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Spésob stanovenia antigénu

Oblast techniky

Predkladany vyndlez sa tyka diagnostického stanovenia
infekénych pévodcov, predovSetkym virusov, hlavne Iudského
virusu hepatitidy C (tu skratkou oznaceného :ako HCV),
peptidovych protildtok voc¢i infekénému pbvodcovi pre toto
stanovenie, pripravy uvedenych peptidov a kitov pre
uskutodnenie tychto stanoveni. Predkladany vyndlez sa tyka
predovSetkym HCV, anti-HCV peptidov viaZucich protilatky pre
diagnostické stanovenie, spdsobov ich pripravy a kitov pre

uskutodnenie tychto stanoveni.

Doteraj8i stav techniky

virus hepatitidy C je hlavny etiologicky pdvodca
parenterdlne prenosnej nie-A, nie-B hepatitidy. Tento virus
velmi &asto spbdsobuje pretrvdvajicu infekciu a casto vedie
k rozvoju chronickej Thepatitidy a k <cirhéze pecene.
Predstavuje hlavnd pridinu chronickych ochoreni pelene vo
svete (Boyer N., Marcellin P.: Pathogenesis, diagnosis and
management of hepatitis C. J Hepatol 2000, 32:98-112).

Virusovd infekcia je diagnostikovand detekciou anti-HCV
protildtok v sére, alebo detekciou virusovej RNA metédami
amplifikécie nukleovej kyseliny (Robbins D.J., Pasupuleti V.,
Cuan J., Chiang C.S.: Reverse transcriptase PCR
quantification of hepatitis C wvirus. Clin Lab Sci 2000,
Winter; 13:23-30). Tieto metédy su velmi citlivé, sd v8ak
dfahé a nie velmi spolahlivé a reprodukovatelné. Okrem toho,
spolahlivost a 8pecificita PCR techniky nie su Stan-
dardizované (Gretch D.R.: Diagnostic tests for hepatitis C.
Hepatology 1997, 26 (3 Suppl 1):43S-47S.

Predkladany vynédlez sa tyka diagndézy infekénych ocho-

reni, ako su virusové infekcie, predovSetkym HCV infekcie,



pomocou stanovenia protildtok vocéi infekénému pdvodcovi,
predov8etkym protilatok anti-HCV.

Len neddvno bol zverejneny systém pre citlivd detekciu
HCV proteinu (Komatsu F., Takasaki K.: Liver 1999, 19(5):
375-80) . L

Velmi velké mnoZstvo patentovanych a nepantentovanych
literdrnych uUdajov je =zameranych na diagnostické metédy a
kity pre detekciu HCV.

US 5,985,542 (Sumitomo Chemical Company), poskytuje kit
pre ochorenia peene, ako Jje hepatitida C a alkoholické
cirhéza, ktory obsahuje protildtku schopnd rozpoznat
cytochrém P450.

US 5,972,347 (Baxter Aktiengeselleschaft) popisuje kom-
poziciu pre 1liecenie HCV infekcie obsahujici inaktivovany
naviazany HCV pre neutralizdciu Iudskych protilédtok vodi HCV,
kde protildtky si voé¢i najmenej jednému proteinu vybranému zo
skupiny obsahujtcej hlavny HCV protein a NS3-protein.

Us 5,939,262, US 5,919,625 a US 5,677,124 (Ambion and
Cenetron) poskytuju velmi $irokd metddu pre stanovenie pri-
tomnosti sekvencie testovanej nukleovej kyseliny vo vzorke,
¢o zahrniuje ziskanie (ribo)nukleovej kyseliny rezistentnej
vo&i (ribo)nukleéaze.

US 5,866,139 (Institut Pasteur) poskytuje kit pre sta-
novenie pritomnosti 3$pecifickych protildtok wvod&i HCV E-1.
Pozri tieZ US 5,854,001 (Abbot).

US 5,800,982 (Tonen) popisuje antigénne peptidy schopné
Specifickej reakcie s protilatkami vodi skupine II HCV. JP
10019897 (Tonen) poskytuje kit obsahujici peptid so sekven-
ciou aminokyselin, kde najmenej pdt aminokyselin tvoriacich
protein sa nachddza v neStrukturnej oblasti 4A proteinu
(NS4A) v HCV a v peptide, ktory md sekvenciu aminokyselin,
kde najmenej pidt aminokyselin tvoriacich protein sa nachédza

v neS$trukturnej oblasti 4B (NS4B) v HCV.



Prehlad doterajSieho stavu techniky tieZz dopliuju US
5,871,904, US 5,869,253, US 5,750,331, US 5,747,241, US
5,667,992, US 5,645,983, US 5,625,034, US 5,610,009, WO
9707400, WO 9637783, EP 593291, EP 593290, EP 586065, JP
14349885. . )

Najroz&irenej8im pouZivanym stanovenim HCV infekcie je
stanovenie anti-HCV protildtok v sére. 0d roku 1987, ked bol
klénovany geném HCV, bolo vyvinutych mnoZstvo anti-HCV
diagnostickych stanoveni. BeZne dostupné diagnostické kity
stanovia v sére protilédtky vocéi zmesi $tyroch rekombinantnych
antigénov zodpovedajucich jadru HCV, neStrukturdlnej oblasti
3, neStrukturdlnej oblasti 4 a neStrukturdlnej oblasti 5 HCV
polypeptidu (Gretch D.R.: Diagnostic tests for hepatitis C.
Hepatology 1997,26(3 Suppl 1):43S-47S). Vzorky, ktoré su
pozitivne tymto ELISA stanovenim, musia byt potvrdené
immunoblot metddou, ked je samostatne stanovend pritomnost
protildtok vol&i tym istym antigénom. Pozitivny vysledok si
vy¥aduje stanovenie protildtok voé&i najmenej dvom rekom-
binantnym antigénom.

Pre urditd céast populdcie s anti-HCV protilatkami, bola
zistend reaktivita vo&i len jednému antigénu, <¢o znemozZiuje
jednoznadni diagnézu. Dal8i problém spo¢iva v pouZivani
rekombinantnych antigénov, ktoré méZu byt rozpoznané proti-
latkami, ktoré sa nevztahuji k HCV, a ktoré tvoria falosnu
pozitivnu diagnézu. Pre kone¢nu diagnézu si potrebné daldie
vy%etrenia a dlhodobé monitorovanie pacienta.

Kontakt cudzieho antiéénu v organizme aktivuje Speci-
fickd imunitnd odpoved. Vlastnosti antigénu, ktory je dete-
kovany humordlnou odpovedou, st definované epitépmi rozpozna-
nymi hostitelskymi protilédtkami. Pri predpoklade, Ze vézobné
miesto pre protildtku je negativnym obrazom epitopu, moleku-

la, ktord Specificky viaZe paratop, reprezentuje pozitivny



obraz epitopu. T&to my$lienka predpokladd, ¢&o sa tyka humo-
ralnej odpovede, Ze antigén mbZe byt vierohodne popisany
Specifickymi ligandami, ktoré sa viaZu na antigén-Zpecifické
protilatky. Identifikécia tychto ligandov by poskytla spdsob
odhalenia $pecifickej humordlnej odpovede vo¢i antigénu,
nezdvisle od toho, ¢&i rovnaky antigén je znadmy a/alebo
dostupny.

T4to koncepcia bola pouzZitd pre vyvinutie diagnostického
stanovenia pre detekciu protildtok spdsobujicich infekciu,
HCV infekciu u Iudi. Skrining fdgovych kniZnic HCV-
pozitivnych sér, identifikoval peptidové 1ligandy, ktoré
Specificky viaZu anti-HCV protildtky. Dosiahlo sa to ad hoc
stratégiou, hoci séra infikovanych pacientov obsahovali
virus-8pecifické protildtky vo velkej populdcii inych pro-
tildtok s rozdielnymi vdzobnymi Specificitami.

Skrining peptidov velkym poctom negativnych sér vylddil
také ligandy, ktoré detekovali protildtky v negativnych
vzorkdch (falosne pozitivne), ¢o viedlo k vyberu sady vysoko
Specifickych peptidov. Vyskyt neSpecifickych reakcii bol
zniZeny pouZitim sekvencie krétkeho peptidu mimo prirodzeného
antigénu. Tento postup je popisany v EP 0 698 091 B1,
publikovany 28.02.1996. Pozri tieZ J. Mol. Biol. (1991), 222,
301-310; Gene, 128 (1993), 51-57; Gene, 148 (1994), 7-13; The
EMBO Journal, =zv. 13, ¢&. 9, 2236-2243, 1994; Bacterial
Protein Toxins, Zb. Bakt. Suppl 24, 415-425 (1994); The
Journal of Immunology (1996) 4504—4513;-Methods in Molecular
Biology, vol. 87, Humana Press Inc. str. 195-208;
Combinatorial Libraries (R. Cortese ed.). Walter de Gruyter
1996, kapitola 8; Methods in Enzymology, (1996), =zv. 267,
116-129; Biol. Chem. zv. 378, 495-502, June 1997; The EMBO
Journal zv. 17, ¢&. 13, 3521-3533, 1998; Nature Biotechnology,
zv. 16, November 1998, 1068-1073.



Tieto stratégie vyberu identifikuju také peptidové
Struktiry, ktoré najlepSie viaZu imunodominantné anti-HCV
protildtky. Okrem toho, mnohovdzobnost ligandu prispieva pri
stanoveni citlivosti k pozoruhodnej avidite. Pritom testo-
vanie zmesou ADAM-HCV (ADAM = detekcia protilatky napodéb—
Aujuicim antigénom) viacerych sér, ktoré neboli pouZité
v skriningu, viedlo k citlivosti niZgej ako 100 %, teda dost
vysokej. Prisluind anti-HCV humorélna odpoved méZe vysvetlit
tento vysledok, nakolko nezahriiuje hlavny imunodominantny
epitop, ktory Jje skbér nasmerovany vo¢i mnohym virovym
determinantom. Tuto skutolnost dalej komplikuje existencia
réznych virusovych genotypov.

Be¥ne dostupné diagnostické kity urcéia v sére protilatky
vodi &tyrom rekombinantnym antigénom zodpovedajucim velkym
oblastiam HCV polypeptidu (Gretch D.R: Diagnostic tests for
hepatitis C. Hepatology 1997, 26(3 Suppl 1):43S-47S).
Pozitivna diagnéza si vyZaduje stanovenie protildtok v sére
vo&i najmenej dvom rekombinantnych antigénom; preto Jje
nemo?né vyjadrit definitivnu diagnézu pre uréitd populéciu
s protildtkami vo&i HCV, hoci vynimo¢ne mbZe byt odhalena
reaktivita len s jednym antigénom. ADAM-HCV EIA (enzymatické
imunostanovenie) pouZiva viacej napodobujucich imunodominant-
nych epitopov z rdznych antigénov, &o zaistuje istotu analy-
zy. Velmi vyrazne sa zniZi vyskyt pozitivnych vzoriek.

Venovali sme usilie pre technicky vyvoj ADAM-HCV stano-
venia (stratégia zverejnend vo vyS8ie uvedenom EP 0 698 091).
Peptidy =z fégdvych kniinic sﬁ'vybfaté na zadklade N-koncovej
fizie hlavného kapsidového proteinu pVIII. PouZitie fagu ako
diagnistického reakéného d<¢inidla m& mnohé vyhody: je vyni-
moéne flexibilnym reakénym ¢inidlom, ktoré je namierené voci

réznym typom imunostanovenia (Dente a spol., 1994; F. Felici,



G. Galfre, A. Luzzago, P. Monaci, A. Nicosia a R. Cortese
~Phage-displayed peptides as tools for characterization of
human sera”. Methods in Enzymology 267, 116-129, 1996;
Bartoli a spol., Nature Biotechnology, zv. 16, November 1998,
1068-1073), a nizka 8kdla produkcie je lahkd a lacné.

