

Ala

Ile

Phe

525

Ser

Ser

Tyx

Ile
605
Val
Leu

Leu

Asp

350

Lys

Glu

Lys

Ser

val

430

val

Gln

Trp

Leu

Ser

510

Phe

Ser

Pro

Thx

val

590

Asn

Gly

val

Thr

Tyxr
670

Ser

Ala

Met

Asn

415

His

Arg

Trp

Ala

His

495

Ser

Asn

Thr

val

Pro

575

Trp

Asn

Ala

Arg

cys

655

Glu

Leu
Ala
Arg
400
Gly
Ala
Cys
Leu
Ile
480
Pro
Ser
Leu
Pro
Ser
560
Leu
Asp
Ser
Trp
Cys

640

Lys



<210> 32
<211> 2380
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

€223> 0opis umelej sekvencie: VP1 z klonu 2-B6 parvovirusu B19

<400> 32

atactcaagc
taaatttgct
agacttagag
agaaaaccca
tccagactta
cttatcatcc
agacttacac
tggcaatgag
tgactttagg
agcagatgaa
aaaagactac
gccggaagtt
tgcagaagcc
tgagggggcc
tccatatgac
tgccagtgga
atggagatat
cttaattgaa
tgctgttaag
agggcgecta
tcaagatact
cttaacagta
tgaagaatca
tacagcaact
tcaacacttt
attaggaggt
aaacttcatg
tactggagct
atccttacgce
cacaggaata
gtatcagcaa
tttaaacatg
gcgccccecta
gtggagtaaa
atggggtttg
aattggaggt
gacagtaacc
acctggagtg
agctacagat
agccaaaagc

<210>
<211>
<212>
<213>

33
781
PRT

<220>
<223>

ttacaaaaca
aaagctgtgt
cttattcaaa
tcctctttgt
tatagtcatc
agtagcagtc
aagcctgggc
ctacaagctg
tatagccaac
gagcttttaa
tttactttaa
cccgcttaca
agcactggtyg
actcttagtg
ccagagcace
aaggaggcaa
ttagatttta
aattatggaa
gatgttacaa
tgcatgttag
ttagccccag
ggagatgtta
gcattttatg
atgtcttata
tatgaaatgt
gacccaaaat
ccagggccac
ggaaaagcct
cctgggccag
aatgccattt
ggagtgggta
cacacctact
atggtgggtt
attccaaatt
catcagccac
attaaatcaa
atgacattta
tatcecccge
gcaaaacaac
cgtgtgcacc

aaatgagtaa
atcagcaatt
tattaaaaga
ttgacttagt
attttcaaag
atgcagaacc
aagttagcgt
ggcccccgca
tggctaagtt
aaaatataaa
aaggtgcagc
acgcctcaga
caggaggggyg
ccaactctgt
attataaggt
aggtttgcac
atgctttaaa
gtatagctcc
acaaaactgg
tagaccatga
aacttcctat
acacacaagg
ttttggaaca
agtttcctec
acaacccctt
ttagatcttt
tagtaaactc
taacaggcct
tgtctcagcec
ctcatggtca
gatttccaaa
ttcccaataa
ctgtatggaa
tagatgacag
ctcctcaaat
tgggaattac
aattggggcce
acgcagcagg
accacagaca
cattgtaagt

Umela sekvencia

parvovirusu B19

<400> 33

agaaagtggc
tgtggaattt
tcattataat
tgctcgtatt
tcatggacag
tagaggagaa
acaactaccc
aagtgctgtt
gggaataaat
aaatgaaact
tgccecetgtg
aaaataccca
gggcagtaat
aacttgtaca
gttttctecec
cattagtccc
tttatttttt
tgatgcttta
agggggggtg
atataagtac
ttgggtatac
aatttctgga
cagttctttt
agtgccccca
atacggatcc
aacacatgaa
agtgtctaca
tagcacaggt
gtaccaccac
gaccacttat
tgaaaaagaa
aggaacccag
cagaagagcc
ttttaaaact
attcttaaaa
taccttagtt
ccgtaaagct
tcatttacca
tggatatgaa
cgacatactc

aaatggtggg
tatgaaaagyg
atttctttag
aaaaataacc
ttatctgacc
gatgcagtat
ggtactaact
gacagtgctg
ccatatactc
gggtttcaag
gcccatttte
agcatgactt
cctgtgaaaa
ttttccagac
gcagcaagta
ataatgggat
tcacctttag
actgtaacca
caggttactg
ccatatgtgt
tttccecectce
gacagcaaaa
cagcttttag
gaaaatttag
cgcttagggg
gaccatgcaa
aaggagggag
acctctcaaa
tgggacacag
ggtaacgctg
cagctaaaac
caatatacag
cttcactatg
cagtttgcag
atattaccac
cagtatgccyg
acgggacggt
tatgtactat
aagcctgaag

aaagtgatga
ttactggaac
ataatcccct
ttaaaaactc
acccccatge
tatctagtga
atgttgggcce
caaggattca
attggactgt
cacaagtagt
aaggaagttt
cagttaattce
gcatgtggag
aatttttaat
gctgccacaa
actcaacccc
agtttcagca
tatcagaaat
acagcactac
tagggcaagg
aatacgctta
aattggcaag
gtacaggagg
agggctgcag
ttcctgacac
ttcagccccea
acagctctag
acactagaat
ataaatatgt
aagacaaaga
agttacaggg
atcaaattga
aaagccagct
ccttaggagg
aaagtgggcc
tgggaattat
ggaatcctca
atgaccccac
aattgtggac

Opis umelej sekvencie: aminokyseliny VPl z klonu 2-B6

Met Ser Lys Glu Ser Gly Lys Trp Trp Glu Ser Asp Asp Lys Phe Ala

1

5

10

-23-

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2380



Lys

Thr

Leu

Arg

65

Phe

Ser

Glu

Asn

Ala

145

Ala

Glu

val

Phe

TYr
225
Gly
Thr
Ile
Ser
Ser
305

Ala

Asn

Ala
Asp
Asp

50
Ile
Gln
Ser
Asp
Tyr
130
val
Lys
Leu
Lys
Gln
210
Pro
Gly
Phe
Pro
Ser
290

Pro

Leu

TYyr

val

Leu

Asn

Lys

Ser

Ser

Leu

115

val

Asp

Leu

Leu

Asp

195

Gly

Ser

Gly

Ser

TYr
275
Cys
Ile

Asn

Gly

Tyr

20
Glu
Pro
Asn
His
His
100
His
Gly
Ser
Gly
Lys
180
TYX
Ser
Met
Gly
Ala
260
Asp
His
Met

Leu

Serx
340

Gln

Leu

Leu

Asn

Gly

85

Ala

Lys

Pro

Ala

Ile

165

Asn

Phe

Leu

Thr

Ser

245

Asn

Pro

Asn

Gly

Phe

325

Ile

Gln

Ile

Glu

Leu

70

Gln

Glu

Pro

Gly

Ala

150

Asn

Ile

Thr

Pro

Ser

230

Asn

Ser

Glu

Ala
Tyr
310

Glu

Ala

Phe

Gln

Asn

55

Lys

Leu

Pro

Gly

Asn

135

Arg

Pro

Lys

Leu

Glu

215

val

Pro

val

His

Ser

295

Ser

Ser

Pro

val

Ile

40

Pro

Asn

Ser

Arg

Gln

120

Glu

Ile

Tyr

Asn

Lys

200

val

Asn

val

Thr

His

280

Gly

Thr

Pro

Asp

Glu

25

Leu

Ser

Ser

Asp

Gly

105

val

Leu

His

Thr

Glu

185

Gly

Pro

Ser

Lys

Cys

265

Tyr

Lys

Pro

Leu

Ala
345

Phe

Lys

Ser

Pro

His

90

Glu

Ser

Gln

Asp

His

170

Thr

Ala

Ala

Ala

Ser

250

Thr

Lys

Glu

Trp

Glu

330

Leu

~24-~

TYX

Asp

Leu

Asp

75

Pro

Asp

val

Ala

Phe

155

Trp

Gly

Ala

Tyr

Glu

235

Met

Phe

val

Ala

Arg

315

Phe

Thr

Glu

His

Phe

60

Leu

His

Ala

Gln

Gly

140

Arg

Thr

Phe

Ala

Asn

220

Ala

Trp

Ser

.Phe

Lys
300

Gln

val

Lys
Tyr
45

Asp

Tyr

Ala

val

Leu

125

Pro

Tyr

val

Gln

Pro

205

Ala

Ser

Ser

Ser
285
val
Leu

His

Thr

val

30

Asn

Leu

Ser

Leu

Leu

110

Pro

Pro

Ser

Ala

Ala

190

val

Ser

Thr

Glu

Gln

270

Pro

Cys

Asp

Leu

Ile
350

Thr

Ile

Val

His

Ser

95

Ser

Gly

Gln

Gln

Asp

175

Gln

Ala

Glu

Gly

Gly

255

Phe

Ala

Thr

Phe

Ile

335

Ser

Gly
Ser
Ala
His
80
Ser
Ser
Thr
Ser
Leu
160
Glu
Val )
His
Lys
Ala
240
Ala
Leu
Ala
Ile
Asn
320

Glu

Glu



Ile

Thr

Lys

385

Leu

Gly

Ser

Leu

Pro

465

Asn

Asp

Gln

Gly

Thr

545

Ser

Asn

Glu

Lys

Thr

625

val

Ile

Gly

Ala

Asp
370

Tyr
Pro
Asp
Glu
Gly
450
Pro
Pro
Pro
Asn
Asp
530
Gly
Gln
Ala
Tyr
Gln

610

Gln

Trp

Pro

Trp

val
355
Ser
Pro
Ile
val
Glu
435
Thr
Glu
Leu
Lys
Phe
515
Ser
Thr
Pro
Ile
Gln
595
Leu
Gln
Asn

Asn

Gly
675

Lys

Thr

Trp
Asn
420
Ser

Gly

Asn

Phe

500

Met

Ser

Ser

Tyr

Ser

580

Gln

Gln

Tyrx

Arg

Leu
660

Leu

Asp

Thr

val

val

405

Thr

Ala

Gly

Leu

Gly

485

Arg

Pro

Ser

Gln

His

565

His

Gly

Gly

Thr

Arg

645

Asp

His

vVal

Gly

Leu
390

Tyr

Gln

Phe

Thr

Glu

470

Ser

Ser

Gly

Thr

Asn

550

His

Gly

val

Leu

Asp

630

Ala

Asp

Gln

Thr

Arg

375

Gly

Phe

Gly

Tyr

Ala

455

Gly

Arg

Leu

Pro

Gly

535

Thr

Trp

Gln

Gly

Asn

615

Gln

Leu

Ser

Pro

Asn
360

Leu
Gln
Pro
Ile
Val

440

Thr
Cys
Leu
Thr
Leu
520
Ala
Arg
Asp
Thr
Arg
600
Met
Ile
His
Phe

Pro
680

Lys

Cys

Gly

Pro

Ser

425

Leu

Met

Ser

Gly

His

505

val

Gly

Ile

Thr

Thr

Met

Gln

Gln

410

Gly

Glu

Ser

Gln

val

490

Glu

Asn

Lys

Ser

Asp

570

Thr
585

Phe

His

Glu

Lys
665

Pro

Tyr

Pro

Thr

Arg

Glu

650

Thr

Gln

-25-~

Gly

Leu

Asp
395
Tyr
Asp
His
Tyr
His
475
Pro
Asp
Ser
Ala
Leu
555
Lys

Gly

Asn

Pro
635
Ser

Gln

Ile

Gly
Val
380
Thr
Ala
Ser
Ser
Lys
460
Phe
AsSp
His
val
Leu
540
Axrg
Tyr

Asn

Glu

Gly
365
Asp
Leu
Tyr
Lys
Ser

445

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ser

525

Thr

Pro

Val

Ala

Lys

. 605

Phe

620

Leu

Gln

Phe

Phe

Pro

Met

Leu

Ala

Leu
685

val Gln

His Glu

Ala Pro

Leu Thr
415

Lys Leu
430 .

