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HCYV genomické sekvence pro diagnostiku
a terapii

Jsou navrzeny kompozice, obsahujici nukleovou kyselinu,
peptid a protildtku, ve vztahu ke genotyplim viru hepatidy C
a zplsob pouziti t€chto kompozic pro diagnostické a terape-
utické icely.
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..HCV .genomické sekvence pro dizZgnostixo—z—

Oblast techniky

Vynadlez se tyka kompozic a metod detekce a léc&eni infekce
virové hepatitidy ¢ (HCV), dfive oznadované jako non A non B
krvi pfenosnid virovad hepatitida (NANBV). Prfesnéji se vynalez
tyka vyuziti vliastnost{ kompozic a metod pro detekci HCV 2 pro
i vyvoj vakcin pro pro?&laktickou 1éébu infekci HCV a vyvoj
protilatkovych produkta pro navozeni pasivni imunity vaéi HCV.

Dosavadni stav techniky

Prototypov§ izolat HCV byl charakterizovidn v uS patentové
prihlasce &. 122714 (viz také EPO publikace &. 318216).
Pouz2ivany vyraz "HCV'" zde zahrnuje nové izolaty stejného
virového druhu. Vyraz "HCV-1" se vztahuje k US patentové

prihlasce &. 122714,

HCV je prenosnd choroba odliéné od jinych forem viry

zpisobenych jaternich chorob, vé&etné téch, které zpiusobuji

znamé viry hepatitidy, tj. hepatitida A virus (HAV),
hepatitida B virus (HBV) a delta hepatitida virus (HDV), jakoz
i hepatitidy zpiasobené cytomegalovirem (CMV) nebo virem
Epstein-Barrové (EBV). HCV byl poprvé identifikovan u
jednotlivca, kteri obdrzeli krevni transfuzi.

Pozadavky pro senzitivitu, specifické metody pro
screening a identifikaci nosiéa HCV a HCV kontaminované krve
nebo krevnich produktd jsou podstatné. Posttransfuzni
hepatitida (PTH) se vyskytuje pfiblizné u 10 %
transformovanych pacientd a HCV se pridita vice nez 90 %

téchto pripada. Nemoc éasto prograduje do chronického
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jaterniho poékoiéhiltzgwgidsghﬁj.

Péde o pacienta jako? i prevence pfenosu HCV krvi
nebo krevnimi produkty nebo tésnym osobnim kontaktem, vyZ2aduje
spolehlivy screening, diagnostické a prognostické prostredky
pro detekci nukleovych kyselin, antigend a protilatek,
tykajicich se HCV. .
¥

Informace v této pfihldsce napovidaji, 2e HCV m4 nékolik:
genotypi. To znamena, 2e geneticka informace HCV viru nemusi
byt zcela identick4d pro viechny HCV, ale obsahuje skupiny §

raznou genetickou informaci.

Geneticka informace je uchovavana v zavitovych molekulach
DNA a RNA. DNA se sestdvd z kovalentné navazanych retézca
deoxyribonukleotida a RNA se sestava z kovalentné navazanych
fetézcd ribonukleotidi. KaZzdy nukleotid je charakterizovan |
jednou ze &étyr bézi: adenin (A), guanin (G), thymin (T) a
cytosin (C). Baze jsou komplementdrni v tdm smyslu, 2e podle
orientace funkénich skupin se uréité pary bazi pritahuji a
vdZzou jedna na druhou vodikovymi mistky a interakcemi
x-vrstev. Adenin v jednom rfetézci DNA se paruje s thyminem v
protilehlém komplementdrnim feté&zci. Guanin v jednom fetézci
DNA se paruje s cyfosinem v protilehlém komplementérnim' ‘ ‘
retézci, v RNA je thyminovd badze nahrazena uracilem (U), kter?
se pAruje s adeninem v protilehlém komplementArnim fetézci.
Geneticky kod 2ivych organismi je nesen v sekvenci parua bazi.
Zivé organismy interpretuji, transkribuji a translatuji :
informaci nukleovych kyselin k vytvofeni proteind a peptidu.

HCV genom je obsazen v jednom pozitivnim feté&zci RNA. HCV
genom m4 pokradovani, translaci obsahujici é&teci ramedek
(ORF), ktery koduje polyprotein o asi 3000 aminokyselinach. V




ORF se strukturalni protein(y) -zdaji byt kodovany v priblizZné .
prvni &tvrtiné N-koncové oblasti, s prevahou polyproteinu

odpovédnych za nestrukturdlni proteiny.