Napriek tymto vyhodém, koncentraciu molekuly peptidu
obmedzuje velkost fdgovej cdastice v stanoveni. Interferencia
protildtok v sére voli fagovému kapsidu si vyZ¥aduje pridanie
nosného fagu do zmesi, ¢o sekvestruje anti-fdgové protildtky.
Nakoniec, tvorba velkej 8kadly protildtok prind%a pre biolo-
gické reagenty problémy mikrobiologickej kontamindcie, opa-
kovania, kontroly kvality, prelistenia a nékladov.

Jednoduché, linedrne syntetické peptidy odvodené od sek-
vencie fagového peptidu si vo v&dEine tychto pripadov pre
detekciu WU¢innej protildtky nezachovavajui citlivost a 3$pe-

cificitu.

Anotacia

Zistilo sa, a je predmetom predkladaného vynédlezu, Ze
spdsob pre diagnézu infeknénych ochoreni, ako su infeké&éné
ochorenia, predovietkym hepatitida C, je zaloZeny na
identifikacii vdzobnej &pecificity molekil anti-antigénovych
protildtok v sére metdédou stanovenia protildtky pomocou
napodobujiceho antigénu (ADAM). Obsahuje skrining kniZnice
fagov Z0 sér pacientov infikovanych antigénom a
neinfikovanych . jedincov, ¢&im sd identifikované protilatky
(ligandy) viaZuce ¥pecifické peptidy vodi uvedenému antigénu.
Vo vyhodnom uskutoCneni sa predkladany vyndlez tyka HCV

infekcie.

Podrobny popis vynalezu

Prvé, vyhodné uskutolnenie vyndlezu sa tyka spdsobu,



v ktorom su ligandy upravené in vitro maturaénym postupom.

Druhé uskutoénenie predkladaného vyndlezu predstavuje
sposob, kde ligandy su syntetické peptidy.

V tretom uskutoéneni vyndlezu sU uvedené 1ligandy
naviazané na spoloné jadro. PredovSetkym vo thodnom usku-
to¢neni su uvedené ligandy spolu s uvedenym spoloénym MAP,
podla definicie uvedené dalej.

Iny cel predkladaného vynadlezu Jje kolekcia HCV-
pecifickych ligandov ziskanych procesom obsahujucim:

a) prvy selektivny vyber fédgovej kniZnice n pozitivneho
séra za vytvorenia prvych sérii n fdgovych fondov;

b) priprava zmesi n fondov obsahujicich n-1 fondy;

c) vyber afinity kaZdej z n zmesi vo&i séru, ktoré
vytvdra vyluéne fégovy fond, za vzniku druhych séri n
fagovych fondov, a pripadne

d) dal3i selektivny vyber kaZdého 2z druhych sérii n
fagovych fondov na zmesi obsahujicej vSetky n pbvodné séra
s vynimkou tych, ktoré boli pouZité pri prvom selektivnom
vybere;

e) imunoskrining vyslednych druhych sérii n féagovych
fondov pouZitim zmesi vSetkych n pdvodnych sér za vzniku
pozitivnych klénov;

f) testovanie jednotlivej reaktivity v3etkych pozitiv-
nych klénov s panelom pozitivnych a negativnych sér pouZitim
usporiadanej rady uvedenych klénov ako fé&gy sekretujicich
koldnii; _

‘ g) vytvorenie replikécii uvedenych kolénii secérnujﬁcich
fagy:

h) skrining kaZ¥dej repliky na reaktivitu s pozitivnymi a
negativnymi sérami, ziskanie klénov reagujuicich s pozitivnymi

sérami;



i) pouzitie kazZdého z uvedeného Specificky reagujiceho
fagu ako ligatu, pre afinitné predistenie protilatok z pozi-
tivneho séra;

j) testovanie uvedenych protildtok na ich reaktivitu
s uz identifikovanymi antigén-¥pecifickymi peptidmi;

k) oddelenie klénov, ktoré detekujd protildtky.

Jednotlivé peptidy pochédzajice z vyESie uvedeného pos-
tupu si tieZ predmetom predkladaného vyndlezu.

PredovSetkym, vo vyhodnom uskuto&neni predkladaného vy-
ndlezu v zmysle HCV, dal&im predmetom predkladaného vyndlezu
su nasledujlce peptidy:

YSREQLNKLFGIDMT;
YSREQLNKMFGIEIS;
YSREQLSKLFGIEPM;
NSRWLSKAHGIEGM;
YSREQLNKLFGIEVM;
YSREQLSKLFGIDTQ;
KSREQLSKLHGVDTS;
RSREQLSKLFGIDLT;
MWRTWLMKTHGIESW;
MLRTWLMKYQGIESW;
YSRSWLMKAHGLELG;
MMRSYLMKAHGIESL;
MSRLWLMKAHGISSE;
KHSEWLNKARGIESW;
MSRTFLMKAHGIESW:
MSRTWLMKAHGIESW;
AEGEKKLRRSTNWGDPAK;
AEGEFKTRRQTNYQPAK ;
AEGEFKTLRNANRLDPAK;
AEGEFKTLRNSNRLDPAK;
AEGEFKKFPGSSTPKDPAKAAFDSL;



AEGEFPQDDARFPGGGDPAKAAFDSL;
PQDARFPGGGDPAKAAFDSL;
AEGEFKGAGGAQTVDWALLVDPAK;
AEGEFMQKHFGGAQWIMGDPAK;
AEGEFLSLKGSGGGQLRALVDPAK;
AEGEFLSLKGSGGAQLRALVDPAK;
AEGEFYLLKRSSPPDPAKAAFDSL;
AEGEFPILVGPYLLPRRSREEAVDPAK;
AEGEFPILVGYLLPRRSREEAVDPAKGK;
AEGEFRLGVRAPRKALDPAK;
AEGEFRLGVRALRKALDPAK;
AEGEFRLGVRALRKAPDPAK;
RLGVRALRKAPDPAK;
AEGEFTQPRGHSYQDPAK;
AEGEFLKERAEMSARKTLGADPAK;
AEGEFFYQIPRRMETKYGDPAK;
AEGEFSREQLNKLFGIEGDPAK;
AEGEFNSREWLSKAHGIEGMDPAK;
AEGEFRSREQLSKLFGIDLTDPAK;
AEGEFYSREQLNKLFGIDMTDPAK;
AEGEFYSREQLNKMFGIETSDPAK;
AEGEFYSREQLNKLFGIEVMDPAK;
AEGEFKSREQLRKLHGFDTSDPAK ;
AEGEFKMRNYLNKAFGIEGMDPAK;
AEGEFRSREQLSKLFGIELTDPAK;
AEGEFSRREYSNKAFGIETQDPAK;
AEGEFRRREYLNKAFGIEGGDPAK;
AEGEFSRREWLNKRFGIEYLDPAK;
AEGEFMSRTWLMKAHGIESWDPAK;
AEGEFYSPEWLNKARGIDRSDPAK;
AEGEFKSREQLSKLHGVDTSDPAK;
AEGEFYSREQLNKMFGIEISDPAK;
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AEGEFYSRSWLMKAHGLELGDPAK;
AEGEFMMRSYLMKAHGIESLDPAK;
AEGEFMSRLWLMKAHGISSEDPAK;
AEGEFPQPQEVHVYREQLGLDPAKAAFDSL;
AEGEFGEVLYRGFDEVGGDPAKAAFDSL;
AGEPPYVIERGMQDPAK;
AEGEFTTASPAHFLVPLDPAKAAFDSL;
AEGEFTTASPAHFLVPLDPAKAAFDSL;
AEGEFTTASPSHFLVPLDPAKAAFDSL;
AEGEFATAPPRHYSWDPAK;
AEGEFATAPPAHYSWDPAK;
AEGEFATAPPSHYSWDPAK;
AEGEFRFWKVPDYDPPAAGGDPAK;
AEGEFTESSVSSTLADLASKTFGSADPAK;
AEGEFTLADLATMTFGSTDPAK;
AEGEFGLADLATLTFGSPDPAK;

Pre zbierku predkladaného vyndlezu je vvhodnou fagovou
kniZnicou z kroku a) pvVIII-1l2aa.

Pre zbierku predkladaného vyndlezu inzerty vyhodnych
klénov oddelenych v kroku k) maju sekvencie

1. SREQLNKLFGIEG;
2. RATLSNEHGITIG;
3. DQRENWFKYHGFG;
4. EWRRYMSDIHGYG;
5. DSLRYMYVMPGFG.

V zbierke predkladaného vyndlezu je vyhodne vytvorena
fagovéd kni¥nica reaktivnych klénov, vyhodnej$ie najlepSie
reagujuicich klénov, ktoré su Ciastolne mutované tak, Ze kazdéd
aminokyselina v sekvencii kldénu je nezdvisle substituovana
ktoroukolvek inou aminokyselinou.

V zbierke predkladaného vyndlezu maji uvedené vyhodné
klény vyhodni sekvenciu inzercie: SREQLNKLFGIEG.
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V zbierke predkladaného vyndlezu mbZe byt vo £fégovej
kniZnici ndhodnéd sekvencia lemovanad dvomi cysteinovymi zvy3-
kami. Tento aspekt sa mdZe vSeobecne pouzit pri Sireni pred-
kladaného vyndlezu a nemusi sa obmedzovat len na pripad HCV.

Predmetom predkladaného vyndlezu je pouZitie vyS8Sie
uvedenej zbierky pre pripravu diagnostickych stanoveni pre
uréenie infeké&nych pdvodcov, ako su virusy, predovSetkym HCV
u jednotlivcov s podozrenim na postihnutie infek&nymi pdvod-
cami, ako s virusy, predovSetkym HCV.

Predmetom predkladaného vyndlezu je kit pre diagnostické
u&ely, ktory obsahuje vy%Zie uvedeni zbierku.

Predmetom predkladaného vyndlezu suU imunogénne peptidy
ziskané, bud vo forme zbierky alebo ako jediny peptid, tu
uvedenym spdsobom. Uvedené peptidy si uZitoéné ako imunogény,
a preto su vhodné pre pripravu vakcin, predovSetkym voCi HCV.
Be¥ne su peptidy vo forme vySSie uvedeného kitu.

Vyhodne, oproti systému na zéklade antigénu, diagnos-
tické stanovenie, ktoré sme testovali, md zabudovanu stipaju-
cu kapacitu: méZe sa uskutoénit ad hoc vyber tych sér, u
ktorych sa nezistila #Ziadna odpoved. Podobny postup méZe byt
pou?ity pre identifikédciu peptidového panelu, ktory rozliSuje
rdzne HCV genotypy, &o nahradzuje drahé a pracné PCR techniky
lacnejd$imi a rychlej$imi EIA.

Predkladany vynédlez bude popisany podrobnejSie pomocou
prikladov a obrézkov.

Obrédzok 1 zaznamendva charakterizéciu klénov odvodenych
zo skriningu. Sekvencie aminokyselin vybratych klénov st
uvedené symbolmi jedného pismena. Horny a dolny panel zazna-
mendva sekvencie odvodené od pdvodnej alebo sekundédrnej
kniZnice. pVIII sekvencie lemujice cudzi epitop st
(NH, ) AEGEF (cudzi epitop)DPAK. Sedé Ztvorce znamenaju zvysky,

ktoré su CGastejdie pritomné v ktorejkolvek polohe v klénoch
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pbévodnej kniZnice. ZvyS8ky, ktoré prispievaji ku konvenénej
sekvencii peptidov zo sekunddrnej kniZnice sd oznadené
¢iernou farbou. Uvedené hodnoty sU priemernymi hodnotami
dvoch nezévislych stanoveni a tykajd sa rozdielu ‘medzi
absorbénciou (A = Agsonm - Ag2am) daného fagu a wt fégu pC8I
(Felici a spol., 1991). * oznaduje netestované séra.