Phe Gln

Pro Pro

Glu Met

Leu Gly
4895

Ile Gln
510

Thr Lys

Gly Leu

Gly Pro

Thr Gly
575

Glu Asp
590

Glu Gln

Asn Lys

vVal Gly

Trp Ser
655

Ala Leu
670

Lys Ile

val
Tyr
Glu
400
val
Ala
Leu

val

Tyr
480
Gly
Pro
Glu
Ser
val
560
Ile
Lys
Leu
Gly
Ser
640
Lys

Gly

Leu



Pro Gln

690

Leu
705

val
Leu Gly
Pro

Tyr

Thr Ala

Ser

Gln

Pro

Pro

Thr

Gly Pro

Tyr Ala

Ile

val

Gly
695

Gly

Gly Ile

710

Lys
725

Arg
His Ala
740

Asp Ala

755

Glu Glu

770

<210>
<211>
<212>
<213>

34
1699
DNA

<220>
<223>

<400> 34

atactcaagc
aggagggyggyg
caactctgta
cttataaggty
ggtttgcacc
tgetttaaat
tatagctcct
caaaactgga
agaccatgaa
acttcctatt
cacacaagga
tttggaacac
gtttcctcca
caacccctta
tagatcttta
agtaaactca
aacaggcctt
gtctcagccg
tcatggtcag
atttccaaat
tcccaataaa
tgtatggaac
agatgacagt
tcctcaaata
gggaattact
attggggccc
cgcagcaggt
ccacagacat
attgtaagtce

35
554
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

Leu

Umela

Trp Thr

ttacaaaaca
ggcagtaatc
acttgtacat
ttttctececg
attagtccca
ttattttttte
gatgctttaa
gggggggtgc
tataagtacc
tgggtatact
atttctggag
agttcttttce
gtgcccccag
tacggatccce
acacatgaag
gtgtctacaa
agcacaggta
taccaccact
accacttatg
gaaaaagaac
ggaacccagc
agaagagccc
tttaaaactc
tttttaaaaa
accttagttc
cgtaaagcta
catttaccat
ggatatgaaa
gacatactc

Ala

Ala

Lys

Ala

Thr Gly

Gly His

Ile

Met

Arg

Leu

Lys Ser

Thr val

715
Trp Asn
730

Pro Tyr

745

His
760

Gln

Lys Ser

775

sekvencia

aaatgacttc
ctgtgaaaayg
tttccagaca
cagcaagtag
taatgggata
cacctttaga
ctgtaaccat
aggttactga
catatgtgtt
ttcccecteca
acagcaaaaa
agcttttagg
aaaatttaga
gcttaggagt
accatgcaat’
aggagggaga
cctctcaaaa
gggacacaga
gtaacgctga
agctaaaaca
aatatacaga
ttcactatga
agtttgcagce
tattaccaca
agtatgccgt
cgggacggtg
atgtactata
agcctgaaga

Umela sekvencia

His

Arg

Arg His

Val His

Opis umelej sekvencie: VP2 z klonu

agttaattct
catgtggagt
atttttaatt
ctgccacaat
ctcaacccceca
gtttcagcac
atcagaaatt
cagcactaca
agggcaaggt
atacgcttac
attggcaagt
tacaggaggt
gggctgcagt
tcctgacaca
tcagccccaa
cagctctagt
cactagaata
taaatatgtc
agacaaagag
gttacagggt
tcaaattgag
aagccagctg
cttaggagga
aagtgggcca
gggaattatg
gaatcctcaa
tgaccccaca
attgtggaca

-26-

Met
700

Thr

Pro Gln Pro

val
750

Gly
765

Pro
780

Leu

2-B6 parvovirusu Bl19

gcagaagcca
gagggggcca
ccatatgacc
gccagtggaa
tggagatatt
ttaattgaaa
gctgttaagg
gggcgcctat
caagatactt
ttaacagtag
gaagaatcag
acagcaacta
caacactttt
ttaggaggtg
aacttcatgc
actggagctg
tccttacgcece
acaggaataa
tatcagcaag
ttaaacatgc
cgcecccctaa
tggagtaaaa
tggggtttgce
attggaggta
acagtaacca
cctggagtgt
gctacagatg
gccaaaagcce

Gly Ile

Met Thr

Leu Tyr

Tyr Glu

Thr Thr

Phe Lys
720

Gly val
735

Asp Pro

Lys Pro

gcactggtge
cttttagtgc
cagagcacca
aggaggcaaa
tagattttaa
attatggaag
atgttacaaa
gcatgttagt
tagccccaga
gagatgttaa
cattttatgt
tgtcttataa
atgaaatgta
acccaaaatt
cagggccact
gaaaagcctt
ctgggccagt
atgccatttc
gagtgggtag
acacctactt
tggtgggttce
ttccaaattt
atcagccacc
ttaaatcaat
tgacatttaa
atccceccegea
caaaacaaca
gtgrLgcaccc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1699



<220>
<223> Opis umele]j sekvencie: aminokyseliny VP2 z klonu 2-B6
parvovirusu B1l9

<400> 35
Met Thr Ser Val Asn Ser Ala Glu Ala Ser Thr Gly Ala Gly Gly Gly
1 5 10 15

Gly Ser Asn Pro Val Lys Ser Met Trp Ser Glu Gly Ala Thr Phe Ser
20 25 30

Ala Asn Ser Val Thr Cys Thr Phe Ser Arg Gln Phe Leu Ile Pro Tyr
35 40 45

Asp Pro Glu His His Tyr Lys Val Phe Ser Pro Ala Ala Ser Ser Cys
50 55 60

His Asn Ala Ser Gly Lys Glu Ala Lys Val Cys Thr Ile Ser Pro Ile
65 70 75 80

Met Gly Tyr Ser Thr Pro Trp Arg Tyr Leu Asp Phe Asn Ala Leu Asn
85 S0 95

Leu Phe Phe Ser Pro Leu Glu Phe Gln His Leu Ile Glu Asn Tyr Gly
100 105 110

Ser Ile Ala Pro Asp Ala Leu Thr Val Thr Ile Ser Glu Ile Ala Vval
115 120 125

Lys Asp Val Thr Asn Lys Thr Gly Gly Gly Val Gln Val Thr Asp Ser
130 135 140

Thr Thr Gly Arg Leu Cys Met Leu Val Asp His Glu Tyr Lys Tyr Pro
145 150 155 160

Tyr Val Leu Gly Gln Gly Gln Asp Thr Leu Ala Pro Glu Leu Pro Ile
165 170 175

Trp Val Tyr Phe Pro Pro Gln Tyr Ala Tyr Leu Thr val Gly Asp Val
180 185 130

Asn Thr Gln Gly Ile Ser Gly Asp Ser Lys Lys Leu Ala Ser Glu Glu
195 200 205

Ser Ala Phe Tyr Val Leu Glu His Ser Ser Phe Gln Leu Leu Gly Thr
210 215 220

Gly Gly Thr Ala Thr Met Ser Tyr Lys Phe Pro Pro Val Pro Pro Glu
225 230 235 240

Asn Leu Glu Gly Cys Ser Gln His Phe Tyr Glu Met Tyr Asn Pro Leu
245 250 255

Tyr Gly Ser Arg Leu Gly Val Pro Asp Thr Leu Gly Gly Asp Pro Lys
260 265 270

Phe Arg Ser Leu Thr His Glu Asp His Ala Ile Gln Pro Gln Asn Phe
275 280 285

Met Pro Giy Pro Leu Val Asn Ser Val Ser Thr Lys Glu Gly Asp Ser
290 295 300

Ser Ser Thr Gly Ala Gly Lys Ala Leu Thr Gly Leu Ser Thr Gly Thr

-27-



305

Ser

Tyr

Ser

Gln

Gln

385

Tyr

Arg

Leu

Leu

Gly

465

TYX

Arg

His

Asp

Trp
545

<210>
<211>
<212>
<213>

Gln

His

His

Gly

370

Gly

Thr

Arg

Asp

His

450

Pro

Ala

Lys

Ala

Ala

530

Thr

<220>

<223>

<400>

Asn
His
Gly
355
Val
Leu
Asp
Ala
Asp
435
Gln
Ile
val
Ala
Ala
515

Lys

Ala

36
20
DNA

Umela sekvencia

36

Thr
Trp
340
Gln
Gly
Asn
Gln
Leu
420
Ser
Pro
Gly
Gly
Thr
500
Gly

Gln

Lys

310

Arg Ile
325

Asp Thr
Thr Thr
Arg Phe
Met His

350

Ile Glu
405

His Tyr
Phe Lys
Pro Pro
Gly Ile

470

Ile Met
485

Gly Arg
His Leu

His His

Ser Arg
550

aggaagtttg ccggaagttc

<210> 37
<211> 20
<212> DNA
<213> ypela sekvencia

Ser

Asp

Pro

375

Thr

Arg

Glu

Thr

Gln

455

Lys

Thr

Trp

Pro

Arg

535

val

Leu
Lys
Gly

360

Asn

Tyr

Pro

Ser

Gln

440

Ile

Ser

val

Asn

Tyr

520

His

His

Arg

Tyr

345

Asn

Glu

Phe

Leu

Gln

425

Phe

Phe

Met

Thr

Pro

505

val

Gly

Pro

Pro
330
Val
Ala
Lys
Pro
Met
410
Leu
Ala
Leu
Gly
Met
490
Gln
Leu

Tyr

Leu

~-28-~

315

Gly
Thr
Glu
Glu
Asn
395
val
Trp
Ala
Lys
Ile
475

Thy

Pro

Glu

Opis umelej sekvencie: primér VP-5

Pro

Gly

Asp

Gln

380

Lys

Gly

Ser

Leu

Ile

460

Thr

Phe

Gly

Asp

Lys
540

Val Ser
Ile Asn
350

Lys Glu
365

Leu Lys

Gly Thr

Ser Val

Lys Ile
430

Gly Gly
445

Leu Pro

Thr Leu

Lys Leu

val Tyr
510

Pro Thr
525

Pro Glu

Gln
335

Ala

Gln

Gln

Txp

415

Pro

Trp

Gln

val

Gly

495

Pro

Ala

Glu

320

Pro

Ile

Gln

Leu

Gln

400

Asn

Asn

Gly

Ser

Gln

480

Pro

Pro

Thr

Leu



<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VpP-3

<400> 37
gtgctgaaac tctaaaggtg 20

<210> 38
<211> 24
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umele] sekvencie: primér VP2-5

<400> 38
gacatggata tgaaaagcct gaag 24

<210> 39
<211> 24
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VP2-3

<400> 39
gttgttcata tctggttaag tact 24

<210> 40

<211> 19

<212> DNA

<213> Unela sekvencia

<220> o
<223> Opis umelej sekvencie: primér K-lsp

<400> 40 .
ataaatccat atactcatt ) 19

<210> 41

<211> 19

<212> DNA

<213> ypela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér K-2sp

<400> 41
ctaaagtatc ctgaccttg 19

<210> 42

<211> 22

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér Hicks-5

<400> 42
cccgccttat gcaaatgggc ag 22

<210> 43
<211> 22

-29-



<212> DNA
<213> ypela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér Hicks-3

<400> 43
ttgtgttagg ctgtcttata gg

<210> 44
<211> 54
<212> DNA

<213> ypela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér NS1-5

<400> 44
atactctcta gacaaaacaa aatggagcta tttagagggg tgcttcaagt ttct

<210> 45
<211> 48
<212> DNA

<213> ypela sekvencia

<220>
<223> Opis umele]j sekvencie: primér NS1-3

<400> 45
gagtatgtcg acttactcat aatctacaaa gctttgcaat ccagacag

<210> 46

<211> 55

<212> DNA

<213> ymela sekvencia

<220> )
<223> Opis umelej sekvencie: primér VP1-5SN

<400> 46
atactcaagc ttacaaaaca aaatgagtaa agaaagtggc aaatggtggg aaagt

<210> 47

<211> S1

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VPALL-3

<400> 47
gagtatgtcg acttacaatg ggtgcacacg gcttttgget gtccacaatt c

<210> 48
<211> 5%
<212> DNA

<213> Umeli sekvencia

<220> )
<223> Opis umelej sekvencie: primeér VP2-5S8N

<400> 48
atactcaagc ttacaaaaca aaatgacttc agttaattct gcagaagcca gcact

-30-

22

54

48

55

51

55



<210> 49

<211> 43

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VS PV1

<400> 49
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa atccttaaca gcaatttctg ata