HCV polyprotein obsahuje, od aminokonce po karboxykonec,
nukleokapsidovy protein (C), obalovy protein (E) a
nestrukturalni proteiny (NS) 1, 2(b), 3, 4(b) a 5.

HCV odlisnych genotypi mohou kodovat proteiny, které
davaji zménénou odpovéd imunitniho systému hostitele. M"ze byt
obtiZné detegovat HCV odlisnych genotypi imunodiagnostickymi

technikami, které nejsou specifické pro tento genotyp.

Definice vybranych termind pouzitych v prihlasce, jsou
uvedeny daAle pro usnadnéni pochopeni vyndlezu. Termin
"korespondujici" znamenid homologni nebo komplementarni k &asti
sekvence nukleové kyseliny. Tak mezi nukleovymi kyselinami a
peptidy oznaduje — korespondujici - aminokyseliny peptidu tak,
aby byly odvozeny ze sekvenci nukleovych kyselin nebo jejich

komplementu.

Termin "neprirozené se vyskytujici nukleovd kyselina”
oznaduje &ast genomové nukleové kyseliny, cDNA,
semisyntetickou nukleovou kyselinu nebo nukleovou kyselinu
syntetického pavodu, kterd diky vyhodné svého puvodu nebo
zpracovani: 1) neni spojena s celou nukleovou kyselinou, se
kterou je spojena prirozené, 2) je navdzana na nukleovou
kyselinu nebo jiné chemické agens odli3né od toho, které je

pfirozené, nebo 3) se prirozené nevyskytuje.

Podobny termin "prfirozené se nevyskytujici peptid”
oznaduje G4st v §irokém rozsahu se vykytujicich peptidd nebo

proteini, nebo semisyntetickych nebo syntetickych pgptid&,



~které -diky svému pavodu. nebo zpracovidni:-.l) nejsou spojeny s
celym peptidem, se kterym jsou spojeny pfirozenéd, 2) jsou |
navazany na peptidy, funkéni skupiny nebo chemickid agens jiné;
nez na kterad je navazan prfirozenéd nebo 3) se prirozené

nevyskytuji.

Vyraz "primer" oznaduje nukleovou kyselinu, ktera je
schopna iniciace syntézy vétsi nukleové kyseliny, je-li
umisténa do vhodnych podminek. Primer bude plné nebo Easteéné
komplementarni k oblasti nukleové kyseliny, kterd ma byt
kopirovana. Tak za podminek, vedoucich k hybridizaci bude
primer anelovat komplementadrni oblast vétsi nukleové kyseliny.
Prfi pfidani vhodnych reaktantd je primer prodlouzen
polymeraénim éinidlem pro vytvoreni kopie v&t3i nukleové
kyseliny. Tak za podminek, vedoucich k hybridizaci bude primef
anelovat komplementarni oblast vét3i nukleové kyseliny. Pfi
pridani vhodnych reaktantd je primer prodlouzen polymeraénim
édinidlem pro vytvoreni kopie vé&tsi nukleové kyseliny.

Vyraz "vazebné pary" oznaduje jakykoliv par molekul,
ktery vykazuje vzajemnou afinitu nebo vazebnou kapacitu. Pro
uédely predloZeného popisu oznaduje vyraz "Ligand" jednu _
molekulu vazebného padru a termin "antiligand" nebo "receptor"
nebo "cil" bude oznadovat opaénou molekulu vazebného paru. :
Napriklad u nukleovych kyselin mGZe vazebny par zahrnovat dvéé
komplementarni nukleové kyseliny. Jedna nukleova kyselina mize
byt oznadena jako ligand a druhy fetézec je oznaden jako '
antiligandovy receptor nebo cil. Oznaéeni ligand nebo
antiligand je véci dohodnuté konvence. Jiny vazebny par
obsahuje napriklad antigen a protildtku, léciva a mista pro
l1é&diva a enzym a enzymovy substrat, které jsou zde uvedeny

jako priklady.
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~Vyraz "znadeni" oznaduje molekulovou skupinu schopnou ..
detekce, kterad zahrnuje, ale neni tim omezena, radioaktiwvni
isotopy, enzymy, luminiscenéni é&inidla, srédzeci ¢inidla a

barviva.