Obrézok 2 zaznamendva identifikdciu fdgu napodobiiujiceho
rovnaky determinant antigénu. Afinitne prelistené protilétky
z pozitivneho séra C65 pomocou klénov PAl, PA3, PA8, a PAl12
alebo PA18 (uvedené v prvom stipci) boli testované na ich
reaktivitu voéi rovnakému fagu (uvedené v prvom riadku) .

Uvedené vysledky su priemernymi hodnotami 2z dvoch
nezdvislych stanoveni a tykaji sa rozdielu medzi absorbanciou
(A = Agsonm - Ag20mm) daného fédgu a wt fégu pC89 (Felici a
spol., 1991).

Obrdzok 3 zaznamendva ELISA reaktivitu zmesi odvodenej
zo sekunddrnej kniZnice pVIIIAl2. F4govAd zmes po selektivnom
vybere kniZnice pVIIIAl2 z pozitivneho séra C76 bola testo-
vand ELISA s pozitivnymi sérami C12, C13, C29, C40, C47, C65,
C73, C74, C76, C83 a C(C85. Biele, %edé a <cierne stipce
znamenaju reaktivitu wt fégu, pVIII12 kni¥nice a zmesi p76%.
Vysledky ELISA su uvedené ako A = RAgsonm - Aszomm. Uvedenéd
hodnoty si priemerné hodnoty z dvoch nezdvislych stanoveni.

Obrédzok 4 =zaznamendva A: reaktivitu zmesi ADAM-HCV so

sérom. Hrani¢nd hodnota (C0=0,232) bola vypo&itand ako CO = N
+ 50, kde N je priemer a 0 je 8&tandardnd odchylka hodnét
ziskanych pri pouZiti negativneho séra. B: ADAM—HCV EIA sér
ziskanych 2z talianského Cerveného kri¥a. Hraniénd hodnota
(C0=0,252) bola vypocitand ako CO = N + 50, kde N je priemer
a 0 je Standardnd odchylka hodndt ziskanych z piatich nega-

tivnych sér. ELISA, ako je popisané v Materidloch a Metédach,
odhalila védzbu peptidov na protildtky pritomné v Iudskom
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sére. Uvedené sui priemerné hodnoty dvoch nezdvislych pokusov.
Vysledky su vyjadrené ako pomer medzi nameranym signdlom a
hraniénou hodnotou (S/CO). V kaZdej skupine je uvedeny podet
testovanych sér.

Obrdzok 5: ADAM/HCV EIA na paneli neurditého séra; \Y,
lavom stipci sd uvedené oznalenia testovanych HCV peptidov,
zoskupenych podla ich vézobnej kapacity. DalSie Styri stipce
zaznamendvaji reaktivitu uvedenych peptidov s pozitivnymi
(c25 a rl5) a negativnymi (r6 a rl13) kontrolnymi sérami.
Ka¥dy daldi stipec zaznamendva reaktivitu uvedenych peptidov
neurditymi sérami. Vdzba protildtok na HCV peptidy pritomné
v ludskom sére bola testovand ELISA tak, ako Jje uvedené
v kapitole Materidl a Metdédy. Stanovili sa priemerné hodnoty

z dvoch nezdvislych pokusov. Pre kaZdy peptid bola vypocitané
hraniénd hodnota (CO) ako CO = N + 50, kde N je hodnota

priemeru a 0 znamend Standardni chybu priemeru, z 31 nega-
tivnych kontrolnych sér. Vysledky su vyjadrené ako pomer
medzi nameranym signdlom a hranic¢nou hodnotou (S/CO).

Obrédzok 6: ADAM-HCV/SIA pozitivnych, negativnych a
neurditych sér. Nasledujice ADAM-HCV peptidy boli zoskupené
podla ich véazobnej &pecificity a boli imobilizované na
nylonovi membrénu s ndslednym ziskanim 10 pasikov: ml1909,2 a
ml1913,2 (A); ml1901,31, m3322,3, m3362,3 (B); ml977,1 (C);
m3551,3 (D); m3566,3 (E); m858, mF78 a mH1 (F); mAl2,1,
mAl2,2 a mAl2,12 (G); mB1l1l,17 (H); mG21,2 (I); ml929A3,1,
m1929C3,4 a ml929,21 (J). Ako vnitornd pozitivna kontrola bol
pouZity predisteny ludsky IgG (pos. ctrl.); Vazba protilétok
na HCV peptidy pritomné v ludskom sére bola detekovana tak,
ako je uvedené v kapitole Material a Metddy.

V najvyhodnejfom uskuto¢neni predkladaného vynalezu boli
syntetizované mnohopoletné antigénové peptidy (MAP), v kto-

rych C-zakonéenie 6smych identickych peptidovych sekvencii je
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pripojenych k spolo¢nému jadru (Tam, J.P.: Synthetic peptide
vaccine design: synthesis and properties of a high-density
multiple antigenic peptide system. Proc. Natl. Acad. Sci. 85
(1988), 5409-5413).

Vyhodne, panel HCV-Specifickych ligandov ziskanych podla
predkladaného vyndlezu, zahriuje peptidy napodobiiujice HCV
NS3, ¢o je imunodominantny HCV antigén. V pripade vyhodného
uskutolnenia, podla naSich vedomosti, je po prvykrat popisany
kratky peptid, ktory napodobiiuje imunodominantny NS3 deter-
minant. Pepscan analyza NS3 proteinu ukdzala dlhdiu sekven-
ciu, ktord vynimoéne reagovala s pozitivnym sérom (Khudyakov
Y. a spol., 1995, Virology 206:666-672.

Naproti tomu iné pristupy (Santini C., Brennan D.,
Mennuni C., Hoess R.H., Nicosia A., Cortese R., Luzzago A.:
Efficient display of an HCV cDNA expression library as C-
terminal fusion to the capsid protein D of bacteriophage
lambda. J. Mol. Biol. 1998, 282(1):125-135; Pereboeva J.:
Med. Virol. 1998, 56(2):105-111) izolovali velké proteinové
domény, ktoré si zachovadvali antigénne vlastnosti. Pristup,
ktory sme vyvinuli obsahuje preto vnitorné vlastnosti, ktoré
nespo¢ivajli na pouZtiti alebo informécii HCV antigénov, mdZe
byt dokonca aplikovany na systémy s nezndmym antigénom, a
vytvdra tym proces vedici k odhaleniu antigénu. FAagy né&hod-
nych peptidovych kniZnic (fagové kniZnice) predstavuji uéinny
ndstroj pre identifikdciu ligandov, ktoré su 3Zpecificky roz-
poznané anti-HCV protilatkami séra. FAagové peptidy maja
§iroky potenciil napodobiovania, nakolko su schopné napodob-
nit linedrne, konformaéné a dokonca aj neproteinové epitopy
(pozri prehlad Felici F., Luzzago A., Monaci P., Nicosia A.,
Sollazzo M., Traboni C.: Peptide and protein display on the

sufrace of filamentous bacteriophage. Biotechnol. Annu. Rev.
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1995, 1:149-183; 2Zwick M.B., Shen J., Scott J.K.: Phage-
displayed peptide libraries. Curr. Opin. Biotechnol. 1998,
9(4):427-436) .

V predkladanom vynadleze je uvedend identifikécia SirSej
kolekcie ulinnych HCV-8pecifickych ligandov a vyvoj nového
typu diagnostického kitu pre stanovenie anti-HCV protilatok
v sére.

Peptidy podla predkladaného vyndlezu mdZu byt pouZité na
diagnostiku alebo ako imunogény, alebo ako vakciny.

Farmaceutické kompozicie obsahujuce imunogény a vakciny
podla predkladaného vyndlezu su pripravené spdsobmi beZne
zndmymi pre odbornikov. Napriklad, mbéZu byt pripravené tak,
ako je uvedené v EP 0 698 091.

PRIKAD
Identifikacia HCV-3pecifickymi ligandami novych

vazobnych vlastnosti

Selektivny vyber fagovej kniZnice pVIII-1l2aa sa
uskutoénil z 8 pozitivnych sér (C13, Cl4, C27, C29, C40, C47,
C62 a C65). Vytvorilo sa tak 8 fédgovych fondov (oznacenych
ako pl3%, p14*, p27%, p29', p40f, p4a7', p62' a p65T).
Pripravenych bolo osem zmesi, kaZd& obsahovala kombin&ciu
siedmich z 6smich fégovych fondov. KaZda zmes bola afinitne
vyselektovand pouZitim séra, ktoré tvorilo vyhradny fond
fagu: napriklad, zmes mixAp65, zloZend z fondov pl3', pl4?,
p27%, p29%, p40*, p47' a p62' bola selektivne yybraté'zo séra
C65. KaZdy zo zvy3nych 6smich fégovych fondov (oznaenych ako
p13*, p14™, atd.) bol individudlne selektivne vybraty zo
zmesi tvorenej vSetkymi pbévodnymi sérami s vynimkou toho,
ktoré bolo pouZ?ité v predchddzajucej selekcii. Napriklad,
fond pl3™ bol selektivne vybraty zo zmesi sér Cl4, C27, C29,
C40, C47, C62 a C65.
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Imunoskrining vyslednych 6smich fdgovych fondov pouZitim
zmesi v8etkych &6smich pévodnych sér poskytol velky poclet
pozitivnych klénov. Testovali sme individudlnu reaktivitu
v8etkych tychto klénov na paneli pozitivnych a negativnych
sér za vytvorenia usporiadaného zoznamu kldénov, ako kolénii.
sekretujucich fagy. Podla ich rastu bola celd sada klénov
nanesend na nitrocelulézovy filter. Tento postup bol
zopakovany pre vytvorenie viacerych replik, ktoré boli potom
individudlne a simultdnne testované na ich reaktivitu
s pozitivnymi a negativnymi sérami. Ziskalo sa tak vela
klénov, ktoré Specificky reagovali s pozitivnym sérom. KaZdy
z tychto fédgov bol pouZzity ako ligdt pre afinitné predistenie
protildtok =z pozitivneho séra. Tieto protiladtky boli potom
testované ELISA na ich reaktivitu s ktoroukolvek zo 4 uZ
identifikovanych skupin HCV-peptidov (Prezzi C., Nuzzo M.,
Meola A., Delmastro R., Galfre C., Cortese R., Nicosia A.,
Monaci P. 1996, 1. Immunology, 156:4504-4513; Bartoli a spol.
Nature Biotechnology, zv. 16, 1998, 1068-1073). T&to analyza
oddelila 12 klénov, ktoré detekovali protilatky v sére novou
vazobnou Specificitou, ¢o indikuje ich antigénne vlastnosti,
ktoré si odli3né od tych, ktoré sU uZ znéame.

Sekvenénd analyza identifikovala 5 réznych sekvencii.
Boli pripravené supernatanty kultir kaZdého z tychto 5 klénov
(PAl, PA3, PA8, PAl2 a PAl8) a ich ELISA reaktivita bola
testovand s 30 rb6znymi pozitivnymi a 24 negativnymi sérami
(Obrdzok 1). Len klény PA8 a PAl2 vykazpvali Statisticky
vyznamni reaktivitu s pozitivnymi sérami (p<0,2).

Fadg PAl bol potom pouZity na imunopurifikdciu protilétok
zo séra C65. Tieto prelistené protildtky 3Specificky reagovali
s klénmi PA3, PA8, PAl2, PAl8, rovnako ako so samotnym kldénom
PAl. Znamend to, Ze tieto fagy mbéZu byt zoskupené do vyni-

moc¢nej triedy rozpoznanej protildtkami rovnakej Specificity
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(Obrédzok 2). Pri pouZiti ligatu divokého typu, alebo ked
protildtky boli afinitne prelistené z negativneho séra nebola
zaznamenand Z#iadna reaktivita so Ziadnym z vyZ$ie uvedenych
klénov.