<210> 50
<211> 39
<212> DNA

<213> ynela sekvencia

<220> o
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSPC2

<400> S0
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa cgccctgtag tgctgtcag

<210> 51
<211> 42
<212> DNA

<213> ymela sekvencia

<220> o
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSPC3

<400> 51
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa tatacccaaa taggaagttc tg

<210> 52

<211> 43

<212> DNA

<213> ypela sekvencia

<220>
<223> Opis umele]j sekvencie: primér VSPC4

<400> 52
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa taaaatgctg attcttcact tgce

<210> 53
<211> 40
<212> DNA

<213> ypela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSPCS

<400> 53
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa tgctgtacct cctgtaccta

<210> 54
<211> 40
<212> DNA

<213> ymela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSPC6

-31-

43

39

42

43

40



<400> 54
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa agccctctaa attttctggg

<210> 55
<211> 40
<212> DNA

<213> ymelad sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSPC7

<400> 55
aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa ctcctaatgt gtcaggaacc

<210> 56
<211>. 51
<212> DNA

<213> ypeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSAl

<400> 56
aattctaata cgactcacta tagggagaag gccatatact

<210> 57

<211> 48

<212> DNA

<213> ymelad sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSA2Z

<400> 57
aattctaata cgactcacta tagggagaag gccagagcac

<210> 58
<211> 48
<212> DNA

<213> ypeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSA3

<400> 58
aattctaata cgactcacta tagggagaag gcacaatgcc

<210> 59
<211> 19
<212> DNA

<213> ymela sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: primér VSP2

<400> 59
gtgctgaaac tctaaaggt

<210> 60
<211> 17
<212> DNA

<213> ypela sekvencia

~-32-

cattggactg t

cattataa

agtggaaa

40

40

51

48

48

19



<220>
<223> Opis unelej sekvencie:

<400> 60
ggaggcaaag gtttgca

<210>
<211>
<212>
<213>

61
20
DNA

Umela sekvencia

<220>
<221>
<222>
<223>

rozne vlastnosti

(1)

<220>
<221>
<222>
<223>

rozne vlastnosti
(20)

<220>
<223>

<400> 61
cccatggaga tatttagatt

<210> 62

<211> 700

<212> DNA

<213> ymela sekvencia

<220>

primér VSP1

kde "t” je modifikovany 3 pomocou DABCYL

Opis umelej sekvencie: primér VSPPR1

<223> Opis umelej sekvencie: izolat CHS80-1

<400> 62

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcccegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggagtacaag
aagtacccat

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatacte
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcattta
agaaattgct
cactaccggg
gcaaggtcag

<210> 63

<211> 700

<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcecg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaact
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

<223> Opis umelej sekvencie: izolat CHB81-3

<400> 63

ataaatccat atactcattg gactgtagca
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa
cctgtggece attttcaagg aagtttgeeg
tacccaagca tgacttcagt taattctgca

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca

-33-

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg

kde "c” jé modifikovany 5°s fluoresceinfosforamiditom

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
agggggaggce
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaatttg
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgcce
ctcagaaaaa
aggggggggc

17

20

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240



agtaatcctg
tgtacatttt
tcgcecgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

64
700
DNA

<220>
<223>

<400> 64

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteeccgeag
agtcccataa
tttttetecac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

65
700
DNA

<220>
<223> Opis
<400> 65

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctccegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

66
700
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223> Opis umele]j sekvencie:

<400> 66

ttaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umeld sekvencia

Opis umele]j sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctyg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umela sekvencia

umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umeld sekvencia

gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgecg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgceg
taattctgceca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg

gcaaggtcag

ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatacttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgcea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggaggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL1-4

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL2-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL3-1

ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgecaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300

“360

420
480
540
600
660
700

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa tataaaaaat 60

-34-



gaaactgggt
cctgtggcce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcececgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 67

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 67

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctceegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagyg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

68
700
DNA

<220>
<223>0Op1is

<400> 68

ataaatccat
gaaactgggt
cectgtggecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctccecgcag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

69
700
DNA

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

Umela sekvencia

umele] sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgaggatacte
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umeld sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umeld sekvencia

gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagce
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

-35-

ctttaaaagg
cttacaacgce
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatge
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL4-3

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL5-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL6-2

tgcagctgcece
ctcagaaaaa
aggggggggce
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggyg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcece
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcce
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700



<400> 69

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggece
.tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcccegeag
agtcccataa
tttttttecac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 70

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 70

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggeccc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 71

<211> 700
<212> DNa
<213>

<220>

<223> Opis umele] sekvencie:

<400> 71

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccee
tacccaagca
agtaatcctyg
tgtacatttt
tctceccgcag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

72
700
DNA

Umela

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagcetg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umeld sekvencia

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Unela sekvencia

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgec
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattget
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttceccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta

aagtttgccg gaagttccecg
taattctgca gaagccagca

gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg

ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagyg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca

gcaaggtcag gatactttag

-36-

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL7-3

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL8-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
gttttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

60

120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480

600
660
700



<220>
<223> Opis

<400> 72

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccgeag
agtcccataa
tttttetcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

73
700
DNA

<220>
<223> Opis
<400> 73

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcccgceag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

74
700
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Opis
<400> 74

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctceecgeag
agtcccataa
ttcttttcac
gcttpaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 75
<211> 700

umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcaat
tcaaaagcat
ccagacagtt
ccagtagcetg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umeld sekvencia

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgaccecag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgeca
gatactttag

izolat B19SCL9-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

umelej sekvencie: izoldt B19SCL9-9

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umela sekvencia

unelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatce
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcecg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacaggg
gcaaggtcag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgea
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgcea
gatactttag

-37-

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCL10-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
aggggggggce
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcectgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700



<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 75

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecc
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgceag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 76

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 76

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggeccee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctececegeag
agtccgataa
tctettettecac
gctttaactg
ggggtgcaag
aagtacccat

<210> 77

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 77

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggceccece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtgcatttt
tctcecgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

Umeld sekvencia

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Opis umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tcaaaagcat
ccagacagtt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umela sekvencia

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggyg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgcceg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattecca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cagtacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccecg
taattctgcea
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgcea
gatactttat

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgeca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgceca
gatactttag

-38-

Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL11-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagyg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19sSCLl12-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgce
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacagacaa
tgttagtaga

Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL13-3

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgce
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

tataaaaaat
tgcagectgcee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctecctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
aggggygggygc
ctctgtgact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatac

tataaaaaat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctecctgat
aactggaggyg
ccatgaatat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700



<210> 78

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 78

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggecee
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteceegeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 79

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 79

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggeec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcccgecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

80
700
DNA

<220>
<223>

<400> 80

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggccc
tacccaagca
agtaatcctyg
tgtacatttt
tctcecgcag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umeld sekvencia

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc

Umeld sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg

-39~

Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL14-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL15-3

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

Opis umele]j sekvencie: izolat B19SCL16-2

ttttaaaaaa
ctttaaaagyg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa

tataaaaaat
tgcagctgec
ctcagaaaaa
agggggggygc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcec
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctectgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgee
ctcagaaaaa
agggggggygc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420

540
600
660
700



ggggtgcagg ttactgacag cactacaggg cgcctatgca tgttagtaga ccatgaatat 660
aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcag gatactttat

<210>
<211>
<212>
<213>

81
700
DNA

<220>
<223>

<400> 81

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccgeag
agtcccataa
tctettetcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<21l1>
<212>
<213>

82
700
DNA

<220>
<223> Opis
<400> 82

ataaatccat
gaaactgggt .
cctgtggcecec
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgcag
agtcccataa
ttrttettcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 83
<211> 700
<212> DNA

<213> ypela sekvencia

<220>

atacttattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Unela sekvencia

umelej sekvencie:

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

Umeld sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta

‘gaagttcceg

gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgceca
gatactttag

Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL17-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

izolat B19SCLl18-1

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgce
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

<223> Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL19-1

<400> 83

ataaatccat
gaaactgggt
cetgtggcece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctcecgeag

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgce

gatgaagagc
gactacttta
gaagttccceg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg

-40-~

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagetgee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcee
ctcagaaaaa
aggggggggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt

700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360

480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420



agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 84

<211> 700
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 84

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccgeag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagyg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

85
700
DNA

<220>
<223> Opis

<400> 85

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggceece
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tctceccecgecag
agtcccataa
ttcettttcace
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210> 86
<211> 700
<212> DNA

tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL20-3

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

umelej sekvencie: izolat B19SCL21-3

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcce
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

<213> ymela sekvencia

<220>

gatgaagagce
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgectatgea
gatactttag

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

<223> Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL22-11

<400> 86

ataaatccat atactcattg gactgtagca gatgaagagc ttttaaaaaa
gaaactgggt ttcaagcaca agtagtaaaa gactacttta ctttaaaagg
cctgtggcce attttcaagg aagtttgccg gaagttcceg cttacaacge
tacccaagca tgacttcagt taattctgca gaagccagca ctggtgcggg

-41-

tttaaattta
agctcctgat

aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
agggggggagc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgcc
ctcagaaaaa
aggggggggce
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagctgce
ctcagaaaaa
aggggggaggc

480
540
€00
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540

660
700

60

120
180
240



agtaatcctg
tgtacattte
tctecegecag
agtcccataa
tttttttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>
<213>

87
700
DNA

<220>

tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactce
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgcet
cactacagygg
gcaaggtcag

Umela sekvencia

ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatttag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgce
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

<223> Opis umelej sekvencie: izolat B19SCL2-14

<400> 87

ataaatccat
gaaactgggt
cctgtggcecce
tacccaagca
agtaatcctg
tgtacatttt
tcteccgcag
agtcccataa
tttetttcac
gctttaactg
ggggtgcagg
aagtacccat

<210>
<211>
<212>

88
21
DNA

<213> ypela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 88

atactcattg
ttcaagcaca
attttcaagg
tgacttcagt
tgaaaagcat
ccagacaatt
caagtagctg
tgggatactc
ctttagagtt
taaccatatc
ttactgacag
atgtgttagg

gactgtagca
agtagtaaaa
aagtttgccg
taattctgceca
gtggagtgag
tttaattcca
ccacaatgcc
aaccccatgg
tcagcactta
agaaattgct
cactacaggg
gcaaggtcag

tccatatgac ccagagcacc a

<210> 89
<211> 19
<212> DNA

<213> Unmela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 89
tttccactgg

<210> 90
<211> 21
<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>
<221>
<222>
<223>

(1)

cattgtggc

rézne vlastnosti

gatgaagagc
gactacttta
gaagttcccg
gaagccagca
ggggccactt
tatgacccag
agtggaaagg
agatatctag
attgaaaatt
gttaaggatg
cgcctatgca
gatactttag

-42-~

ttttaaaaaa
ctttaaaagg
cttacaacgc
ctggtgcagg
ttagtgccaa
agcaccatta
aggcaaaggt
attttaatgc
atggaagtat
ttacggacaa
tgttagtaga

primér Vpara 8

primér Vpara 9

‘'kde "a” je modifikovany 5° pomocou Fam

ctctgtaact
taaggtgttt
ttgcaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

tataaaaaat
tgcagectgcec
ctcagaaaaa
agggggagggc
ctctgtaact
taaggtgttt
ttgecaccatt
tttaaattta
agctcctgat
aactggaggg
ccatgaatat

300
360
420
480
540
600
660
700

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
700

21

19



<220>
<221>
<222>
<223>

(21)

<220>

rézne vlastnosti

‘kde "g” je modifikovany 3° pomocou Tamra

<223> Opis umele) sekvencie: primér Vpara 10

<400> 90

agctagacct gcatgtcact g

<210> 91
<211> 26
<212> DNA

<213> Umela sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie:

<400> 91

ctacttgctg cgggagaaaa acacct

<210> 92
<211> 681
<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Opis

<400> 92

gaattcactt
acagtgacat
ccattagtcc
atttattttt
ctgatgcttt
gaggggggagt
aatataagta
tttgggtata
gaatttctgg
acagttcttt
cagtgccccc
tatacggatc

umelej sekvencie:

gtacatttte
gcaggtctag
cataatggga
ttcaccttta
aactgtaacc
gcaggttact
cccatatgtg
ctttececcecceet
agacagcaaa
tcagctttta
agaaaattta
ccgetgtcega

cagacaattt
ctctgccaca
tactcaaccc
gagtttcagc
atatcagaaa
gacagcacta
ttagggcaag
caatacgett
aaattggcaa
ggtacaggag
gagggctgca
c

ttaattccat
atgccagtgg
catggagata
acttaattga
ttgctgttaa
cagggcgcct
gtcaagatac
acttaacagt
gtgaagaatc
gtacagcaac
gtcaacactt