Vyraz "nosié¢" zahrnuje konvenéni nosidée jako jsou filtry
membriny jakoZ i znovuziskatelné nosice, které mohou byt
dAsteédné rozpustény v mediu a odstranény nebo oddéleny z media
imobilizaci, filtraci, rozdélenim a pod. V7raz "nosné ®
prostredky" oznaduje nosicée schopné spojeni s nukleovymi
kyselinami, peptidy nebo protildtkami prostrfednictvim ‘
vazebnych partnerd nebo kovalentnimi nebo nekovalentnimi

vazbami.

Bylo identifikovdno mnoho HCV kmenu a izolatu. Pfi
porovnani se sekvenci origindlniho izolatu ziskaného z USA
("HCV-1", viz Q.L.Choo a spol. (1989) Science 244:359-362;
Q.L.Choo a spol. (1990) Brit.Med.Bull. 46:423-441; Q.L. Choo a
spol., Proc.Natl.Acad.Sci. 88:2451-2455 (1991) a EP-patentova
publikace &. 318216 citovand vy3e) bylo zjisténo, Z2e japonsky
izolat ("HCV J1") se vyznamné 1i3il ve dvou nukleotidovych a
polypeptidovych sekvencich uvnitf oblasti NS3 a NS4. Tento
zavér byl dale rozsiren na NS5 a obalové (El/S a E2/NS1)
oblasti (viz K.Takeuchi a spol., J.Gen.Virol.(1990)
71:3027-3033, Y.Kubo, Nucl.Acids.Res. (1989) 17:10367-10372 a
K.Takeuchi a spol., Gene (1990) 91:287-291). Prvni skupina
izolatd, origindlné identifikovanid v USA je nazvana "genotyp
I" podle uvedeného vysvétleni a pozdéjsi skupina izolatd,

prvné identifikovana v Japonsku, je nazvana "genotyp II".

Podstata vynilezu

PredloZeny vynalez poskytuje kompozice, které obsahuji
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nukleové kyseliny a peptidy, odpovidajici-HCV-virovému genomu,. = __
ktery definuje razné genotypy. Predkladany vynilez také

poskytuje metody pouz2iti kompozic, odpovidajicich sekvencim

HCV virového genomu, které definuji rﬁiné zde popsané

genotypy.

A. Kompozice nukleovych kyselin

-

Nukleova kyselina podle predloZeného vynalesz
odpovidajici HCV virovému genomu, ktery definuje ruzné
genotypy, ma vyuziti jako sonda ve zkouikdch hybridizace
nukleovych kyselin, jako primer pro reakce, vyuzivajici
syntézy nukleovych kyselin, jako vazebny partner pro separaci
HCV virové nukleové kyseliny z jinych slozek, které mohou byt
pritomny a jako pozitivni nukleovad kyselina pro zabrédnéni
transkripce nebo translace virové nukleové kyseliny.

Pri jednom vyuzitim vliastnosti kompozice podle
predkladaného vynalezu tato zahrnuje prirozené se
nevyskytujici nukleovou kyselinu, majici sekvenci alespon osmi
nukleotidd z jaderné oblasti, vybranou ze sekvenci sekv.ID
édislo 52-57 a S8-66.

Vyhodné je sekvence vybradna ze sekvenci &islovanych 53 a2
66. Sekvence &. 52 odpovida HCV-1. Sekvence S52-66 jsou uvedeny

v seznamu sekvenci, ktery je soudasti popisu.

Kompozice podle prfedkladaného vynalezu tvofi hybridizaéni
produkty s nukleovou kyselinou, odpovidajici odlisnym '

genotypum HCV.

HCV m& nejméné pét genotypi, které budou v této prihlésce

oznadena GI-GV. Prvni genotyp—- GI- je doloZen prikladem




“'sekvenci oznaéenych 1-6, 23-25, 33-38 a $2~57. Druhy genotyp -

GII - je doloZen pfiklademméék?éﬂéi"dZnaéenYch 7-12, 26=28,; - — .

39-43 a 58-64. Genotyp GIII je doloZen prikladem sekvenci
oznacenych 13-17, 32, 46-47 a 65-66. Ctvrty genotyp GIV je
doloz2en prikladem sekvenci oznacenych 20-22 a 29-31 a 48-49.
Paty genotyp — GV - je doloZen prikladem sekvenci oznaé&enych

18,19,50 a S1.

Jedno provedeni kK3mpozic podle predkladaného vynalezu
zahrnuje nukleovou kyselinu, majici sekvenci, odpovidajici
jedné nebo vice sekvencim, které dokladaji genotyp HCV.