Ked bol na imunopurifikdciu protilédtok séra pouZity roz-
dielny klén z tej istej skupiny, alebo ked bolo pouzité iné
pozitivne sérum, ziskali sme vysledky konzistentné s reak-
tivitou uvedenou na Obradzku 1. Napriklad, ked f&g PA3 bol
pouzity na imunopurifikdciu protildtok =z rovnakého séra,
tieto protildtky reagovali s klénmi PA8 a PAl2, okrem toho
s rovnakym PA3. Tieto vysledky znamenaji, Ze klény PAl, PA3,
PAS, PAl2 a PA1l8 detekuju protildtky reakciou s rovnakym B-
bunkovym epitopom, &o sa predpokladd na zéklade malej
podobnosti sekvencie peptidov (Obréazok 1).

Afinitné dozrievanie HCV peptidu

Bola vytvorend fégovd kniZnica, v ktorej bola sekvencia
kl1énu PAl2 bola d¢iastodne mutovand. V tejto ,sekunddrnej”
kni¥nici, nazvanej pVIIIAl2, boli syntetizované oligonukleo-
tidy tak, Ze kaZdé aminokyselina SREQLNKLFGIEG sekvencie bola
nezavisle substituovand ktoroukolvek inou aminokyselinou:
teoreticky sa substitcia v kaZdej polohe mbZe vyskytnit vo
frekvencii 20 %. Okrem toho, na oboch strandch sekvencie
cudzieho peptidu bol zahrnuty ndhodny zvySok. pVIIIAlL2
kni¥nica bola dvakrét selektivne vybratd z 12 pozitivnych sér
(cg, c10, C12, €13, C22, C58, C60, C76, C83, C85, Cl4l a
C177). ' '

Pri testovani ELISA sa ukdzalo, Ze fégovy fond p76',
pl41™ a pl77*" (odvodené pri selekcii €76, Cl41 a C177) majd
najvy%%iu a naj$ir$iu reaktivitu s pozitivnymi sérami a boli
preto dalej analyzované (Obrdzok 3). Na zdklade tejto
reaktivity boli fégové fondy p76™, pldl™ a pl77* vystavené
imunoskriningu pouZitim sér C40, C141 a C177. Analyza vybrala
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z kaZdého fondu niekolko klénov, ktoré boli potom indivi-
dudlne testované na ich reaktivitu s mnohymi rézne pozitiv-
nymi a negativnymi sérami podla filter-replika protokolu tak,
ako je podrobne popisané vy$Sie. Tento zaveredny skrining
oddelil 51 klénov épecificky reagujicich s pozitivnymi
sérami.

Sekvencénd analyza odhalila 16 réznych sekvencii (8, 5 a
3 odvodené z fondu p76', pldl™ a pl177''. Z kultdr tychto
klénov boli pripravené supernatanty a ich ELISA reaktivita
bola testovand s 33 rdznymi pozitivnymi a 24 negativnymi
sérami (Obrézok 1).

Klény P40,17 a P40,7 reagovali s pozitivnej$imi sérami
(42 %). Ich kombinacia s klénmi P141,7 a P177,22 davala 70 %
reakciu s pozitivnymi sérami. Zoradenie vybratych peptidov
definuje konvenénui sekvenciu
(M/Y)SRE(W/Q)L(M/N)K(A/L) (H/F)GIES(W/M).

Identifikdcia dal$ich HCV-3pecifickych ligandov

Podobnd selekénad stratégia bola uskutodnend s cielom
identifikovat ligandy novych v&zobnych vlastnosti, ktoré sa
li8%ia od uZ zndmych ligandov. Uskuto&nil sa skrining fagovych
kniZnic réznej di¥ky, v ktorych ndhodnd sekvencia bola bud
kompletne alebo ndhodne lemovand dvomi cysteinovymi zvyZkami,
¢o vytvédralo konformiciu peptidu.

Pre vyber fagovych kniZnic sa pouZili rbézne kombinacie
sér a fé4govych fondov. Féagové fondy, ktoré vykazovali
zaujimévé profily reaktivity s pozitivnymi sérami boli dalej
analyzované. Stanovenie reaktivity velkého po&tu jednotlivych
klénov opakovanym skriningom oddelilo fa&gy vykazujice Epeci-
fickud reaktivitu s pozitivnymi sérami.

Zamerali sme sa na klény so zaujimavymi reaktivnymi

vlastnostami.
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Testovanie tychto klénov s protildtkami, ktoré boli
afinitne prelistené z HCV peptidov vylu¢ilo tie klény, ktoré
napodobiiovali antigénne vlastnosti uZ identifikovanych
peptidov. Klény, ktoré zostali po tejto selekcii boli tes-
, tované ELISA s velkym pod&tom pqzitivnych a negativnych sér,
¢im sa $tatisticky definovala ich HCV 8pecificita.

Tieto vyselektované klény boli dalej vylepdené vytvo-
renim a skriningom sekunddrnych kniZnic, kde sekvencia
pdvodného klénu alebo populédcie klénov bola ciastodne muto-
vand a vystavend opdtovnému skriningu. Vybrali sa tak varian-
ty so =zlepd3enymi vé&zobnymi vlastnostami. Tento krok bol
uskutoéneny prevzatim réznych stratégii, ktoré uZz boli
popisané (napriklad, ¢lanok Urbanelli, Zhu). Toto rozsiahle a
opakované uUsilie identifikovalo 7 novych skupin 1ligandov,
ktoré &Epecificky viaZu HCV-Specifické sérové protiléatky
s rdznou vdzobnou Specificitou.

Skrining fagového rozsahu HVR1 variantov pouZitim zo
séra izolovanych peptidov $pecificky reagujicich s velkym
mnoZstvom pozitivnych sér (Puntoriero a spol.; Nicosia- ne-
publikované). Sada HVR1 fédgovych peptidov odvodenych z tohoto
skriningu bola analyzovand na ich reaktivitu s panelom na3ich
sér. Pouzitim pozitivnych sér mF78, mH1 a m858 boli identi-
fikované tri peptidy s vysokou reaktivnou Specificitou.

zaverom, bolo identifikovanych 12 skupin ligandov, vréa-
tane 4 skupin identifikovanych v minulosti (Bartoli a spol.,
Nature Biotechnology, 1998 =zv. 16, 1068-1043; Prezzi C.,
Nuzzo M., Meola A., Delmastro R., Galfre C., Cortese R.,
Nicosia A., Monaci P. 1996, 1. Immunology, 156:4504-4513).
Pozri Obrézok 5, skupiny A aZz L.

0d fégu k syntetickému peptidu

Bolo syntetizovanych dvadsat dva peptidovych sekvencii

odvodenych z 12 skupin HCV-ligandov ako okta-vetvené mnoho-



rr crEC re orroe

Sann
Any
-
3
A
a0 A

._
a
A

20 o

nasobné antigénne peptidy (ADAM-HCV peptidy). V tejto moleku-

le je osem identickych peptidovych sekvencii spojenych cez

vidlicovy 1lyzin k spoloénému jadru za vytvorenia ¢&lenitého

zobrazenia podobného pVIII-fuiznym peptidom na fagovom

kapside. Sekvencie ADAM-HCV peptidov si nasledovné:

m858
m1901,31
ml901, 34
ml909,2
ml913,2
mil929,21
ml929A3,1
ml929C3,4
m1977,1
m3322,3
m3362,3
m3551, 3
m3566, 3
mAl2,1
mAl2,2
mAl2,13
mBl1l,17
mF78
mG21,2
mH1
mN15,3
' ms48, 5

ETYTTGGAAARTTSGLTSLFSPGPSQN
AEGEFKKFPGSSTPKDPAKAAFDSL
AEGEFPEDTFPGSKLILSGDPAKAAFDSL
AEGEFKTRRNTNYQDPAK
AEGEFKTLRNTNRLDPAK
AEGEFATASPTHYTSELDPAK
AEGEFTTASPTHFLVPLDPAK
AEGEFATAPPSHYSWDPAK
AEGEFPYLLPRRSREEAVDPAK
AEGEFPQDARF PGGGDPAK
AEGEFLSLKGSGGGQLRALVDPAK
AEGEFRLGVRALRKAPDPAK
AEGEFKTSVRSVPRARPPINGDPAK
AEGEFNSREWLSKAHGIEGMDPAK
AEGEFRSREQLSKLFGIDLTDPAK
AEGEFMSRTWLMKAHGIESWDPAK
AEGEFRELLYEAFDDMEGDPAK
QTHTTGGQAGHQAHSLTGLFSPGAKQON
AGEPYVIEQGMMDPAK
QTHTTGGVVGHATSGLTSLFSPGPSQON
AEGEFGLADLATLTFGSTDPAK
AEGEFRFWKVPDYDPPAAGGDPAK -

ich analytické vlastnosti si zhrnuté v tabulke 1, ktoréd

je v&lenend medzi obrézky.

V mnohych pripadoch sa ukdzalo, Ze pVIII sekvencie lemu-
juce cudzi epitop (NH2AEGEF a/alebo DPAK-COOH) sU relevantné

svojou védzobnou 8pecificitou k prislu$nému peptidu.
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Zzmes obsahujica tieto 22 ADAM-HCV peptidy (ADAM-HCV
zmes) bola pouZitd na detekciu pritomnosti anti-HCV proti-
ladtok pomocou EIA (ADAM/HCV EIA). ADAM-HCV zmes peptidov bola
imobilizovand pasivnym pokrytim na dno viacjamkovej ELISA
platni a bola inkubovand s 1:40 zriedenym sérom po dobu. 40
mindt. Ludské protildtky naviazané na peptidy boli detekované
20 mindtovou inkubdciou s anti-ludskym konjugdtom a merané
chromogénnou enzymatickou reakciou.

Ako je uvedené na Obrédzku 4A, ADAM-HCV EIA ud&inne

rozli%uje pozitivne a negativne séra.

ADAM-HCV/EIA
Pomocou ADAM/HCV-EIA boli testované HCV-pozitivne a HCV-

negativne séra na pritomnost anti-HCV protildtok (Obrazok
4B) . Sku¥ka rozpoznala vdetky pozitivne séra a tiei ukézala

100 % Specificitu pri identifikdcii negativnych vzoriek.

Neurdité vzorky

zbierka sér, diagnostikovanych ako neurc¢ité vzorky podla
komeréne dostupného HCV- potvrdzujiceho stanovenia, bola
ziskand z réznych zdrojov. 23 ADAM-HCV peptidov bolo samos-
tatne testovanych pomocou ELISA na ich reaktivitu s 31 vzor-
kami (Obrdzok 5). 6 vzoriek nereagovalo so Ziadnym testovanym
MAP a boli preto posidené ako negativne. 8 vzoriek rozpoznalo
len jeden antigén, &o potvrdilo neuréitd analyzu. Nakoniec,
17 vzoriek vykdzalo dve alebo viac reakcii vo&i rdznym

skupindm peptidov, &o znamend, Ze su pozitivne.

ADAM-HCV imunoblot stanovenie (ADAM-HCV/SIA)

ADAM-HCV peptidy boli kovalentne imobilizované na

aktivovani nylonovid membranu, ¢im sa ziskal prazok

s desiatimi pdsikmi. KaZda &iarka znamend rbzne peptidy
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s rovnakou vdzobnou Specificitou, tak ako podrobne ukazuje
Obrézok 6. Ako kontrola bola pouZitd vzorka predistenédho
Yudského IgG a predstavovala wvnitornd pozitivnu kontrolu.
Vybraty polet vzoriek z neur&itych sér bol testovany na ich
reaktivitu s imobilizovanymi antigénmi pomocou inkubéacie
vzorky séra s priZkom. Anti-HCV protildtky vychytané jednot-
livymi antigénmi boli wvizualizované inkubdciou priZkov
s anti-Yudskym enzymovym konjugétom, potom nasledovala
kolorimetricka enzymatickd reakcia. Reaktivita vzoriek s pep-
tidovymi p&sikmi bola stanovend vizudlne tak, %e sa porovnala
intenzita kaZdého pasiku s prisludnym pésikom internej pozi-
tivnej kontroly.