~43-

cielova sekvencia

atgacccaga
aaaggaggca
tttagatcttt
aaattatgga
ggatgttacg
atgcatgtta
tttagcccca
aggagatgtt
agcattttat
tatgtcttat
ttatgaaatg

sekvencia vnutornej kontroly

gcaccattat
aaggtttgca
aatgctttaa
agtatagcte
gacaaaactg
gtagaccatg
gaacttccta
aacacacaag
gttttggaac
aagtttcectce
tacaacccct

21

26
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CH47-26

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggegcagtaatcetgtitaaaageatgtggagtgagggggecactittagtgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gcaagtagctgecacaatgccagtggaaaggaggeaaaggtttgeaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatitgttttittcacctttagagtttcageatttaattgaaaact
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgtiacagacaaaactg
gaggpggagtacaagttactgacagcactaccgggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac

ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2A

CH48-29
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccotgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttccegcettacaacgectcagaacaatacccaagcatgacttcagttaattctgecagaagecagceac
tggtgcaggagggggtggeagtaatcctgecaaaageatgtggagtgagggggecacttttactgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctccegea
gctagtagetgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcecataatgggatactca
actccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacctaattgaaaattat
ggaagtatagctcctgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactgg
aggggppptacaggttactgacagcactacagggcgectatgectgttagtagaccatgaatacaagtace
catatgtgttagggcaagptcaggatactttag™

FIG.2B
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CH33-2

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagacta_tctttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaacaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggagggggtggcagtaatcctgccaaaagcatgtggagtgagggggccacttttactgccaa_ct
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gctagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactca
actcCatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacctaattgaaaattat
ggaagtatagctcctgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactgg
agggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcttgttagtagaccatgaatacaagtacc
catatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2C

CH33-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaa_gttcccgcttacaacgcctcagaaacatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggagggggtggcagtaatcctgccaaaagcatgtggagtgagggggccacttttactgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgaqccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gctagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactca
actccatg gagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacctaattgaaaattat
e e -ggaagtatagcteetgatgatﬁaactgtaaeeatatcagaaaﬂgGtgttaaggatgttacagacaaaactgg s e
agggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcctgttagtagaccatgaatacaagtacc
catatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2D
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CH33-4 . '
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactggptitcaa

gcacaagtagtaaaagactactttactitaaaaggtgcagetgeccctgtggeccatiticaaggaagtttgec
ggaagttccecgcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggagggggtggcagtaatcetgecaaaageatgtggagtgagggggccactittactgecaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttitctccegea
getagtagetgecacaatgecagtg gaaaggaggcaaaggtttgecaccattagtcccataatgggatacica

- actccatggagatatttagattttaatgctitaaatttattittttcacctttagagtttcagcacctaattgaaaattat
ggaagtatagctcctgatgatttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttaéagacaaaactgg
agpgpgggtacaggttactgacagcactacagggegectatgectgttagtagaccatgaatacaagtace
catatgtpttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.2E

CHA42-7
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatatagaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeecattttcaaggaagtttgec
ggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgcagaagecageac
tggtgeaggaggegggggcagtaatectgicaaaageatgiggagtgagggggcecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattticcaggceagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtitgecaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttattittttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaact
ggaggggggptacaggttactgacagceactacagggcegectatgecatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2F
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CH42-18 ' :

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttca'gttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtcaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcqcttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaact
ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2G

CH42-19
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa '
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcocctgtggcdcattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtcaaaagcatgtggagtgagggggwacmtagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattocatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaﬁttgctgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.2H
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CH46-23

attaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtﬁcaa
ncacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccetgtggeccattticaaggaagttigec
ggaagttccecgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacticagttaattctgecagaagecageac
tggtgcaggaggggeeggcagtaatcctgicaaaageatgtggagtgagggggecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccaggeagtttitaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctecoge
- agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttitticacctttagagtticagcacttaatigaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cgcatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 21

CH1-1 '
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagaciactttactttaaaaggtgcagctgecectgtggeccatittcaaggaagtttgee
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggaggggegeggeagtaatectgtcaaaageatgtggagigaggggeccactittagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttticteccge

agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact

caaccccatggagatatttagattttaatgcttiaaatttattittticacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggpggptacaggttactgacagcactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2J
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CH1-6

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgqttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtcaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc

agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact

caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagce_lcttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag :

FIG. 2K

CH2-8

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattCtgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccat,tataaggtgttttctcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagiggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaocccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
Ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2L
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CH2-10 _ :
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgeccctgtggeccattttcaaggaagtitgece
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgeagaagecageac
tggtgcaggagggegeggcagtaateetgtgaaaageatgtggagtgagggggccactittagtgecaac
tctgtaacttgtacattitccagacaatttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggigttttctccegea
gcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtitgeaccattagtcecataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacagaactg
gagggggggtgcaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2M

H2-11C
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaagtttgec
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecageac
tggtgcaggagggggggecagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggccactittagtgecaac
tctgtaacttgtacattticcagacaatttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctcecgea
gcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgcetttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactg
gagggpggetgcaggttactgacageactacagggcgectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2N
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CH5-13 ‘

ctaaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctrttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgttaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaagaggcaaaggtttgcactattagtcccataatgggatactca
accccatggagatatttagaltttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaattat
ggcagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgﬁaaggatgttacagacaaaactgg
agggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtacc

caatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 20

CH7-22
ataaatccatgtactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgoctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagocagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgttaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca .
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttgtttttttcacctttagagtttcagcatttaattgaaaact
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactg
gagggggagtacaagttactgacagcactaccgggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2P
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CH13-27 : -
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacecaageatgacticagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagggggggpcagtaatictgtcaaaageatgtggagtgagggggecacttitagigetaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgttttctcccgea
gcgagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccatcagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatitatttttitcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacagacaaaactg
gaggpgggetacaggttactgacagcactacagggegcectatgeatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2Q

CH14-33
ataaatccatatactcattggactgtggcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgecectgtggeccattttcaaggaagtttgec
ggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgecagaagecageac
tgetgeaggaggggggggagtaatectgttaaaageatgtggagtgagggggeceacttitagtgecaacte
tgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagceaccattataaggtgiittctceegeag
caagtagctgccacaatgecagtggaaaagaggceaaaggtitgeaccattagtcccataatgggatactcaa
ccccatggagatatttagattttaatgetitaaatttatttttttcacctttagagtttcageacttaattgaaaattatg
gtagtatagctcctgatgctitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaagatgttacagacaaaactggag
gegggetacaggttactgacageactacagggegcectatgeatgttagtggaccatgaatacaagtaccca
tatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2R
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CH62-2

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
g gaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcaattaattctgcagaagccagcact
ggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtcaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacaktttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gccagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttaéagacaaaactg
gagggggggtacaggttactgacagcactacaggccgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 28

CHé64-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgﬁaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttcgcccgca
gcaagtagctgccacaatgccag1ggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatacttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaactg
gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2T
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CH67-2 -

atanatccatatactcattggactgtggcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaacigggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgectcagaaaaatacceaagcatgacttcagttaatictgcagaagecageac
tggtgcaggagggggggggagtaatcctgttaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact '
ctgtaacttgtacattttcca_gacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaagaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatttttticacctttagagtitcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaagatgttacagacaaaactg

g‘agggggggtacaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtggaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 2U
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Parvovirus B19, klon & 2-B1

1 cccgecttat gecaaatggge agecatctta agtgttttac tataatttta ttggtcagtt
61 ttgtaacggt taaaatgggc ggagegtagg caaggactac agtatatata gcacagcact
121 geegeagete tttetttetg ggetgetttt ttcctggact tacttgetgt tttttgtgag
181 ctaactaaca ggtatttata ctacttgtta acatactaac atggagctat ttagaggggt
241 gcttcaagtt tcttctaatg ttctggactg tgctaacgat aactggtggt getetttact.
301 ggatttagac acttctgact gggaaccact aacteatact aacagactaa tggcaatata
361 cttaagcagt gtggcettcta agcttgactt tactgggegg ccactageag ggtgettgta
421 cttttttcaa gtagaatgta acaaatttga agaaggctat catattcatg tggttattgg
481 ggggccaggg ttaaacccea gaaaceteac agtgtgtgta gaggogttat ttaataatgt
541 actttatcac cttgtaactg aaaatctgaa gctaaaattt ttgccaggaa tgactacaaa
601 aggcaaatac tttagagatg gagagcagtt tatagaaaac tatttaatga aaaaaatace
661 tttaaatgtt gtatggtgtg ttactaatat tgatggacat atagatacct gtatttctge
721 tacttttaga aagggagett gecatgeeaa gaaacecege atcaccacag ccataaatga
781 tactagtact gatgetggge agtctagegg cacaggggca gaggttgtge catttaatgg
841 gaagggaact aaggctagea taaagtttea aactatggta aactggttgt gtgaaaacag
901 agtgtttaca gaggataagt ggaaactagt tgactttaac cagtacactt tactaagcag
961 tagtcacagt ggaagttttc aaattcaaag tgcactaaaa ctagcaattt ataaagcaac
1021 taatttagtg cctactagea catttttatt geatacagac tttgageaag ttatgtgtat
1081 taaaaacaat aaaattgtta aattgttact ttgtcaaaac tatgaccccce tattagtggg
1141 gcagcatgtg ttaaagtgga ttgataaaaa atgtggcaag aaaaacacac tgtggtttta
1201 tgggeegeea agtacaggga aaacaaactt gpeaatggee attgetaaaa gtgttecagt
1261 atatggeatg gttaactgga ataatgaaaa ctttecattt aatgatgtag caggaaaaag
1321 cttggtggte tgggatgaag gtattattaa gtetacaatt gtagaagcetg caaaagecat
1381 tttaggeggg caacccacca gggtagatea aaaaatgegt ggaagtgtag ctgtgcetgg
1441 agtacctgtg gttataacca geaatggtga cattactttt gttgtaageg ggaacactac
1501 aacaactgta catgctaaag ccttaaaaga gegeatggta aagttaaact ttactgtaag
1561 atgcageect gacatggggt tactaacaga ggetgatgta caacagigge ttacatggtg
1621 taatgcacaa agetgggace actatgaaaa ctgggeaata aactacactt ttgatttcec
1681 tggaattaat gcagatgece tecacccaga cetecaaace accceaattg tcacagacac
1741 cagtatcage ageagtggtg gtgaaagcete tgaagaacte agtgaaagca gettttttaa
1801 ccteatcacc ccaggegeet ggaacactga aacccegege tetagtacge ceateccegg
~m = —~-1861 gaccagttcaggagaatcatctgteggaag cceagtttce-tecgaagttg tagetgeate - --- - --
1921 gtgggaagaa geettetaca cacctttgge agaccagttt cgtgaactgt tagttggggt
1981 tgattatgtg tgggacggtg taaggggttt acctgtetgt tgtgtgeaac atattaacaa