B. Metody formovani hybridizadnich produktd

Provedeni predkladaného vyndlezu také poskytuje metody
pro formovani hybridizaénich produktd s nukleovymi kyselinami,
majicimi sekvenci, odpovidajici HCV nukleové kyseliné. Jedna
metoda zahrnuje kroky umisténi prirozené se nevyskyrtujici
nukleové kyseliny, majici non HCV~1l sekvenci, odpovidajici HCV
nukleové kyseliné v podminkadch, ve kterych miZe dochazet k
hybridizaci. Pfirozené se nevyskytujici nukleova kyselina je
schopna formovani hybridizaénich produktad s HCV nukleovou
kyselinou za hybridizaénich podminek. Metoda dale zahrnuje
kroky vytvoreni hybridizaénich podminek k formovani
hybridizaénich produktd za pfitomnosti nukleové kyseliny,

odpovidajicich oblasti HCV genomu.

Tvorba hybridizaédniho produktu ma vyuziti pro detekci
ptitomnosti jednoho nebo vice genotypu HCV. V¢hodnéji
prirozené se nevyskytujici nukleovad kyselina formuje
hybridizaéni produkty s nukleovou kyselinou HCV v jaderném
regionu. K detekci hybridizaénich produktd je vvyhodné spojit

neprirozenéd se vyskytujici nukleovou kyselinu se znaé&enim.



. Tvorba_hybridizaéniho produktu .je detegovana oddélenim _
hybridizadniho produktu od znadeni pfirozené se nevyskytujici
nukleové kyseliny, kterad nevytvorila hybridizaéni produkt.

Tvorba hybridizaénfho produktu mia vyuziti ve zpiusobu
separace jednoho nebo vice genotypld HCV nukleové kyséliny od
jinych potenciidlnéd pritomnych slozek. Pro takovou aplikaci je
vhodné spojit prirozené se nevyskytujici nukleovou kyselinu s
n051éem pro separaci koneéného hybridizaéniho produktu od
jinych slozZek.

"sandwich assays" nukleové kyseliny vyuZivaji jedné
nukleové kyseliny spojené se znadenim a druhé nukleové !
kyseliny spojéné s nosidem. Provedeni "sandwich assays"” podle1
vyndlezu zahrnuje dvé nukleové kyseliny, obé majici sekvenci,
kter4d koresponduje s HCV nukleovou kyselinou; nicméné alespoii
jedna prirozené se nevyskytujici nukleovd kyselina mé
sekvenci, korespondujici s non-HCV-1 HCV nukleovou kyselinou.
Alespoit jedna nukleova kyselina je schopnid spojeni se znacenim
a jinad je schopna asociace s nosiéem. S nosic¢em spojena,
prirozend se nevyskytujici nukleova kyselina je pouZita pro
separaci hybridizaénich produktd, které zahrnuji HCV nukleovop
kyselinu a pfirozéné se nevyskytujici nukleovou kyselinu,

majici non-HCV-1 sekvenci.

Jedno provedeni predlozeného vynidlezu je zpusob
detegovani jednoho nebo vice genotypi HCV. Zpasob zahrnuje
kroky umisténi prirozené se nevyskytujici nukleové kyseliny do
podminek, ve kterych mi2e dochazet k hybridizaci. |

Pfirozené se nevyskytujici nukleova kyselina je schopna
tvorby hybridizaénich produktd s nukleovou kyselinou z Jednoho
nebo vice genotypi HCV. 'Prvni genotyp — GI - je dolozen
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- sekvencemi, -oznadenymi 1-6, 23-25, 33-38 a 52-57. Druhy-—-

genotyp - GII - je doloZen sekvencemi oznadenymi 7~-12, 26-28,
39-45 a 58~-64. Treti genotyp - GIII - je doloZen sekvencemi
oznadenymi 13-17, 32, 46-47 a 65-66. Ctvrty genotyp ~ GIV -
je doloZen sekvencemi 20-22 a 29-31. Paty genotyp - GV - je
dolozen sekvencemi oznadenymi 18, 19, 50 a Sl.

Hybridizaéni produkt HCV nukleové kyseliny s prfirozené se
nevyskytujici nukleovou kyselinou, majici non-HCV-1 sekvenci,
korespondujici sekvencim v HCV genomu, je vyuZitelny pro
priming reakci pro syntézu nukleové kyseliny.

Hybridizaéni produkt HCV nukleové kyseliny s prfirozené se
nevyskytujici nukleovou kyselinou, majici sekvenci,
korespondujici k jednotlivym genotypam HCV, je vyuZitelny pro
priming reakci pro syntézu nukleové kyseliny takového
genotypu. V jednom provedeni je syntetizovana nukleova
kyselina indikativni pro prfitomnost jednoho nebo vice genotypa

HCV.