ADAM-HCV/SIA ukézalo reaktivitu vSetkych testovanych 8
pozitivnych sér k mnohym rdznym virusovym determinantom
napodobfiujicim ADAM-HCV peptidy. Ziadna reaktivita nebola
zistend pri testovani 8 negativnych sér (Obrédzok 6).

Pomocou ADAM-SIA sme tieZ analyzovali vybraty podet
neuréitych vzoriek. Ako ukazuje Obrézok 6, analyzy 8 neur-
¢itych sér potvrdili vysledky ziskané ADAM-HCV/EIA pomocou
jednotlivych sér. Znamend to porovnatelnd citlivost oboch

stanoveni.

MATERIAL A METODY
Fdgové kniZnice

Ako =zdroj ligandov sa pouZili &Styri fégové kniZnice
nadhodnych peptidov: pVIII9aa, pVIII9aa_cys, pVIIIl2aa,
pVIIIl5aa a pVIIIAL2. pvIII9aa (Felici a spol., 1991),
pVIITIl2aa a pVIIIl5aa su tri r8zne kniZnice tvorené nihodnymi
9-mérmi, 12-mérmi a 15-mérmi, ktoré sa zobrazuji na fila-
mentnom fégu ako fuzia s NH; zakonenim hlavného proteinu
PVIII. pVIIISaa_cys je knizZnica, v ktorej ndhodny nonapeptid

je lemovany dvomi cysteinovymi zvyZkami (Luzzago a spol.,
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1993). V tejto kniZnici cysteiny podmieniujud vytvorenie disul-
fidového mbstika, ktory do urlitej miery prispieva ku kon-
formdcii peptidu. pVIIIAl2 kniZnica bola vytvorend syntézou
oligonukleotidu kédujuceho sekvenciu aminokyselin
SREQLNKLFGIEG. Upravou metddy rezin-Stiepacej syntézy (Glaser
a spol., 1992), bola kaZdé aminokysélina substituovand NNS
tripletom s frekvenciou 20 %. Okrem toho, boli zahrnuté
ndhodné zvy$ky na oba konce cudzej peptidovej sekvencie.
Vietkych pat kniZnic bolo vytvorenych tak, ako bolo popisané
(Folgori a spol., 1998). Pre kaZdld z piatich kniZnic bola
komplexnost kniZ¥nice na zdklade jednotlivych klénov ziskanych
po transformdcii baktérii asi 1x10°.
Ludské séra

Tudské séra pouZ?ité v tejto 8tudii boli néhodne zozbie-
rané od zdravych dobrovolnikov, darcov krvi pre transfuzie a
z klinickych oddeleni. Menovite, mnoho neurlitych vzoriek
poufitych v tejto §tudii bolo ziskanych z Virologického labo-
ratdéria, Instituto Superiore di Sanita, Roma (Taliansko) a
z Centro Nazionale Transfusione Sangue della Croce Rossa
Ttaliana, Roma (Taliansko). Séra boli testované na pritomnost
protilatok voé&i HCV druhou generdciou HCV ELISA kitov (Ortho
Diagnostic Systems, Bersee, Belgicko) a boli potvrdené prvou
generdciou dot blot imunoanalytickym RIBA HCV testom (Chiron
Co., Emeryville, CA). Séra boli tieZ testované na nepri-
tomnost protildtok vo&i HBsAg a vo&i HIV-1/HIV-2 virusom
pomocou AUSAB EIA testu (Abbot Labs, Chicago, IL) a tretou
generdciou HIV-1/HIV-2 EIA testov (Abbot Labs, South
Pasadena, CA). Pozitivne vzorky na pritomnost anti-HCV
protildtok, ale negativne na anti-HBsAg a anti HIV proti-
latky, boli zahrnuté do tejto ¥tudie ako HCV-pozitivne séra.
Do %tudie boli zahrnuté séra negativne na pritomnost proti-

14tok vod&i vietkym trom antigénom ako HCV-negativne séra.



e

& o
24 e r e ' oo r
4 4 € r "

Afinitnd selekcia a imunoskrining

HCV-pozitivne séra boli pouZité na afinitni selekciu
fdgovych néhodnych peptidovych kniZnic tak, ako popisal
Folgori a spol., 1998; Felici a spol., 1996; Prezzi a spol.,
1996. Klény po afinitnej selekcii boli analyzované imuno-
skriningom pomocou sér tak, ako popisali Prezzi a spol., 1996
a Minenkova a spol.
ELISA pouZivajuca klény fdgov

Postup ELISA stanovenia pouZivajica klény fagov a ludské
séra bol nasledovny. Supernatanty fégov boli pripravené
z DH5a-F" infikovanych buniek tak, ako u%Z bolo popisané
(Felici a spol., 1991). Viacjamkové platne (Immunoplate
Maxisorp, Nunc, Roskilde, Dansko) boli pokryté podas noci pri
teplote 4 °C 200 pl anti-pIII monoklondlnou protildtkou 57D1
(Dente a spol., 1994) v koncentrdcii 1 ug protildtky/ml v 50
mM NAHCO3;, pH 9,6. Po odstraneni roztoku boli platne ihkubb—
vané pri teplote 37 °C 60 mindt ELISA blokovacim pufrom (0,1
% kazein, 1 % TRITON-X100 v PBS). Platne boli premyté
niekolkokrdt PBS/0,05 % Tween-20 (premyvaci pufer). Potom sa
do kaZdej jamky pridala 1:1 zmes ELISA blokovacieho pufru a
¢ireho fégového supernatantu a reakcia trvala 1 hodinu pri
teplote 37 ©°C. 1:40 zriedené ludské sérum bolo inkubované 30
mindt pri izbovej teplote s 5x10'° plaky tvoriacimi jednot-
kami (pfu) fégu f£f11,1 (Dente a spol., 1996), 25 pul/ml
proteinovym extraktom z DH5-F’ buniek infikovanych féagom
f11,1 (Dente a spol.,) a s 25 pul supernatantu z krysich
hybridémovych buniek v ELISA blokovacom pufri. Po odstrédneni
supernatantu, boli platne premyté premyvacim pufrom a do
kazdej jamky bolo pridanych 200 pl pre-inkubovaného séra.
Nasledovala 60 minutovad inkubdcia pri teplote 37 °C a platne
boli potom premyté premyvacim pufrom. Potom do kaZdej jamky
bolo pridané 1:20 000 zriedené kozie anti-Iudské IgG HRP-
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konj. (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove,
PA) v blokovacom pufri druhej protilatky (1 % Triton, 1 %
konské sérum, 50 % telacie sérum v PBS, Mab supernatant 5
pl/jamka). Po 30 mindtovej inkubdcii pri teplote 37 ©°C boli
platne premyté a peroxiddzova aktivita bola hodnotend po
inkubdcii s 200 pl TMB substridtovym systémom (SIGMA, St.
Louis, Mo). Po 15 minutach bola reakcia zastavend pridanim 25
pl 2M H,S0,. Platne boli vyhodnotené na automatickom ELISA
¢itadi (Labsystems Multiskan Bichromatic, Helsinki, Finsko) a
vysledky boli vyjadrené ako A = Aysonm - A2s20mm. ELISA hodnoty

st priemerom hodndt dvoch nezavislych stanoveni. Statisticky
priekazné rozdiely su vtedy, ked boli namerané viac ako 30 (GO
= {1/2[0°p*c*w]}'?) oproti signdlu pozadia pre wt fég.

Hodnota p tykajica sa klénov PA8 aPAl2 je pravdepo-

dobnost, %e pozorovand frekvencia reaktivity pozitivnych a

negativnych sér je &tatisticky rovnakd podla ¥’

testu.

Afinitné predistenie fagotop-Specifickych protildtok zo

séra

Petriho misky s priemerom 60 mm (Becton Dickinson
Labware, NJ) boli pokryté cez noc pri teplote 4 °C roztokom
1x10'! CsCl-predistenych fagovych Castic/ml v 50 mM NaHCOj, pH
9,6. Po premyti roztokom PBS/Tween boli misky inkubované 60
mindt pri teplote 37 ©°C ELISA blokovacim pufrom. Zmes
Tudského séra (riedenie 1/100 ELISA blokovacim pufrom),
1x10'? £11,1 pfu/ml a 25 ul/ml XLl- blue proteinového
extraktu buniek bola inkubovand 60 mindt pri izbovej téplote.
Po odstraneni blokovacieho pufra bola pridand na platiiu
preinkubovand zmes. Inkubdcia sa uskutoénila pri 4 °C a trva-
la cez noc. Zriedené sérum bolo odstrédnené a miska bola
premytd premyvacim pufrom. Naviazané protildtky boli vymyté
0,1 M glycin-HCl pufrom pH 2,7 s 10 pul BSA na neutralizaciu.



‘
26 ST
-

Charakterizdcia fdgovych kldnov

Afinitne prefistené klény boli testované &Standardnou
ELISA na ich reaktivitu vo&i fagotopom. Typicky, viacjamkova
platia bola cez noc pri teplote 4 ©°C pokrytd (100 ul/jamka)
roztokom 1x10' TU/ml CsCl-predistenym fégom v 50. mM NaHCO;,
PH 9,6. Po premyti roztokom PBS/Tween boli platne inkubované
60 mindt pri 37 °C blokovacim pufrom. Potom bolo do kazZdej
jamky pridanych 100 ul afinitne pred&istenych protilatok a
inkubdcia pri teplote 4 °C trvala cez noc. Platne boli potom
premyté chladnym roztokom PBS/Tween a bolo pridanych 100
pl/jamka koziej anti-ludskej IgG (Fc &pecificki) alkalickej
fosfatazy konjugovanej na protildtky (Sigma, St. Louis, MO),
zriedenie 1/5 000 v blokovacom pufri. Po 2 hodinovej inku-
bacii pri izbovej teplote boli platne premyté a alkalicka
fosfatéza bola hodnotend tak, ako je popisané vyiiie.
Syntetické peptidy

PouZili sme syntetické oktavetvené antigénne peptidy
(MAPs): (Tam, 199X). Syntéza sa uskutodnila prietokovou-
polyamidovou metédou (Pessi a spol., 1990). Peptidy boli roz-
pustené v dimetyl sulfoxide.
ELISA pouZivajica syntetické peptidy

Viacjamkové platne (Immuno plate Maxisorp, Nunc,
Roskilde, Dénsko) boli pokryté «cez noc MAP roztokom
v koncentrdcii 10 pg/ml v 50 mM HaHCOs;, pH 9,6. Po odstréneni
kvapaliny boli platne inkubované 60 minit pri teplote 37 °C
s ELISA blokovacim pufrom (0,1 % kazein, 1% Triton-X100
v PBS). Platne boli pfemyté niekolkokrét roztokom PBS/0,05 %
Tween-20 (premyvaci pufer). Do kaZdej jamky bolo potom pri-
dané Iudské sérum zriedené 1:40 a inkubdcia trvala 40 mindt
pri teplote 37 °C. Platne boli potom premyté premyvacim
pufrom a potom bol do kaZdej pridany ELISA blokovaci pufer s
1:20 000 zriedenym kozim anti-Tudskym IgG konjugovanym s HRP
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(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA).
Po 20 mindtovej inkubdcii pri teplote 37 °C boli platne pre-
myté a peroxiddzova aktivita bola stanovend po pridani TMB
substrdtu (SIGMA, St. Louis, MO). Po 15 minutach bola reakcia
~zastavend pridanim 2M H;SOs. Platne boli hodnotené automa-
tickym ELISA pristrojom (Labsystems Multiscan Bichromatic,
Helsinki, Finsko) a vysledky boli vyjadrené ako A = Agsonm -
Ag2onm. Hodnoty ELISA su vysledkom dvoch nezdvislych

stanoveni.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob diagndézy antigénu, vy zn a ¢ u j 4 ci sa
t y m, Ze identifikuje védzobni Specificitu molekdl anti-
antigénovej protilédtky .v sére spdsobom detekcie protilétky
mimikujicej antigén (ADAM), ktord obsahuje skrining fagovych
kni¥nic za pouZitia sér pacientov infikovanych antigénom a
neinfikovanych jedincov, identifikéciou véazobnych protilatok

(ligandov) Specificky asociovanych s uvedenym antigénom.