FIG. 3A
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2041 tagtggegga ggettgggac tttgtececa tigeattaat gtaggggcett ggtataatgg
2101 atggaaattt cgagaattta ccccagattt ggtgcgatgt agetgecatg tgggagcette
2161 taatcccttt tetgtgetaa cotgeaaaaa atgtgettac ctgtctggat tgeaaagett
2221 tgtagattat gagtaaagaa agtggcaaat ggtgggaaag tgatgataaa tttgetaaag
2281 ctgtgtatca geaatttgtg gaattttatg aaaaggttac tggaacagac ttagagcetta
2341 ttcaaatatt aaaagatcat tataatattt ctttagataa tcccctagaa aacccatect
2401 ctetgtttga cttagttget cgtattaaaa ataaccttaa aaactctcca gacttatata
2461 gtcatcattt tcaaagtcat ggacagttat ctgaccacce ccatgectta teatecagta
2521 gcagtcatge agaacctaga ggagaagatg cagtattatc tagtgaagac ttacacaage
2581 ctgggeaagt tagegtacaa ctacceggta ctaactatgt tgggeetgge aatgagetac
2641 aagcetgggee cecgeaaagt getgttgaca gtgetgeaag gattcatgac titaggtata
2701 gccaactgge taagttggga ataaatceat atactcattg gactgtagea gatgaagage
2761 ttttaaaaaa tataaaaaat gaaactgggt ttcaageaca agtagtaaaa gactacttta
2821 ctttaaaagg tgcagcetgec cetgtggece attttcaagg aagtttgecg gaagtteceg
2881 cttacaacgc ctcagaaaaa tacccaagca tgacttcagt taattctgea gaagecagea
2941 ctggtgecagg aggpggegge agtaatectg tgaaaageat gtggagtgag ggggccactt
3001 ttagtgccaa ctetgtaact tgtacatttt ccagacaatt tttaattcca tatgacceag
3061 agcaccatta taaggtgttt tctcccgeag caagtagetg ccacaatgee agtggaaagg
3121 aggcaaaggt ttgeaccatt agtcccataa tgggatactc aaccecatgg agatatttag
3181 attttaatgc tttaaattta tttttttcac ctttagagtt tcageactta attgaaaatt
3241 atggaagtat agctcetgat getttaactg taaccatatc agaaattget gttaaggatg '
3301 ttacggacaa aactggagge ggggtgeagg ttactgacag cactacaggg cgectatgea
3361 tgttagtaga ccatgaatat aagtacccat atgtgttagg gcaaggtcaa gatactitag
3421 ccecagaact tectatttgg gtatacttte cccctcaata cgettactta acagtaggag
3481 atgttaacac acaaggaatt tctggagaca gcaaaaaatt ggcaagtgaa gaatcageat
3541 tttatgtttt ggaacacagt tettttcage ttttaggtac aggaggtaca geaactatgt
3601 cttataagtt tcctccagtg cccccagaaa atttagaggg ctgeagtcaa cacttttatg
3661 aaatgtacaa ccccttatac ggatcceget taggggttee tgacacatta ggaggtgace
3721 caaaatttag atctttaaca catgaagacc atgcaattca gecccaaaac ttcatgecag
3781 ggccactagt aaactcagtg tctacaaagg agggagacag ctetagtact ggagetggaa
3841 aagccttaac aggecttage acaggtacct ctcaaaacac tagaatatcc ttacgecctg
3901 ggecagtgte tcageegtac caccactggg acacagataa atatgtcaca ggaataaatg
3961 ccatttctca tggtcagace acttatggta acgetgaaga caaagagtat cagcaaggag
———---—4021-tgggtagatt-tceanntgaa-aaagaacage-taaaacagit acagggttta-aacatgeaca-- —— -
4081 cctactttce caataaagga acccageaat atacagatca aattgagege ceectaatgg
4141 tgggttctgt atggaacaga agagecectte actatgaaag ccagetgtgg agtaaaatte
4201 caaatttaga tgacagtttt aaaactcagt ttgcagectt aggaggatgg ggtttgeate
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4261 agccacctee tcaaatattt ttaaaaatat taccacaaag tgggccaatt ggaggtatta
4321 aatcaatggg aattactacc ttagttcagt atgecgtggg aattatgaca gtaaccatga
4381 catttaaatt ggggceecegt aaagetacgg gacggtggaa tecteaacet ggagtgtate
4441 ccccgeacge agcaggtcat ttaccatatg tactatatga ccccacaget acagatgcaa
4501 aacaacacca cagacatgga tatgaaaage ctgaagaatt gtggacagce aaaagecgtg
4561 tgcacccatt gtaaacacte cceacegtge ccteagecag gatgtgtaac taaacgecca
4621 ccagtaccac ccagactgta cctgeecect cetataceta taagacagec taacacaa

FIG.3C
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Parvovirus B19, klon ¢. 2-B6

1 ccegecttat geaaatggge agecatetta agtgttttac tataatttta ttggtcagtt
61 ttgtaacggt taaaatggge ggagegtagg caaggactac agtatatata geacageact
121 geegeagete tttetttetg ggetgetttt ttcctggact tacttgetgt titttgtgag
181 ctaactaaca ggtatttata ctacttgtta acatactaac atggagctat ttagaggggt
241 gcttcaagtt tettetaatg ttctggactg tgetaacgat aactggtggt getettact
301 ggatttagac acttctgact gggaaccact aactcatact aacagactaa tggeaatata
361 cttaagcagt gtggetteta agettgactt tactgggggg ccactageag ggtgettgta
421 cttttttcaa gtagaatgta acaaatttga agaaggctat catattcatg tggttatigg
481 ggggccaggg ttaaacceca gaaaccteac agtgtgtgta gaggggttat ttaataatgt
541 actttatcac cttgtaactg aaaatctgaa getaaaattt ttgccaggaa tgactacaaa
601 aggcaaatac tttagagatg gagagcagtt tatagaaaac tatttaatga aaaaaatacc
661 tttaaatgtt gtatggtetg ttactaatat tgatggacat atagatacct gtatttetge
721 tacttttaga aagggagctt geeatgecaa gaaacceege atcaccacag ccataaatga
781 tactagtact gatgctgggg agtctagegg cacaggggea gaggtigtge catttaatgg
841 gaagggaact aaggctagea taaagtttca aactatggta aactggttgt gtgaaaacag
. 901 agtgtttaca gaggataagt ggaaactagt tgactttaac cagtacactt tactaagcag
961 tagtcacagt ggaagttttc aaattcaaag tgcactaaaa ctagcaattt ataaageaac
1021 taatttagtg cctactagca catttttatt gcatacagac tttgagceaag ttatgtgtat
1081 taaagacaat aaaattgtta aattgttact tigtcaaaac tatgaccccc tattagtgeg
1141 gcagcatgtg ttaaagtgga ttgataaaaa atgtggcaag aaaaacacac tgtggtttta
1201 tggaccgeca agtacaggga aaacaaactt ggcaatggec attgetaaaa gtgttecagt
1261 atatggcatg gttaactgga ataatgaaaa ctttccattt aatgatgtag caggaaaaag
1321 cttggtggte tgggatgaag gtattattaa gtctacaatt gtagaagetg caaaagecat
1381 cttaggegge caacccacca gggtagatca aaaaatgegt ggaagtgtag ctgtgectgg
1441 agtacccgtg gttataacca gecaatggtga cattactttt gttgtaageg ggaacactac
1501 aacaactgta catgctaaag ccttaaaaga gegeatggta aagttaaact ttactgtaag
1561 atgcagccct gacatggggt tactaacaga ggcetgatgta caacagtgge ttacatggtg
1621 taatgcacaa agetgggacc actatgaaaa ctgggeaata aactacactt ttgatttece
1681 tggaattaat geagatgcec tecacccaga cetecaaace accecaattg tecacagacac
1741 cagtatcagce agcagtggtg gtgaaagcte tgaagaactc agtgaaagcea gettttttaa
1801 ccteatcacc ccaggegecet ggaacactga aacccegege tctagtacgc'céatccccgg
-—------—1861-gaccagttca-ggagaatcat-ctgtcggaag-cccagtitcctecgaagttg tagetgeate —-———--
1921 gtgggaagaa geettetaca cacctttgge agaccagttt cgtgaactgt tagttggagpt
1981 tgattatgtg tgggacggtg taaggggttt acctgtetgt tgtgtgeaac atattaacaa
2041 tagtggggga ggcttgggac tttgtcecca ttgeattaat gtaggggctt ggtataatgg

FIG. 4A
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2101 atggaaattt cgagaattta ccccagatit ggtgegatgt agetgecatg tgggagettc
2161 taatcccttt tetgtgetaa cetgeaaaaa atgtgettac ctgtetggat tgeaaagett
2221 tgtagattat gagtaaagaa agtggcaaat ggtgggaaag tgatgataaa tttgctaaag
2281 ctgtgtatca geaatttgtg gaattttatg aaaaggttac tggaacagac ttagagctta
2341 ttcaaatatt aaaagatcat tataatattt ctttagataa tcccctagaa aacceateet
2401 ctttgtttga cttagttget cgtattanaa ataaccttaa aaactetcea gacttatata
2461 gtcatcattt tcaaagtcat ggacagttat ctgaccacce ccatgectta teatecagta
2521 geagtcatge agaacctaga ggagaagatg cagtattatc tagtgaagac ttacacaagce
2581 ctgggeaagt tagegtacaa ctacccggta ctaactatgt tgggectgge aatgagctac
2641 aagctgggce cecgeaaagt getgttgaca gtgetgeaag gattcatgac tttaggtata
2701 gecaactgge taagttggga ataaatccat atactcattg gactgtagea gatgaagage
2761 ttttaaaaaa tataaaaaat gaaactgggt ttcaageaca agtagtaaaa gactacttta
2821 ctttaaaagg tgcagetgee cotgtggeee attttcaagg aagtttgceg gaagttcecg
2881 cttacaacgc ctcagaaaaa tacccaagca tgacttcagt taattctgea gaagccagca
2941 ctggtgeagg aggpggpggc agtaateetg tgaaaageat gtggagtgag gggeccactt
3001 ttagtgccaa ctctgtaact tgtacatttt ccagacaatt tttaattcca tatgacccag
3061 agcaccatta taaggtgttt tctecegeag caagtagetg ccacaatgee agtggaaagg
3121 aggcaaaggt ttgcaccatt agtcccataa tgggatacte aaccceatgg agatatttag
3181 attttaatgce tttaaattta tttttttcac ctttagagtt tcagcactta attgaaaatt
3241 atggaagtat agctcctgat getttaactg taaccatate agaaattget gttaaggatg
3301 ttacaaacaa aactggaggg ggggtgcagg ttactgacag cactacaggg cgectatgea
3361 tgttagtaga ccatgaatat aagtacccat atgtgttagg geaaggtcaa gatactttag
3421 ccccagaact tectatttgg gtatacttte ccecteaata cgettactta acagtaggag
3481 atgttaacac acaaggaatt tctggagaca gecaaaaaatt ggcaagtgaa gaatcageat
3541 tttatgtttt ggaacacagt tcttttcage ttttaggtac aggaggtaca gcaactatgt
3601 cttataagtt tectecagtg cceccagaaa atttagaggg ctgeagteaa cacttttatg
3661 aaatgtacaa ccccttatac ggateceget taggggttce (gacacatta ggaggtgacc
3721 caaaatttag atctttaaca catgaagacc atgcaattca geeceaaaac ttcatgecag
3781 ggccactagt aaactcagtg tctacaaagg agggagacag ctctagtact ggagetggaa
3841 aagccttaac aggecttage acaggtacct cteaaaacac tagaatatee ttacgcectg
‘3901 ggecagtgte teageegtac caccactggg acacagataa atatgtcaca ggaataaatg
3961 ccatttctca tggtcagace acttatggta acgctgaaga caaagagtat cagcaaggag
4021 tgggtagatt tccaaatgaa aaagaacage taaaacagtt acagggttta aacatgcaca
40chtact-ttccfaavtaaaggaacceageaat—a{aeagatcaaattgagegeeeeetaatgg--
4141 tgggttctgt atggaacaga agagcccttc actatgaaag ccagetgtgg agtaaaattc
4201 caaatttaga tgacagtttt aaaactcagt ttgcagectt aggaggatgg ggtttgcatc
4261 agccacctec tcaaatattt ttaaaaatat taccacaaag tgggecaatt ggaggtatta
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4321 aatcaatggg aattactacc ttagttcagt atgeegtggg aattatgaca gtaaccatga
4381 catttaaatt ggggeecegt aaagetacgg gacggtggaa tectcaaccet ggagtgtate
4441 ccccgeacge ageaggteat ttaccatatg tactatatga ccccacaget acagatgeaa
4501 aacaacacca cagacatgga tatgaaaagc ctgaagaatt gtggacagce aaaageegtg
4561 tgeacccatt gtaaacactc cceacegtge ceteageeag gatgtgtaac taaacgeeca
4621 ccagtaccac ccagactgta cetgeecect cctataccta taagacagcee taacacaa

FIG. 4C
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Jednovliaknova sekvencia DNA klonu B1-NS1

atactcttcgaapaaaacaaaatggagctatttagaggggtgcttcaagtttcttctaatgttctggactgtgctaacgataactggtggtgctctt
tactggatttagacacttctgactgggaaccactaactcatactaacagactaatggcaatatacttaagcagtgtggcttctaagcttgacttta
ctggggggccactagcagggtgcttgtacttttttcaagtagaatgtaacaaatttgaagaaggctatcatattcatgtggttattggggggcca
gggttaaaccccagaaacctcacagtgtgtgtagagg ggttatttaataatgtacutatcaccttgtaactgaaaatctgaagctaaaatttttgc
caggaatgactacaaaaggcaaatactttagagatggagagcagtttatagaaaactamaatgaaaaaaatacctttaaatgttgtatggtgt
gttactaataugatggacatatagatacctgtatttctgctacttttagaaagggagcttgccatgccaagaaaccccgcatcaocacagccat
aaatgatactagtactgatgctggggagtctagcggcacaggggcagaggttgtgccatttaatgggaagggaactaaggctagcataaag
tttcaaactatggtaaactggttgtgtgaaaacagagtgtttacagaggataagtggaaactagﬁgacmaaccagtacactttactaagcagt
agtcacag1ggaagttttcaaattcaaagtgcactaaaactagcaatttataaagcaactaatttagtgcctactagcacatttltattgcataéag
actttgagcaagttatgtgtattaaaaacaataaaattgttaaattgttactttgtcaaaactatgaccccctattagtggggcagcatgtgttaug
tggattgataaaaaatgtggcaagaaaaacacactgtggttttatgggccgccaagtacagggaaaacaaacttggcaatggocattgctaa
aagtgttocagtatatggcatggﬁaactggaatzatgaaaactttccatttaatgatgtagcaggaaaaagcttggtggtctgggatgaag
gtattattaagtctacaattgtagaagctgcaaaagocattttaggcgggcaacccaccagggtagatcaaaaaatgcgtggaagtgtagctg
tgcctggagtasctgtggttataaccagcaatggtgacattacttttgttgtaagcgggaacactacaacaactgtacaxgctaaagccttaaaa
gagcgcatggtaaagttaaactttactgtaagatgcagccctgacatggggttactaacagaggctgatgiacaacagtggcttacatggtgt
aatgcacaaagetg ggaccactatgaaaactgggcaataaactacacttttgatttccctggaattaatgcagatgccctccanccagacctcc
aaaccacoccaattgtcacagacaccagta,tcagcagcagtggtggtgaaagctctgaagaactcagtgaaagcagcttttttaacctcatca
ccccaggcgcctggaacactgaaaccccgcgctctagtacgcccatccccgggaocagttcaggagaatcatctgtcggaagcccagtttc
ctccgaagttgtagctgcatcgtgggaagaagccttctacacacctttggcagaccagtttcgtgaactgttagttggggttgatta;gtgtggg
acggtgtaagge gtttacctgtctgttgtgtgcaacatattaacaatagtgggggaggcttgggactttgtccccattgcattaatgtaggggct
tggtataatggatggaaatttcgagaatttaccccagatttggtgcgatgtagctgccatgtgggagcttctaatcccttﬁctgtgctaacctgca
aaaaatgtgctiacctgtct ggattgcaaagetttgtagattatgagtaagtcgacatacte

FIG. 5A

Aminokyselinova sekvencia klonu B1 NS1

MELFRGVLQVSSNVLDCANDNWWCSLLDLDTSDWEPLTHTNRLMAIYLSSVAS
KLDFTGGPLAGCLYFFQVECNKFEEG YHIHVVIGGPGLNPRNLTVCVEGLFNNVLYHLVT
ENLKLKFLPGMTTKGKYFRDGEQFIENYLMKKIPLNVVWCVTNIDGHRIDTCISATFREKGA
CHAKKPRITTAINDTSTDAGESSGTGABVVPFNGKGTKASIKFQTMVNWLCENRVFTEDK,
WKLVDFNQYTLLSSSHSGSFQIQSALKLATYKATNLVPTSTFLLHTDFEQVMCIKNNKIV
KLLLCQNYDPLLVGQHVLKWIDKKCGKKNTLWFYGPPSTGKTNLAMAIAKSVPVYGMVNW
NNENFPFNDVAGKSLVVWDEGIKSTIVEAAKAILGGQPTRVDQKMRGSVAVPGVPVVIT

—— -.msmwscmmmmmmmﬁmmummmmmcumsm
HYENWAINYTFDFPGINAD ALHPDLQTTPIVTDTSISSSGGESSEELSESSFFNLITPGA
WNTETPRSSTPIPGTSSGESSVGSPVSSEVVAASWEEAFYTPLADQFRELLVGVDYVWDG
VRGLPVCCVQHINNSGGGLGLCPHCINVGA WYNGWKFREFTPDLVRCSCHVGASNPESVL
TCKKCAYLSGLQSFVDYE

FIG. 5B
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Sekvencia jednovlaknovej DNA B1 VP1

atactcaagcttacauaacaaaatgagtnugnaagtggcaaatggtgggaaagtgatgataaatttgctasa getgtgtatcageaatttgtggaatttta
tgamggttactggaacagacﬂagagcmmmmmagatcattataatatttcmagamatcccctag
aaaacccatcctctttgtttgacﬂngﬁgctcgtattauaaatnaccumaactctccagacttatntagtcatcat
tttcaaagtcatggacagttatctgaccacccccatgccttatca!ccagtagca gtcatgcagaacctagagpagaaga
tgcagtattatctagtgaa gacttacacaagcctgggcaagtmgcgtacaactacccggtacmncmtgﬁgggcctg
gcaatgagctacsagctgggoccccgcaaagtgctgttgacagtgctgcaaggattcatgacttmggtatagccaactg
gcmgltgggaatzaatccatamctcattggactgmgcagatgaagagcttttaaaaaatataaaanatgaaactgg
gtttcaagcacaagtagtamgsctactttactﬂaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagmgc
cggaagttcccgcttacaacgoctcagaawtawcangcatgacttcagttamctgcagugocagcactggtgca
ggaggggggggcagtaatcclgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaactctgtaacttgtacatt
ttccagacaatttﬂnattccatatgacccagagcaccauamaggmtttcﬁcocgcagcaagtagctgccncaatg
ccagtggmggaggcaaaggmgcaccattngtcccataatgggamctcaacowatggagatatttagamtaat
gcmaaat(tamttttcacctttagagmcageacunattgaantmggugmmgctcclgatgcmuc
tgtaaouutcagmttgctgttaaggatgﬂacgga.caaaactggagggggggtgcaggmc(gacagcaclacag
ggcgcc(atgcatgttagtagaccatgaa'amagtacccatatgtgﬂagggcaaggtcugauctﬁxgcwcagaa
cmmgggmmumcctmmcgcmmmgmggngatguummggumtggaga
cagcaaaanttggcaag’tgaagutcagcamtatgttttggucacagmttmag?mgtacaggaggta
cagcaactntghcﬁataagtttcctccagtgoccccagamﬂhgagggctgcagtcaacactmntgmtgmc
'aaccocttatscggatcccgcttnggggttcctgacacaﬂnggaggtgacccamlttagntctﬂmcacatgaaga
ccatgcaattcagcwcaaaacﬂcatgccagggccactxgtaaaclcagtgtcmcaaaggagggagacagctctagta

’ ctggagctggaaaagcctmacaggccﬂagcacaggtacctclcaaaacacmgaatatccttacgccctgggccagtg
tetcagee gtaccaccactgggacacagatanamgtcacaggaamaatgccamctcatggtcagaccacttatgg
taacgctgaagacuagagtatcagcaaggaglgggmgamocaaatguuagaacagcmaaacag«zzcagggﬁ
macatgcacaoctactttcccaataaaggaaoocagcaatahcagatcaaattgagcgcococtaatggtgggttct
gtatggaacagaagagcccﬂcactatgaaagocagctgtggagmaattccaaattlagatgacagmtaanactca
gtttgcag'ccmggaggatggggtttgcatca gecacctcetcaaatatttitaaaaatattaccacaaagtgggecaa
ttggaggtxtmaatcaatgggaattactacct!agttcag(atgccgtgggaattatgacag!naccatgacatttaaa
ttggggcoccgtnaagctacgggacggtggaatcctcaacctggagtgtatcccocgcacgcagcaggtcatﬂaccata
tgtacta(atgaccocacagctacagatgcaaaacaacaccacagacatggatatgamgcctgaagaattgtggacag
ccaasagecgtgtgcacccattgtaagtcgacatacte

FIG. 6A

Aminokyselinova sekvencia B1 VP1

MSKBSGKWWESDDKFAKAVYQQFVEFYEKVTGTDLELIQILKDHYNISLDNPL
ENPSSLFDLVARIKNNLKNSPDLYSHHFQSHGQLSDHPHALSSSSSHAEPRGEDAVLSSE
DLHKPGQVSVQLPGTNYVGPGNELQAGPPQSAVDSAARIHDFRYSQLAKLGINPYTHWTV
ADEELLENIKNETGFQAQVVKDYFTLRGAAAPVAHFQGSLPEVPAYNASEKYPSMTSVNS
ABASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATRSANSVTCTFSRQFLIPYDPEBHYK VFSPAASSCHN
ASGKEAKVCTISPMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHL[ENYGSMPDALTVTISEl
AVKDVTIDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLGQGQDTLAPELPIWVYFPPQYAY

— —WG%S%SMWWWTMWBGC& ——————— .
QHF YEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPLVNSVSTKEGDSSS
TGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYVTGINAISHGQTTYGNAEDKE
YQQGVGRFPNEKBQLKQLQGLNMHTYFPNKGTQQYTDQ[ERPLMVGSVWNRRALHYESQL
WSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLK[LPQSGP[GGIKSMGITILVQYAVGIM
TVITMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPEAAGHLPYVLYDPTATDAKQHHRHGYEKPEELWT
AKSRVHPL

FIG. 6B
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Sekvencia jednovliknovej DNA B1 VP2

atactcaagcttacaaaacauatgacttcagﬂnattctgcagaagccagcactggtgcaggaggggggggcagtaatccfgigﬂﬂugw‘g‘ggagtgagggBgC
cacmtagtgccaactctgtascttgtacattttccagacutmtuttccatatgacccagngcaccatt
ataaggtgttttctcccgcagcaagtagc(gccacaatgccagtggmggaggcaaaggmgcaccmagtcccata
a(gggatactcaaccccatggagatamagattttaatgctttaaamatﬁttttcacctttagagtttcagcactt
aattgaaaattatggaagtatagctcctgatgctttaactgtxaccatntcagaaaﬂgclgﬂanggatgttacggaca
aaactggagggggggtgcaggttactgacagcactncagggcgcctatgcatgttngtagaccalgntahaguocca
tntgtgttagggcaaggtcaagatactttagccocagaacﬂcctatttgggtatactttoccoctcaatacgcttacn
aacagtaggagatgttaacacacaaggaalttctggagacagcanaaaauggcaagtgangaatcagcatttmtgﬂt
tggaacacagttcmtcagcttttaggtacaggaggmcagcaachtgtcrtataagtttcctccagtgccéceagaa
aatttagagggctgcngtcaacacmtatgmtgtacummtacggatcccgcttsggggttcctgacacalt
aggaggtgacocaaaatttagatctttaacacatgaagaccatgcnaﬂcagccccaaaacttcatgccagggccacmg
taaacwagtgtctxcaaaggagggagacagctctagtactggagctgguaagccttaacaggocmgcacaggmcc
wmaaaca.dngaatatccﬁacgccctgggccngtgtctcagccgtaccawactgggacacagatuﬂztgtdac
aggaatnaatgccautctcatggtcagaccacttatggm.cgctgaagacaaagagmcagcaxggagtgggtagat
ttccuatgaaaazgaacagctaaaacagthcagggtttaaacatgcacacctnctttcccaataaaggumgm
tztxcagatcaautgagcgccccctaatggtgggﬂctghtggucagaagngcccttcactatguagccagctgtg
gagtauauccaaamgatgacagmmaacmgtugmgccuaggaggatggggtugcatcagmlc
cmaumﬁnhamhmpcécaaagtgggmnggagghmmtgggumcmmmcag
mtgocgtgggaatmtgacagmaccatgacanuaattggggccccgmaagcmcgggacggtgguwctcaacc
tggngtgmtcccccgcacgcagcaggtcamaccamtgtactztatgaccccacagctacaga!gcaaumcacc
aca_gacatggatatgaaaagcctgaagaattgtggacagccaaaagccgtgtgcncccaﬂgmagtcgacataclc