2. Spbésob podla ndroku 1, vy zn a ¢ u j 4 c i s a
t y m, %e 1lep8ie cvlastnosti 1ligandov su dosiahnuté

maturadnou stratégiou.

3. Spdsob podla ndroku 1 alebo 2, vy zn a ¢ u j uc i
sa tym %e uvedené ligandy su syntetické peptidy.

A

4. Spdsob podla nadroku 1 alebo 2 alebo 3, vy zn a C u -

jac i sa t y m Z%e uvedené ligandy si pripojené na

spolodné jadro.

5. Spdsob podla ndroku 4, vy zn a ¢ u j u c i s a

t v m, e uvedené ligandy spolu s uvedenym spoloénym jadrom

6. Kolekcia antigén-$pecifickych ligandov ziskand postupom:
a) prvy selektivny vyber féagovej kni¥nice n pozitivneho séra
za vytvorenia prvych sérii n fégovych fondov;

b) priprava zmesi n fondov obsahujucich n-1 fondy;

c) vyber afinity kaZdej z n zmesi vo&i séru, ktoré vytvara
vyluéne féagovy fond, za vzniku druhych séri n féagovych

fondov, a pripadne
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d) dalsi selektivny vyber kaZdého z druhych sérii n fagovych
fondov na zmesi obsahujlcej vSetky n pdvodné séra s vynimkou
tych, ktoré boli pouZité pri prvom selektivnom vybere;

e) imunoskrining vyslednych druhych sérii n fégovych fondov
pouZitim zmesi vEetkych n pdvodnych sér za vzniku pozitivnych
klénov;

f) testovanie jednotlivej reaktivity vSetkych pozitivnych
klénov s panelom pozitivnych a negativnych sér pouZitim
usporiadanej rady uvedenych klénov ako fagy sekretujiucich
kolédnii;

g) vytvorenie replikdcii uvedenych koldénii secernujicich
fagy;

h) skrining kaZdej repliky na reaktivitu s pozitivaymi a
negativnymi sérami, ziskanie klénov reagujicich s pozitivnymi
sérami ;

i) pouZitie kaZdého z uvedeného &pecificky reagujiceho féagu
ako ligatu, pre afinitné prelistenie protildtok z pozitivneho
séra;

j) testovanie uvedenych protildtok na ich reaktivitu s u¥
identifikovanymi antigén-$pecifickymi peptidmi;

k) oddelenie kldénov, ktoré detekuji protilatky.

7. Spbésob diagndézy hepatitidy C obsahuje identifik&ciu
vazobnej $pecificity molekdl anti-HCV protildtky v sére
spb6sobom detekcie protildtky mimikujicim antigén (ADAM),
obsahuje skrining fé4govych kniZnic pouZitim sér od HCV
pacientov a neinfikovanych jedincov, identifikécia peptidy
viazZucich protildtok (ligandov) Specificky asociovanych s HCV

infekciou.

8. Spbésob podla ndroku 7, vy zn a & u j U c i s a
t v m, Ze uvedené ligandy majd lep$ie vlastnosti dosiahnuté

in vitro maturadénym spdsobom.

3 o
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9. Spdsob podla ndroku 7 alebo 8, vy zn a ¢ u juci

s a tym Ze uvedené ligandy sU syntetické peptidy.

10. spbsob podla naroku 6 alebo 7 alebo 8, vy zn a ¢ u -
j 4 c i sa t ¥y m Ze uvedené ligandy su naviazané na

spolo¢né jadro.

11. Spdsob podla nadroku 8, vy zn a ¢ u j u c i s a
t v m, %e uvedené ligandy spolu so spoloénym jadrom tvoria
MAP.

12. Kolekcia HCV-8pecifickych 1ligandov =ziskand spdsobom,
ktory obsahuje:

a) prvy selektivny vyber fégovej kniZnice n pozitivneho séra
za vytvorenia prvych sérii n fégovych fondov;

b) priprava zmesi n fondov obsahujicich n-1 fondy;

c) vyber afinity kaZdej z n zmesi voéi séru, ktoré vytvara
vyluéne fégovy fond za vzniku druhych séri n fagovych fondov,
a pripadne

d) dal%i selektivny vyber kaZdého z druhych sérii n fégovych
fondov na zmesi obsahujicej vSetky n pbdvodné séra s vynimkou
tych, ktoré boli pouZité pri prvom selektivnom vybere;

e) imunoskrining vyslednych druhych sérii n fégovych fondov
pouitim zmesi v&etkych n pbévodnych sér za vzniku pozitivnych
klénov;

f) testovanie jednotlivej reaktivity vSetkych pozitivnych
klénov s panelom pozitivnych a negativnych sér pou¥itim uspo-
riadanej rady uvedenych klénov ako fagy sekretujicich
koldnii;

g) vytvorenie replikdcii wuvedenych kolénii secernujicich

fagy;
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h) skrining kaZdej repliky na reaktivitu s pozitivnymi a
negativnymi sérami, ziskanie klénov reagujicich s pozitivnymi
sérami;

i) pouZitie kaZdého z uvedeného Specificky reagujiceho fagu
akglligétu, pre afinitné precistenie protildtok z pozitivneho
séra;

j) testovanie uvedenych protildtok na ich reaktivitu s u¥
identifikovanymi antigén-Specifickymi peptidmi;

k) oddelenie klénov, ktoré detekuji protilétky.

13. Kolekcia podla néroku 12, vy zn a ¢ u j 4 ca s a

t ¥y m, Ze fdgovad kniZnica z kroku a) je pVIII-12aa.

14. Kolekcia podla ndroku 12 a 13, vy zn a &8 u j 4 c a
s a tym Ze inzerty kldénov oddelenych v kroku k) v nédroku
12, majd nasledovné sekvencie: SREQLNKLFGIEG, RATLSNEHGITIG,
DORENWFKYHGFG, EWRRYMSDIHGYG, DSLRYMYVMPGFG.

15. Kolekcia podla nadroku 12, vy zn a ¢ u j dca sa
t vy m, Ze je vytvorend fagovd kniZnica, v ktorej najlepdie
reagujice Kklény su Ciastolne mutované tak, Ze ka?did amino-
kyselina sekvencie kldénu je nezdvisle substituovand akoukol-

vek inou aminokyselinou.

16. Kolekcia podla ndroku 12, vy zn a ¢ u jdca sa
t ¥ m, Ze je vytvorena fagovd kniZnica, v ktorej reaktivne
klény suU c¢iastoCne mutované tak, Ze kaZdd aminokyselina
sekvencie klénu je nezdvisle substituovand akoukolvek inou

aminokyselinou.

17. Kolekcia podla ndroku 15 alebo 16, vy zna & ujidca
s a t y m, Ze uvedené klény majd nasledovni sekvenciu

inzertu: SREQLNKLFGIEG.
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18. Kolekcia podla ktoréhokolvek z nérokov 12 aZ 17, vy -
znacujlica sa tym Ze v uvedenej fdgovej kniZnici

je ndhodnéd sekvencia lemovand dvomi cysteinovymi zvySkami.

19. Kolekcia podla ktoréhokolvek z nédrokov 12 aZ 18, vy -
zna ¢ ujdca sa t ym Ze sekvencia peptidu je

pripojend na spoloéné jadro.

20. Kolekcia podla nadroku 17, vy zn a ¢ u j 4 ca s a
t v m, Ze uvedeny peptid spolu s uvedenym spoloCnym jadrom je
MAP.

21. PouZitie kolekcie 2z ktoréhokolvek ndroku 12 aZ 20 pre
pripravu diagnostického stanovenia pre urcenie HCV u jedinca

s podozrenim na infekciu uvedenej HCV.

22. Kit pre diagnostické ucely, obsahujici kolekciu podla

nédroku 6.

23. Kit pre diagnézu HCV obsahujuci kolekciu ktoréhokolvek z

narokov 12 azZz 20.

24. Kit podla néroku 22 alebo 23, obsahujici pruzky, na

ktoré je imobilizovand uvedenéd kolekcia.

25. Kit podla ndroku 24, vy zna ¢ujiaci sa tym,

¥Ye uvedeny pruZok dalej obsahuje vnitornd &tandardu.

26. Peptid je vybrany zo skupiny:
i) SRQLNKLFGIEG;
ii) RATLSNEHGITIG;
iii) DOQRENWFKYHGFG;



iv)

V)

vi)
vii)
viii)
ix)

x)

xi)
xii)
xiii)
xiv)
XV)
xvi)
xvii)
Xviii)
Xix)
XX)
xx1i)
Xxii)
xx1iii)
XxXiv)
XXV)
Xxvi)
xxvii)
xxviii)
xxix)
XXX)
Xxxx1i)
xxxii)
xxxiii)
XXX1V)

XXXV)
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EWRRYMSDIHGYG;
DSLRYMYVMPGFG;
YSREQLNKLFGIDTM;
YSREQLNKMFGIEIS;
YSREQLSKLFGIEPM;
NSRWLSKAHGESGM;
YSREQLNKLFGIEVM;
YSRWQLSKLFGIDTQ;
KSREQLSKLHGVDTS;
RSREQLSKLFGIDLT;
MWRTLMKTHGIESW;
MLRTWLMKYQGIESW;
YSRSWLMKAHGLELG;
MMRSYLMKAHGIESL;
MSRLWLMKAHGISSE;
KHSEWLNKARGIESW;
MSRTFLMKAHGIESW;
MSRTWLMKAHGIESW;
AEGEKKLRRSTNWGDPAK ;
AEGRFKTRRQTNYQDPAK;
AEGEFKTLRNARLDPAK;
AEGEFKTLRNSNRLDPAK;
AEGEFKKFPGSSTPKDPAKAAFDSL;
AEGEFPQDARFPGGGDPAKAAFDSL;
PQDARFPGGGDPAKAAFDSL;
AEGEFKGAGGAQTVDWALLVDPAK;
AEGEFMQKHFGGAQWIMGDPAK;
AEGEFLSLKGSGGGQLRALVDPAK;
AEGEFLSLKGSGGAQLRALVDPAK;
AEGEFYLLKRSSPPDPAKAAFDSL;
AEGEFPILVGPYLLPRRSREEAVDPAK;
AEGEFPILVGPYLLPRRSREEAVDPAKGK;

111



XxXxvi)
XxXxvii
xxxviii)
xxxix)
x1)
x11i)
x1ii)
x1iii)
xliv)
x1v)
x1lvi)
x1lvii)
x1lviii)
x1ix)
1)

1i)
1ii)
1iii)
liv)
lv)
lvi
lvii)
lviii)
1ix)
1x)
1x1i)
1xii)
1xiii)
1xiv)
1xv)

1xvi)