FIG. 7A

Aminokyselinovi sekvencia B1 VP2

MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPRHH
YKVFSPAASSCHNASGKEAK VCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGS
IAPDALTVTISEIAVKDVTDKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHE YK YPYVLGQGQDTLAPE
LPIWVYFPPQYAYLTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMSYK
FPPVPPENLEGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPL
VNSVSTKEGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKY VTGINAIS
HGQTITYGNAEDKEYQQGVGRFPNEKEQLKQLQGLNMHTYFPNK GTQQYTDQIERPLMVGS
VWNRRALHYESQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSM
GITTLVQYAVGIMTVTMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQH
HRHGYEKPBELWTAKSRVHPL

FIG. 7B
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Sekvencia jednovliknovej DNA B6 NS1

atactcttcgaacaaaacaaaatggagctatttagaggggtgcttcaagtttcttctaatgttctggactgtgctaacgataa.ctggtggtgctctt
tactg gatttagacacttctgactgggaaccactaactcatactaacagactaatggcaatatacttaagcagtgtggcttctaagcttgacttta
ctggg gggccactagcagggtgcttgtacttttttcaagtagaatgtaacaaatttgaagaaggctatcatattcatgtggttattggggg gcea
gggttaaaccccagaaaccteacagtgtgtgtagaggggttatttaataatgtactttatcacctigtaactganaatctgaagcetaaaatttttge
caggaatgactacaaaaggcaaatactttagagatggagagcagtﬁamgaaaactgmaatgaaaaaaataocﬁtaaatgﬂgtatggtgt
gttactaatattgatggacatatagatacctgtatttctgetacttttagaaagggagettgecatgecaagaaacccegeatcaccacagecat
aaatgatactagtactgatgetggggagtctageggeacaggggeagaggttgtgeeatttaatgggaagpgaactaaggcetageataaag
tttcanactatggtaaactggttgtptgaaaacagagtgitiacagaggataagtggaaactagttgactitaaccagtacactitactaageagt
agtcacagtggaagttttcaaattcaaagtgcactaaaactagcaatttataaagcaactaagttagtgcctabtagcacatttttattgcatacag
actttgagcaagttatgtgtattaaagacaataaaattgttanattgttactitgtcaaaactatgaccecctatiagtpgggeageatgtgttaaag
tggattgataaaaaatgtggcaagaaaaacacactgtggttitatggaccgecaagtacagggaaaacaaacttggeaatggecattgetaa
aagtgttccagtatatggeatggttaactggaataatgaaaactticcatitaatgatgtagcaggaaanagetiggtgptetgggatgaagpta
ttattaagtctacaattgtagaagetgcaaaagecattttaggegggeaacceaccagggtagatcaaaaaatgegtggaagtgtagetgige
ctggagtaccogtggttataaccageaatggtgacattacttttgttgtaagcgggaacactacaacaactgtacatgetaaagecttaaaaga
gogeatggtaaagttaaactttactgtaagatgcageectgacatggggttactaacagaggctgatgtacaacagtggettacatggtgtaat
geacaaagctgggaccactatgaaaactgggcaataaactacacttitgatticectggaattaatgeagatgeectecacceagacctecaa
accaccccaattgtcacagacaccagtatcagcageagtgptggtgaaagetctgaagaacteagtgaaageagcttttttaacctcatcace
ccaggegectggaacactgaaaccecgegetetagtacgeccatcccegggaccagticaggagaatcatetgteggaageccagtitce
tecgaagttgtagctgeategtgggaagaagectictacacacctttggeagaccagtitcgtgaactgttagttgggettgattatgtgtggea
cggtgtaaggggtttacctgtetgtigtgtgcaacatattaacaatagtgggggaggetigggactitgtceceattgeattaatgtagpggett
ggtataatgpatgfaaatttcgagaatttaccecagattiggtgegatgtagetgecatgtgggagcettctaatcecttttctgtgetaacctgea
aaaaatptgcttacctgtctggattgcasagetitgtagattatgagtaagtcgacatacte

FIG. 8A

Aminokyselinova sekvencia B6 NS1

MELFRGVLQVSSNVLDCANDNWWCSLLDLDTSDWEPLTHINRLMAIYLSSVAS .
KLDFTGGPLAGCLYFFQVECNKFEEGYHIHVVIGGPGLNPRNLTVCVEGLFNNVLYHLVT
ENLKLKFLPGMTTK GKYFRDGEQFIENYLMKKIPLNVVWCVTNIDGHIDTCISATFRKGA
CHAKKPRITTAINDTSTDAGESSGTGABVVPFNGKGTKASIKFQTMVNWLCENRVFTEDK
WKLVDFNQYTLLSSSHSGSFQIQSALKLAIYKATNLVPTSTFLLHTDFEQVMCIKDNKIV
KLLLCQNYDPLLVGQHVLKWIDKKCGKKNTLWFYGPPSTGKTNLAMAIAKSVFVYGMVNW
NNENFPFNDVAGKSLVVWDEGIKSTIVEAAKAILGGQPTRVDQKMRGSVAVPGVPVVIT
SNGDITFVVSGNTTTTVHAKALKERMVKLNFTVRCSPDMGLLTEADVQQWLTWCNAQSWD

__ HYENWAINYTFDFPGINADALHPDLQTTPIVIDTSISSSGGESSEELSESSFFNLITPGA
WNTETPRSSTPIPGTSSGESSVGSPVSSEVVAASWEEAFYTPLADQFRELLVGYVDYVWDG
VRGLPVCCVQHINNSGGGLGLCPHCINVGAWYNGWKFREFTPDLVRCSCHVGASNPFSVL
TCKKCAYLSGLQSFVDYE

FIG. 8B
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Sekvencia jednovlaknovej DNA B6 VP1

atactcaagcttacaaaacaaaatgagtaaagaaagtggcaaatggtgggaaagtgatgataaatttgctaaagctgtgtatcagcaatﬂgtg
gaattttatgaaaaggttactggaacagacttagagcttattcaaatattaaaagatcaﬂataatatttctttagataatoocctagaaaacccatc
ctctttgtttgacttagttgctcgtattaaaaataaccttaaaaactctccagacttatatagtcatcattttcaaagtcatggacagﬁatctgmx;ac
occcatgccttatcatccagtagcagtcatgcagaacctagaggagaagatgcagtattatctagtgaagacttacacaagcctgggcaagtt
agcgtacaactacccggtactaactatgttgggcctggcaatgagctacaagctgggcooccgcaaagtgctgttgacagtgctgcaaggat
tcatgactttaggtatagocaactggctaagttgggaataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaa
tgaaactgggtttcaagcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggoocattttcaaggaagtttgocggaa

gttcocgcttacaancctcagaaaaalacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcactggthHgg&ggggggggcagta
atcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaactctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccag

agcaccattataaggtgttttctcccgcagcaagtagctgccacaatgocagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgg
gatactcaaccccatggagamtttagaﬁttaatgcﬁtaaaMatﬁﬁt&ascMgMcagcacﬁaangwmatggaagtmgct

octgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacaaacaaaactggagggggggtgcaggﬁactgacagmtaca

gggcgoctatgcmmgagaMgaangmmtgmgggmggMagaWMgmgammgggt
atactttccwctcaatacgcttacttaacagtaggagatgﬁaacacacaaggaaﬁtctggagacagcaaammuggcaagtgaagamca
gcattttatgttttg gaacacagttcttttcagcttttaggtacaggaggtacagcaactatgtcttataagtttoctccagigccwcagaaaam

agagggctgeagtcaacacttttat gaaatgtacaaccccttatacggatcccgcﬁaggggttcctgacacattaggaggtgacccaaaattt

agatctttaacacatgaagaocatgcaattcagccccaaaacttcatgocagggccactagtaaactcagtgtctacaaaggagggagacag
ctctagtactggagctggaaaagpcttaacaggccttagcacaggtacctctcaaaacactagaatatccttacgccctgggccagtgtctca

gccgtaocaccactgggacacagalaaatatgtcacaggaataaatgccatttctcatggtcagaccacttatggtaacgctgaagacaaag

agtatcagbaaggagtgggtagatttccaaatgaaaaagaacagctaaaacagttacagggtttaaacatgcacacctactttcccaataaag

gaacccagcaatatacagatcaaattgagcgccocctaatggtgggttctgtatggaacagaagagcccttcactatgaaagccagctgtg g

agtaaaattccaaatttagatgacagttttaaaactcagtﬁgcagccttaggaggatggggtttgcatcagccacctoctcaaatattCttaaaa

atattaccgcaaagtgggocaa ttggaggtattaaatcaatgggaattactaccttagttcggtatgccgtgggaattatgacagtama(ga

catitaaa ttggggceccgtaaagetacgggacggtggaatectcaacctggagtgtatccccegeacgeageaggtcatttaceata t gta
dtatatgaccc:cacagctzucagatgcaaaacaacaccacagacatggatatgaaaagOCtga‘ilgfiattgfgg"cagcc*ﬂ'ﬂ‘“igccgt glg

cacccattgtaaptcgacatactc

FIG.9A

Aminokyselinova sekvencia B6 VP1

MSKESGKWWESDDKFAKAVYQQFVEFYEKVTGTDLEL[QXLKDHYNISLDNPL
ENPSSLFDLVARIKNNLICNSPDLYSmiFQSHGQLSDHPHALSSSSSHAEPRGBDAVLSSB

. DLHKPGQVSVQLPGTNWGPGNBLQAGPPQSAVDSMRHDFRYSQLAIUBMYTHWTV
ADEELLKNIKNE’I‘GFQAQVVKDYF’I‘LKGAAAPVAIH"QGSLPEVPAYNASEKYPSMTSVNS
AEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVICTFSRQFLIPYDPEHHYKVFSPAASSCHN
‘AmmcmﬂmsmmmmmTWsm—
AVKDV]NKTGGGVQVI'DSTI‘GRLCMLVDHBYKYPYVLGQGQDTLAPBLP[WVYFPPQYAY
LTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMSYKFPPVPPENLEGCS
QHFYEMYNPLYGSRLGV'PDTLGGDPKFRSL'H{EDIMIQPQNFMPGPLVNSVS'IKEGDSSS
TGAGKAL'IGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYV’IGINAISHGQTFYGNABDKE
YQQGVGRFPNEKEQLKQLQGLNWUYFPNKGTQQYIDQIERPLMVGSVWNRRALHYESQL
WSKIPNLDDSFK’I’QFAALGGWGLHQPPPQIFLK[LPQSGPIGGIKSMGITI‘LVQYAVGIM

TVTMTFKLGPRK.ATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDPTATDAKQHHRHGYEKPBELWT
AKSRVHPL

FIG. 9B
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Sekvencia jednovlaknovej DNA B6 VP2

ataclcaagcttacaaaacaaaatgacttcagttaattctgcagaagccagcactggtgcaggaggggggggcagtaatoctgtgaaaagcatgtggagtgagggggc
cacttttagtgccaactctgtaactigtacatiticcagacaatitttaattceatatgacccagageaccatt
ntaaggtgttt(ctcccgcagcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggc.auggtttgcaocaﬂagtcccata
atgggntactcaaccccatggaguta&tagaltttnatgctttaaatttntttttttcacctttagagtttcagcncﬁ
aattgaaaattatggaagtatagctcctgatgcmnac(gtaagcamtcaga,@ﬂgctgttmggatgttacaaaca
asactgpagggegegtacaggitactgacagcactacagggegectatgeatgtagtagaccatgaatataagtaccca
mtgfgtugggcaaggtcaagntactttngccccagaacttcctamgggtatactttowcctcaaucgcﬂactt
ancagmggagatgtinacacacaaggaatttctggagacagcaaaaanttggcaagtgugaatcagcattttatgﬂt
tggaacacagtictitcagciittaggtacaggaggtacageaactatgicttataagtitcctecagtgececcagaa
aatttagagggetgcagtcaacactitiatganatgtacaaccectiatacggatoccgotiagggpticetgacacatt
nggaggtgacccaaaatttagatcttmacacatgaagaccalgcaattcagccccanaacttcatgccagggccactag
taaactcagtgtctacaaaggagggagacagctctagtactggngctggnaaagwtlaacaggccttagcacaggtacc
tctcaaucactngaatatccttacgccctgggccagtgtctcagccgtaocaccactgggacacagahaamgtcac
aggaatzastgcocatticteatggtcagaccactiatggtancgctgaagacaangagtatcagcaaggagtgpptapat
ttccantgaaaugucagmaaacagttacagggmacatgcacacchctttcocaahaaggaaqocagm
taheagat;aaattgagcgcccccmatggtgggﬂrlgmtggaacagaagagcocttcactatgmagccagctgtg
gagﬂmtccasaﬁhgntgacagﬁdxuadcagtttgmgccﬂaggaggatggggmgentmgmwtc
ctcaaatatitttaanaatattaccacaaaptgggecaattgpaggtattaantcaatgggaatinctacctiagttcag
mgccgtgggaattatgmgmaccatgacatttsaaﬁggggccccgtnagctacgggacggtggaawctmoc
tggagtgtatcwccgcacgcagcaggtcattﬁccatatgtactatatgaccccacagctacagatgcaaaacaacacc
acagacatg gatatgaaaagcctgaagaattgtggacagocaaaagccgtgtgcacccaﬂgmgtcgacatactc

FIG. 10A

Aminokyselinova sekvencia B6 VP2

MTSVNSAEASTGAGGGGSNPVKSMWSEGATFSANSVTCTFSRQFLIPYDPEHH
YKVEFSPAASSCHNASGKEAKVCTISPIMGYSTPWRYLDFNALNLFFSPLEFQHLIENYGS
IAPDALTVTISEIAVKDVTNKTGGGVQVTDSTTGRLCMLVDHEYKYPYVLGQGQDTLAPE
LPIWVYFPPQYAYLTVGDVNTQGISGDSKKLASEESAFYVLEHSSFQLLGTGGTATMSYK
FPPVPPENLEGCSQHFYEMYNPLYGSRLGVPDTLGGDPKFRSLTHEDHAIQPQNFMPGPL
VNSVSTKEGDSSSTGAGKALTGLSTGTSQNTRISLRPGPVSQPYHHWDTDKYVTGINAIS
HGQTIYGNAEDKBYQQGVGRFPNEKEQU(QLQGLNMHI’YFPNKGTQQYTDQ]ERPLMVGS
VWNRRALHYESQLWSKIPNLDDSFKTQFAALGGWGLHQPPPQIFLKILPQSGPIGGIKSM
GITTLVQYAVGIMTVIMTFKLGPRKATGRWNPQPGVYPPHAAGHLPYVLYDFTATDAKQH
HRHGYEKPEELWTAKSRVHPL :

FIG. 0B



25/38

CHS80-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaégttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaa gcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgca ggaggggggggcagtaatcctgttaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctéccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttgtttttttcacctttagagtttcagcatttaattgaaaact
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaactg
gagggggagtacaagttactgacagca_ctaccgggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
Ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag :

FIG. 11A

CHS81-3

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaéggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagﬁaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgttaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaact
ctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttcgcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatacttagatttt_aatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atgga'cgﬁatagctcc_tgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag :

FIG.11B




26/38

B19SCL1-4 . :
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaanaatgaaactgggtttcaa

~ gcacaagtagtaaaagactactitactttaaaaggtgcagetgeccctgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagtitccegcettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattetgecagaagecageac
- tggtgcaggaggpggggpcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggggecacttttagtgecaac
tctgtaacttgtacattticcagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgea
gcaagtagcetgccacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtttgeaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatitttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaagpatgttacggacaaaactg
gaggggegpetgcaggttactgacagcactacagggegectatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.11C

B19SCL2-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaanaatataaaaaatgaaactgggtticaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccctgtggeccattticaaggaagtttgee
ggaagttcccgcettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgcagaagecageac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggggccacttttagtgecaac
tctgtaactigtacatttticcagacaatttttaaticcatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgea
gcaagtagetgcecacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtttgeaccattagtcccataatgggatacte
aaccccatgpagatatttagattttaatgctttaaatitatttttttcacctttagagiticagcacttaattgaaaatt

atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacageactacagggegcectatgeatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11D
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B19SCL3-1

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatat’gtgttagggcaaggtcaggatactttag , <

FIG. 11E

B19SCL4-3 - .
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacéagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgcc
ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagcac
tggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggag_tgagggggccacttttagtgccaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataagg'tgttttctcccgca
gcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatactc
: aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaatt
_atggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaactg

gagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag :

FIG. 11F
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B19SCLS-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttcaa
gcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagetgcecctgtggeccattttcaaggaagtttgee
ggaagttccegcettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgecagaagecageac
tggtgcaggaggeggeggeagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggecactittagtgecaac
tctgtaacttgtacattttccagacaatttitaattccatatgacccagagcaccattataaggtgtttictcecgea
gcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggeaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatacte
aaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttattttiticacctttagagtticagcacttaattgaaaatt
atggaagtatagctcctgatgetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaactg
gagggggpgtgcaggttactgacageactacagggegectatgeatgitagtagaccatgaatataagtac
ccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.11G

B19SCL6-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggttica
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagcetgeccetgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaatictgcagaagecagea
ctggtgcaggaggpgggggcagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggegcecacttitagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagageaccattataaggtgttttctcecge
agcaagtagctgccacaatgeccagtggaaaggaggcaaaggtitgcaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatpttacppacaaaact

ggaggpepgatgcaggttactgacageactacagggcegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11H
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B19SCL7-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca

- agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggecacttttagt'gccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 111

B19SCLS8-2
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtuca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttaggttttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat

tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.11J
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B19SCL9-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagctittaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccctgtggeccattticaaggaagtttge
cggaagttcccgettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcaattaattctgcagaagecagea
ctggtgcaggagggeggggeagtaatcctgtcaaaageatgtggagtgagggggcceacttttagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcceg
cagccagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtttgecaccattagtcccataatgggatac
tcaaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctitagagtttcagcacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgetitaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaac
tggagggggegtgcaggttactgacageactacagggoegectatgeatgttagtagaccatgaatataagt
acccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

' FIG.11K

B19SCL9-9
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcettitaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgeccctgtggeccatittcaaggaagtttge
cggaagttccegettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattctgcagaagecagea
ctggtgecaggaggggggggeagtaatcctgtgaaaageatgtggagtgagggggcecacttttagtgecaa
ctctgtaactigtacattttccagacaatttttaaticcatatgacccagagceaccattataaggtgttttctccege
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtitgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatgpaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgeaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgitaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11L
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B19SCL10-2

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
: cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaéaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgﬁaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgitagggcaaggtcaggatactitag

FIG.11M

B19SCL11-1
ataaatccatatactcattggactgtagCagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccga
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcaggaattgctgttaaggatgttaczgacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttapggcaaggtcaggatactttat

FIG. 1IN
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B19SCL12-1 :
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
c ggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtcaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtgacttgtacattttccagacagtttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccg
cagcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtccgataatgggatac
tcaaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacagacaaaact

ggagggggggtgcaagttactgacagcagtacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatacaagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.110

B19SCL13-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
-agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtgcattttccagacaatttﬁaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccg
cagcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatac
tcaaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaa
ttatggaagtatagctcctgatgcttwagggaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaac

tggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagt
acccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11P
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B19SCL14-1 v

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggﬁtgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11Q

B19SCL15-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.11R
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B19SCL16-2 ‘
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcitttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttceegettacaacgectcagaaaaatacccaageatgacttcagttaattctgeagaagecagea
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtttgcaccattagteccataatgggatact
caaccccatggagatatitagattttaatgctttaaatttatttttticacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgcetttaactgtaaccatatcagaaattgetgttaaggatgttacggacaaaact |
ggagggeeggtgeaggttactgacageactacagggegectatgeatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttat

FIG. 118

B19SCL17-1 :
ataaatccatatacttattggactgtagcagatgaagagcttitaaaaaatataaaaaatgaaactgggttica
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagticcegettacaacgectcagaaaaatacccaagceatgacttcagttaattetgcagaagecagea
ctggtgeaggaggggggggcagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggecacttitagtgecaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggcaaaggtttgeaccattagtcecataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatttitttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcetgatgotttaactgtaaccatatcagaaattgcetgttaaggatgttacggacaaaact

___ ggapggggpgtpcappttactgacagcactacagggcgectatgeatgttagtapaccatgaatataapta

cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11T
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B19SCL18-1 .
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggagg ggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccag‘agcaccattataag_gtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgecagtggaaapgagpcaaag gtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11U

B19SCL19-1
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
a‘gcacaagtzigtaaaagactactttactttaaa'aggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgocaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11V
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B19SCL20-3 A

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc :
cggaagttcce gcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
_ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
_agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagatttjcaatgctttaaatrtatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaata_taagta
cccatatgtgttagggeaaggtcaggatactttag

FIG. 11W

B19SCL21-3
ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataanaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcecctgtggeccattttcaaggaagtttge
cggaagttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggegggeagtaatectgtgaaaageatgtggagtgagggggccacttttagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgecacaatgecagtggaaaggaggceaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctitaaatttatttttttcacctttagagtttcageacttaattgaaaat
tatgpaagtatagctcetpatgetttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatettacg pacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
cccatatgtgttaggpcaaggtcaggatactttag

FIG. 11X
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B19SCL22-11

ataaatccatatactcattggactgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaagttcecgcettacaac gcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcgggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtggagtgagggggccacttttagtgmaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatttagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtﬁcagcacttaattgaaaat
tatggaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgﬂaaggatgttacggacaaaact

ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta
'cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG. 11Y

B19SCL2-14
ataaatccatatactcattgga_ctgtagcagatgaagagcttttaaaaaatataaaaaatgaaactgggtttca
agcacaagtagtaaaagactactttactttaaaaggtgcagctgcccctgtggcccattttcaaggaagtttgc
cggaa‘gttcccgcttacaacgcctcagaaaaatacccaagcatgacttcagttaattctgcagaagccagca
ctggtgcaggaggggggggcagtaatcctgtgaaaagcatgtgga‘gtgagggggccactmagtgccaa
ctctgtaacttgtacattttccagacaatttttaattccatatgacccagagcaccattataaggtgttttctcccgc
agcaagtagctgccacaatgccagtggaaaggaggcaaaggtttgcaccattagtcccataatgggatact
caaccccatggagatatctagattttaatgctttaaatttatttttttcacctttagagtttcagcacttaattgaaaat
tatg gaagtatagctcctgatgctttaactgtaaccatatcagaaattgctgttaaggatgttacggacaaaact
ggagggggggtgcaggttactgacagcactacagggcgcctatgcatgttagtagaccatgaatataagta

cccatatgtgttagggcaaggtcaggatactttag

FIG.11Z
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FIGURE 12

GAATTCACTTGTACATTTTCCAGACAATTTITAATTCCATATGACCCAGAGCACCATTAT
ACAGTGACATGCAGGTCTAGCTCTGCCACAATGCCAGTGGAAAGGAGGCAAAGGTTTGCA
CCATTAGTCCCATAAT‘GGGATACTCAACCCCATGGAGATA’I’ITAGA'ITITAATGC’ITI‘AA
ATTTATTTTTTTCACCTITAGAGTTTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTC
CTGATGCTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGTTAAGGATGTTACGGACAAAACTG
GAGGGGGGGTGCAGGTTACTGACAGCACTACAGGGCGCCTATGCATGTTAGTAGACCATG
AATATAAGTACCCATATGTGTTAGGGCAAGGTCAAGATACTTTAGCCCCAGAACTTCCTA
TTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATACGCTTACTTAACAGTAGGAGATGTTAACACACAAG
GAATTTCTGGAGACAGCAAAAAATTGGCAAGTGAAGAATCAGCATTTTATGTTTTGGAAC
ACAGTTCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGTTTCCTC
CAGTGCCCCCAGAAAATTTAGAGGGCTGCAGTCAACACTTTTATGAAATGTACAACCCCT
TATACGGATCCCGCTGTCGAC (SEQ ID NO.:92)
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