35 o

AEGEFRLGVRAPRKALDPAK ;
AEGEFRLGVRALRKALDPAK
AEGEFRLGVRALRKAPDPAK;
RLGVRALRKAPDPAK;
AEGEFTQPRGHSYQDPAK ;
AEGEFLKERAEMSARKTLGADPAK ;
AEGEFFYQTI PRRMETKYGDPAK ;
AEGEFSREQLNKLFGIEGDPAK ;
AEGEFNSREWLSKAHGIEGMDAK ;
AEGEFRSREQLSLFGIDLTDPAK ;
AEGEFYSREQLNKLFGIDMTDPAK ;
AEGEFYSREQLNKMFGIETSDPAK
AEGEFYSREQLNKLFGIEVMDPAK ;
AEGEFKSREQLRKLHGFDTSDPAK ;
AEGEFKMRNYLNKAFGIEGMDPAK ;
AEGEFRSREQLSKLFGIELTDPAK;
AEGEFSRREYSNKAFGIETQDPAK ;
AEGEFRRRWYLNKAFGIEGGDPAK
AEGEFSRREWLNKRFGIEYLDPAK ;
AEGEFMSRTWLMKAHGIESWDPAK ;
AEGEFYSPEWLNKARGIDRSDPAK ;
AEGEFKSREQLSKLHGVDTSDPAK ;
AEGEFYSREQLNKMFGIEISDPAK ;
AGEFYSRSWLMKAHGLELGDPAK ;
AEGEFMMRSYLMKAHGIESLDPAK ;
AEGEFMSRLWLMKAHGISSEDPAK ;
AEGEFPQPQEVHVYREQLGLDPAKAAFDSL;
AEGEFGEVLYRGFDEVGGDPAKAAFDSL ;
AGEPYVVIERGMQDPAK ;
AEGEFTTASPRHFLVPLDPAKAAFDSL;
AEGEFTTASPAHFLVPLDPAKAAFDSL ;
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1xvii) AEGEFTTASPSHFLVPLDPAKAAFDSL;

1xviii) AEGEFATAPPRHYSWDPAK;

1xix) AEGEFATAPPAHYSWDPAK;

1xx) AEGEFATAPPSHYSWDPAK; _

1xxi) AEGEFRFWKVPDYDPPAAGGDPAK ; |
Ixxii) AEGEFTESSVSSTLADLASKTFGSADPAK;

1xxiii) AEGEFTLADLATMTFGSTDPAK;

1xxiv) AEGEFGLADLATLTFGSPDPAK;

27. PouZitie peptidov podla ndroku 26 v spdsobe ndrokov 7 a¥
11.

28. Kolekcia podla ktoréhokolvek =z ndrokov 12 a¥ 20

obsahujica aspoifi jeden peptid z néroku 26.

29. Kit pre detekciu infekcie obsahujici kolekciu podla

naroku 6.

30. Kit podla ndroku 29 obsahujici priZky, na ktorych je

imobilizovanad uvedend kolekcia.

31. Kit podla néroku 30, kde uvedeny priZok dalej obsahuje

vnutornud Standardu.

32. Kit na detekciu HCV infekcie obsahujdci kolekciu

ktoréhokolvek z narokov 12 aZ 20.

33. Kit na detekciu HCV infekcie obsahujici najmenej jeden

peptid z kolekcie néroku 25.

34. Kit podla ndroku 32 alebo 33 obsahujici prdzky, na

ktorych je imobilizovand uvedend kolekcia.
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35. Kit podla naroku 34, kde uvedeny pruzZok dalej obsahuje

vnitorni Standardu.
36. PouZitie kolekcie z ndroku 6 pre pripravu vakcin.

37. pPoufitie kolekcie z ktoréhokolvek ndroku 12 aZ 20, alebo
aspoii jedného peptidu z ndroku 26, pre pripravu vakcin voé&i

HCV.

38. Vakcina voli HCV obsahujlica najmenej kolekciu
ktoréhokolvek 2z narokov 12 a%Z 20, alebo asponn peptidu

z naroku 26.



<110> KENTON Srl

<120> Diagnostické stanovenie

<130> 015-KT-00-PCT

<140> PCT/IT00/00442

<141> 2000-11-07

<160> 74

<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1

<211> 13

<212> PRT

<213> Umeld sekvencia

<220>

<223> Popis umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

<400> 1

Ser Arg Glu Gln Leu Asn Lys Leu Phe Gly Ile Glu Gly
1 5 10

<210>. 2.

<211> 13

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> Popis umelej sekvencie: fégova kniZnica kldnu

<400> 2

Arg Ala Thr Leu Ser Asn Glu His Gly Ile Thr Ile Gly
1 5 10

<210> 3

<211> 13

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

ZOZNAM SEKVENCII



<223>
<400>

Popis
3

Asp Gln Arg Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

4
13
PRT

umela

Popis
4

Glu Trp Arg Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5
13
PRT

umela

Popis
5

Asp Ser Leu Arg

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

6
15
PRT

umelé

Popis
6

Tyr Ser Arg Glu

1

umelej sekvencie: féagova kniZnica klénu

Asn Trp Phe Lys Tyr His Gly Phe Gly
5 10

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Tyr Met Ser Asp Ile His Gly Tyr Gly
5 10

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Tyr Met Tyr Val Met Pro Gly Phe Gly
5 10

sekvencia
umelej sekvencie: fagovd kniZnica klénu

Gln Leu Asn Lys Leu Phe Gly Ile Asp Met Thr
5 10 15



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

7
15
PRT

umeld

Popis
7

Tyr Ser Arg Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

8
15
PRT

umelé

Popis
8

Tyr Ser Arg Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

9
14
PRT

umela

Popis
9

Asn Ser Arg Trp

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

10
15
PRT

umeléd

ar0n
2099
b

sekvencia
umelej sekvencie: fégové kniZnica klénu

Gln Leu Asn Lys Met Phe Gly Ile Glu Ile Ser
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fAgovad kniZnica klénu

Gln Leu Ser Lys Leu Phe Gly Ile Glu Pro Met
5 10 15

sekvencia
umele] sekvencie: fagova knizZnica klénu

Leu Ser Lys Ala His Gly Ile Glu Gly Met
5 10

sekvencia



<223>
<400>

Tyr Ser Arg Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Tyr Ser Arg Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Lys Ser Arg Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
‘<223>
<400>

Arg Ser Arg Glu

1

Popis
10

11
15
PRT

umela

Popis
11

12
15
PRT

umela

Popis
12

13
15
PRT

umela

Popis
13

,
ESEE IR

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Gln Leu Asn Lys Leu Phe Gly Ile Glu Val Met
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fadgovd kniZnica klénu

Gln Leu Ser Lys Leu Phe Gly Ile Asp Thr Gln
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fédgova kniZnica klénu

Gln Leu Ser Lys Leu His Gly Val Asp Thr Ser
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Gln Leu Ser Lys Leu Phe Gly Ile Asp Leu Thr
5 i0 15



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

14
15
PRT

umela

Popis
14

Met Trp Arg Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

15
15
PRT

umelé

Popis
15

Met Leu Arg Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

16
15
PRT

umeld

Popis
16

Tyr Ser Arg Ser

1

<210>

<211>
<212>
<213>
<220>

17
15
PRT

umela

sekvencia
umelej sekvencie: féagovad kniZnica klénu

Trp Leu Met Lys Thr His Gly Ile Glu Ser Trp
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Trp Leu Met Lys Tyr Gln Gly Ile Glu Ser Trp
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Trp Leu Met Lys Ala His Gly Leu Glu Leu Gly
5 10 15

sekvencia



Y
-
-
5
5
A“390

<223> Popis umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu
<400> 17

Met Met Arg Ser Tyr Leu Met Lys Ala His Gly Ile Glu Ser Leu
1 5 10 15

<210> 18

<211> - 15

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> Popis umelej sekvencie: fagovéd kniZnica kldénu

<400> 18

Met Ser Arg Leu Trp Leu Met Lys Ala His Gly Ile Ser Ser Glu
1 5 10 15

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> . umeld sekvencia

<220> .

<223> Popis umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

<400> 19

Lys His Ser Glu Trp Leu Asn Lys Ala Arg Gly Ile Glu Ser Trp
1 5 10 15

<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223>  Popis umelej sekﬁencie: fagova kniinicé.klénu

<400> 20

Met Ser Arg Thr Phe Leu Met Lys Ala His Gly Ile Glu Ser Trp
1 5 10 15
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sekvencia
umelej sekvencie: féagovd kniZnica klénu

Trp Leu Met Lys Ala His Gly Ile Glu Ser Trp
5 10 15

sekvencia

umelej sekvencie: fédgovd kniZnica klénu

Ala Glu Gly Glu Lys Lys Leu Arg Arg Ser Thr Asn Trp Gly Asp Pro Ala Lys

10 15

sekvencia

umelej sekvencie: fagové kniZnica klénu

Glu Phe Lys Thr Arg Arg Gln Thr Asn Tyr Gln Asp Pro Ala Lys

<210> 21
<211> 15
<212> PRT
<213> umela
<220>

<223> Popis
<400> 21
Met Ser Arg Thr

1
<210> 22
<211> 18
<212> PRT
<213> umela
<220>
<223> Popis
<400> 22

1 5
<210> 23
<211> 18
<212> PRT
<213> umela
<220>
<223> Popis
<400> 23
Ala Glu Gly

1 .5
<210> 24
<211> 18
<212> PRT
<213> umela

<220>

10 15

sekvencia



<223> Popis umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

<400> 24

Ala Glu Gly Glu Phe Lys Thr Leu Arg Asn Ala Asn Arg Leu Asp Pro Ala Lys
1 5 10 15

<210> 25

<211> 18

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> Popis umelej sekvencie: fédgova kniZnica klénu

<400> 25

Ala Glu Gly Glu Phe Lys Thr Leu Arg Asn Ser Asn Arg Leu Asp Pro Ala Lys
1 5 10 15

<210> 26

<211> 25

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> Popis umelej sekvencie: fagova kniZnica kldénu

<400> 26

Ala Glu Gly Glu Phe Lys Lys Phe Pro Gly Ser Ser Thr Pro Lys
1 5 10 15

Asp Pro Ala Lys Ala Ala Phe Asp Ser Leu

20 25

<210> 27

<211> 25

<212> PRT

<213> umeld sekvencia

<220>

<223> Popis umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

<400> 27



Ala Glu Gly Glu

1

Asp Pro Ala Lys

<210>
<211>

<212> .

<213>
<220>
<223>
<400>

28
20
PRT

umela

Popis
28

Pro Gln Asp Ala

1

Ala Phe Asp Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

29
24
PRT

umela

Popis
29

Ala Glu Gly Glu

1

Trp Ala Leu Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

30
21
PRT

umela

Popis
30

Phe Pro Gln Asp Ala Arg Phe Pro Gly Gly Gly

5 10 15
Ala Ala Phe Asp Ser Leu

20 25

sekvencia

umelej sekvencie: fadgovad kniZnica klénu

Arg Phe Pro Gly Gly Gly Asp Pro Ala Lys Ala
5 10 15
Leu
20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Lys Gly Ala Gly Gly Ala Gln Thr Val Asp
5 10 15
Val Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Met Gly Asp Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

31
24
PRT

umeléd

Popis
31

Ala Glu Gly Glu

1

Leu Arg Ala Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

32
24
PRT

umeléa

Popis
32

Ala Glu Gly Glu

1

Leu Arg Ala Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

33
24
PRT

umela

Popis
33

10 e .

Phe Met Gln His Phe Gly Gly Ala Gln Trp Ile
5 10 15
Ala Lys

20

sekvencia
umelej sekvencie: fagovd kniZnica klénu

Phe Leu Ser Leu Lys Gly Ser Gly Gly Gly Gln
) 10 15
Val Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia . .
umelej sekvencie: fagovéd kniZnica klénu

Phe Leu Ser Leu Lys Gly Ser Gly Gly Ala Gln
5 10 15
Val Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovd kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Pro Ala Lys Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

34
27
PRT

umeléa

Popis
34

Ala Glu Gly Glu

1

Arg Arg Ser Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

35
29
PRT

umela

Popis
35

Ala Glu Gly Glu

1

Arg Arg Ser Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

36
20
PRT

umeléa

Popis
36

11 e e

Phe Tyr Leu Leu Lys Arg Ser Ser Pro Pro Asp
5 10 15
Ala Phe Asp Ser Leu

20

sekvencia

urmelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Phe Pro Ile Leu Val Gly Pro Tyr Leu Leu Pro

5 10 15
Glu Glu Ala Val Asp Pro Ala Lys

20 25

sekvencia

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Phe Pro Ile Leu Val Gly Pro Tyr Leu Leu Pro

5 10 15
Glu Glu Ala Val Asp Pro Ala Lys Gly Lys

20 25

sekvencia

umelej sekvencie: fagova knizZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Leu Asp Pro Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

37
20
PRT

umela

Popis
37

Ala Glu Gly Glu

1

Leu Asp Pro Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

38
20
PRT

umela

Popis
38

Ala Glu Gly Glu

1

Pro Asp Pro Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

39
15
PRT

umela

Popis
39

12 e Feae s crcr ~
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Phe Arg Leu Gly Val Arg Ala Pro Arg Lys Ala
5 10 15
Lys

20

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Arg Leu Gly Val Arg Ala Leu Arg Lys Ala
5 10 15
Lys

20

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Arg Leu Gly Val Arg Ala Leu Arg Lys Ala
5 10 15
Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu



Arg Leu Gly Val

1
<210> 40
<211> 18
<212> PRT
<213> umeld
<220>
<223> Popis
<400> 40
Ala Glu Gly Glu
Pio Ala Lys
<210> 41
<211> 24
<212> PRT
<213> umela
<220>
<223> Popis
<400> 41

Ala Glu Gly Glu

1

Lys Thr Leu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

42
22
PRT

umelé

Popis
42
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Arg Ala Leu Arg Lys Ala Pro Asp Pro Ala Lys
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Thr Gln Pro Arg Gly His Ser Tyr Gln Asp
5 10 15

sekvencia
umelej sekvencie: fagovad kniZnica kldénu

Phe Leu Lys Glu Arg Ala Glu Met Ser Ala Arg
5 10 15
Ala Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia.

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Lys Tyr Gly Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

43
22
PRT

umela

Popis
43

Ala Glu Gly Glu

1

Ile Glu Gly Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

44
24
PRT

umelé

Popis

44

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

45
24
PRT

umela

Popis
45
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Phe Phe Tyr Gln Ile Pro Arg Arg Met Glu Thr
5 10 15
Pro Ala Lys

20

sekvencia
umele]j sekvencie: fadgovéd kniZnica klénu

Phe Ser Arg Glu Gln Leu Asn Lys Leu Phe Gly
5 10 15
Pro Ala Lys

20

sekvencia
umelej sekvencie: fédgovad kniZnica klénu

Phe Asn Ser Arg Glu Trp Leu Ser Lys Ala His
5 10 15
Met Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovéd kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Asp Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

46
24
PRT

umela

Popis
46

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Asp Met

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

47
24
PRT

umela

Popis
47

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Thr

<210>

<211>

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

48
24
PRT

umela

Popis

48

15 e o

Phe Arg Ser Arg Glu Gln Leu Ser lys Leu Phe
5 10 15
Thr Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Tyr Ser Arg Glu Gln Leu Asn Lys Leu Phe
5 10 15
Thr Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Tyr Ser Arg Glu Gln Leu Asn Lys Met Phe
5 10 15
Ser Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fdgovd kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Phe Asp Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

49
23
PRT

umeld

Popis
49

50
24
PRT

umeléd

Popis
50

51
24

PRT

umela

Popis
51

16 .
:

1
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Phe Tyr Ser Arg Glu Gln Leu Asn Lys Leu Phe
5 10 15
Met Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: féagova kniZnica klénu

Phe Lys Ser Arg Glu Gln Leu Arg Lys Leu His
5 10 15
Ser Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica kloénu

Phe Lys Met Arg Asn Tyr Leu Asn Lys Ala Phe
5 10 15
Met Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

AAann



Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

52
23

PRT

umeld

Popis
52

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

53
24
PRT

umeld

Popis
53

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

54
24
PRT

umela

Popis
54

17 co ecoee ¢r crce
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Phe Arg Ser Arg Glu Gln Leu Ser Lys Leu Phe
5 10 15
Thr Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovd kniZnica klénu

Phe Se Arg Arg Glu Tyr Ser Asn Lys Ala Phe
5 10 15
Gln Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Arg Arg Arg Glu Tyr Leu Asn Lys Ala Phe
5 10 15
Gly Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fAgova kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Tyr

<210>

<211>'

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

55
24
PRT

umela

Popis
55

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

56
24
PRT

umela

Popis
56

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Asp Arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

57
24
PRT

umela

Popis
57

18 e e

Phe Ser Arg Arg Glu Trp Leu Asn Lys Arg Phe
5 10 15
Leu Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fégovéa kniZnica kloénu

Phe Met Ser Arg Thr Trp Leu Met Lys Ala His
5 10 15
Trp Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Tyr Ser Pro Glu Trp Leu Asn Lys Ala Arg
5 10 15
Ser Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovd kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Gly Val Asp Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

58
24
PRT

umeld

Popis
58

2la Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Ile

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

59
24
PRT

umela

Popis
59

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Leu Glu Leu

<210>
<211>

<212>

<213>
<220>
<223>
<400>

60
24
PRT

umela

Popis
60

e

19 ° e e ¢ e
(3
o

Phe Lys Ser Arg Glu Gln Leu Ser Lys Leu His
5 10 15
Ser Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia
umelej sekvencie: fagovéd kniZnica klénu

Phe Tyr Ser Arg Glu Gln Leu Asn Lys Met Phe
5 10 15
Ser Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia
umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Tyr Ser Arg Ser Trp Leu Met Lys Ala His
5 10 15
Gly Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Glu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

61
24
PRT

umela

Popis
61

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ile Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

62
30
PRT

umeléa

Popis
62

Ala Glu Gly Glu

1

Glu Gln Leu Gly

<210>
<211>
.<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

28
PRT

umeld

Popis
63

20 cr ecerc ec rcrc
-

Phe Met Met Arg Ser Tyr Leu Met Lys Ala His
5 10 15
Leu Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Phe Met Ser Arg Leu Trp Leu Met Lys Ala His
5 10 15
Glu Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Phe Pro Gln Pro Gln Glu Val His Val Tyr Arg

5 10 15

Leu Asp Pro Ala Lys Ala Ala Phe Asp Ser Leu
20 25 30
sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu



21 S S
r
f

.,
-
Aaa

Ala Glu Gly Glu Phe Gly Glu Val Le Tyr Arg Gly Phe Asp Glu

1 5 10 15
Val Gly Gly Asp Pro Ala Lys Ala Ala Phe Asp Ser Leu
20 25
<210> 64
<211> 16
<212> PRT
<213> umeld sekvencia
<220>
<223> Popis umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu
<400> 64
Ala Gly Glu Pro Tyr Val Ile Glu Arg Gly Met Gln Asp Pro Ala Lys
1 5 10 15
<210> 65
<211> 27
<212> PRT
<213> umeld sekvencia
<220>
<223> - Popis umelej sekvencie: fégovad kniZnica klénu
<400> 65
Ala Glu Gly Glu Phe Thr Thr Ala Ser Pro Arg His Phe Leu Val
1 5 10 15
Pro Leu Asp Pro Ala Lys Ala Ala Phe Asp Ser Leu
20 25
<210> 66
<211> 27
<212> PRT
<213> umeld sekvencia
<220>
<223> Popis umelej sekvencie: fégovad kniZnica klénu

<400> 66



Ala Glu Gly Glu

1

Pro Leu Asp Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

67
27
PRT

umela

Popis
67

Ala Glu Gly Glu

1

Pro Leu Asp Pro

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

68
19
PRT

umela

Popis
68

Ala Glu Gly Glu

1

Asp Pro Ala Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

69
19
PRT

umela

Popis
69

22 et rmfoP ce refe
.

N

Phe Thr Thr Ala Ser Pro Ala His Phe Leu Val

5 10 15
Ala Lys Ala Ala Phe Asp Ser Leu

20 25

sekvencia

umele] sekvencie: fégovd kniZnica kldénu

Phe Thr Thr Ala Ser Pro Ser His Phe Leu Val

5 10 15
Ala Lys Ala Ala Phe Asp Ser Leu

20 25

sekvencia

umelej sekvencie: fagova knizZnica kldnu

Phe Ala Thr Ala Pro Pro Arg His Tyr Ser Trp
5 10 15

sekvencia

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Asp Pro Ala Lys

<210>
<211>

<212>

<213>
<220>
<223>
<400>

70
19
PRT

umela

Popis
70

Ala Glu Gly Glu

1

Asp Pro Ala Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

71
24
PRT

umeléa

Popis
71

Ala Glu Gly Glu

1

Pro Ala Ala Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

72
29
PRT

umela

Popis
72

23 es sree cr rerfc
.

Phe Ala Thr Ala Pro Pro Ala His Tyr Ser Trp
5 10 15

sekvencia

umelej sekvencie: fagovd kniZnica klénu

Phe Ala Thr Ala Pro Pro Ser His Tyr Ser Trp
5 10 15

sekvencia

umelej sekvencie: fédgovd kniZnica kldnu

Phe Arg Phe Trp Lys Val Pro Asp Tyr Asp Pro
5 10 15
Gly Asp Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu



Ala Glu Gly Glu

1

Asp Leu Ala Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

73
22

"~ PRT

umelé

Popis
73

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ser Thr Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

74
21
PRT

umeléd

Popis
74

Ala Glu Gly Glu

1

Gly Ser Pro Asp

24

Phe Thr Glu Ser Ser Val Ser Ser Thr Leu Ala

5 10 15
Lys Thr Phe Gly Ser Ala Asp Pro Ala Lys

20 25

sekvencia

umelej sekvencie: fagovad kniZnica klénu

Phe Thr Leu Ala Asp Leu Ala Thr Met Thr Phe
5 10 15
Pro Ala Lys

20

sekvencia

umelej sekvencie: fagova kniZnica klénu

Phe Gly Leu Ala Asp Leu Ala Thr Leu Thr Phe
5 10 15
Ala Lys

20
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TABULKA 1
Reaktivita ADAM-HCV peptidov
n = polet testovanych sér, S = merany signal, CO = hraniéné

hodnota, (CO = neg + 30, kde neg znamend priemernu hodnotu a

o je 3tandardnd odchylka hodnét z negativnych sér)

skupina peptid |[negativne pozitivne séra
séra (N) 3 priemer
N S/CO>1 S/CO>1
A ml1l913.2 33 21 100 45,0
ml1909.2 33 21 100 50,3
B m1901.31 39 38 61 3,2
m1901. 34 39 38 39 5,4
m3322.3 30 18 78 10,1
m3362.3 31 37 84 4,4
C ml977.1 32 28 96 13,6
D m3551.3 37 26 46 3,0
E m3566.3 14 12 50 2,1
F m858 40 41 73 | 8,9
mH1 60 60 68 9,8
mE78 64 51 80 5,8
G mAl2.1 37 45 64 8,4
mAl2.2 37 45 33 8,6
mAl2.13 38 45 31 4,4
H mB11.17 35 24 46 2,7
mG21.2 34 34 26 4,0
J ml1929C3.4 35 33 27 7,1
m1929A3.1 43 25 40 3,9
' ml1929.21 13 - 18 72 9,7
K mS48.5 ' 29 9 67 7,0
L mN15.3 36 21 10 15,2
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