Syntéza nukleové kyseliny maZze také usnadnovat klonovani
nukleové kyseliny do expresnich vektord, které syntetizuji

virové proteiny.

Provedeni prfedkladanych metod maji pouziti jako
"antisense" agens pro zabranédni transkripci nebo translaci
virové nukleové kyseliny. Tvorba hybridizaénich produktu
prirozené se nevyskytujici nukleové kyseliny, majici sekvence,
které koresponduji s jednotlivymi genotypy HCV genomického
sekvenovani s HCV nukleovou kyselinou, maZ2e blokovat translaci
nebo transkripci takového genotypu. Terapeutické agens muZe
byt konstruovano tak, aby zahrnovalo v3ech pét genotypa.
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C. Peptidova a protilatkova-kempozice - .. ... _

Dalsi provedeni vyndlezu zahrnuje kompozici, obsahujiéi
prirozené se nevyskytujici peptid o tfech nebo vice
aminokyselinidch, odpovidajicich nukleové kyseliné, majici
non-HCV-1 sekvenci. Vyhodnéji, non-HCV-1 sekvence, ‘
odpovidajici sekvenci v jednom nebo vice regionech z NSS

regionu, obalového | regionu, 5'UT regionu a jaderného regionu

Vyhodné s ohledem na peptidy, korespondujici s nukleovou
kyselinou, majici non-HCV-1 sekvenci NS5 regionu, je sekverce
uvnits oblasti oznadena 2~-22. Sekvence oznadenid | odpovida
HCV-1- Sekvence &islované 1-22 jsou uvedeny v seznamu

sekvenci.

Vvhodné s ohledem na peptidy, odpovidajici nukleové
kyseliné, majici non-HCV-1 sekvenci obalového | regionu, je
sekvence mezi sekvencemi oznaéenymi 24-32. Sekvence oznadeni
23 odpovida HCV-1- Sekvence oznaéené 23-32 jsou uvedeny v

seznamu sekvenci.

Podle tohoto predlozeného vyndlezu, s ohledem na peptidy,
odpovidajici nukleové kyseliné, majici non~HCV-1 sekvenci
fizenou jadernym regionem, je sekvence mezi sekvencemi,
oznadenymi 53-66. Sekvence oznadenid 52 odpovidéd HCV-1 Sekvence
oznadené 352-66 jsou uvedeny v seznamu sekvenci.

Dalsi provedeni predloZeného vyndlezu zahrnuje peptidové
kompozice, odpovidajici sekvencim nukleové kyseliny genotypu
HCV. Prvni genotyp, GI, predstavuji priklady sekvenci
¢islovanych -6, 23-25, 33-38 a 52-57. Druhy genotyp, GII, je
predstaven sekvencemi &islovanymi 7-12, 26-28, 39-4S5 a 58-64.

Treti genotyp, GIII, je predstaven sekvencemi éislovan?mi,
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13-17, 32, .46-47 a _65-66._Ctvrty genotyp,-GIV,—je-predstaven-
sekvencemi ¢islovanymi 20-22, 29-31, 48 a 49. PAty genotyp,
GV, je predstaven prfiklady sekvenci ¢islovanych 18, 19, 50 a
St.

Prirozené se nevyskytujici peptidy podle predloZeného
vynadlezu jsou uZite&né jako komponenty vakciny. Informace o
sekvenci v predkladdaném vyndlezu umoZfuji tvorbu vakcin, které
zahrnuji viechny nebo nékteré z ruznych genotypa HCV. Namifen?
vakciny proti jednotlivym genotypum dovoluje profylaktickou
lé¢bu smérovanou k maximalizaci ochrany vaéi témto
predpokladanym agens. Namifeni vakciny k vice neZ jednomu

genotypu dovoluje vét§i rozsah ué¢innosti vakciny.

Peptidové kompozice jsou také uZiteéné pro tvorbu
specifickych protilatek pro HCV proteiny. V jednom provedeni
kompozice podle predloZeného vyndlezu, tato obsahuje
protilatku proti peptidim, odpovidajicim non-HCV-1 sekvenci
HCV genomu. Vyhodnéji non-HCV-! sekvence je vybrédna ze
sekvence v regionu, obsahujicim NSS region, obalovy | region a
jaderny region. Podle predlozeného vynalezu je sekvence
vybrana ze sekvence jaderného regionu. Nejsou zde 2&dné
peptidy spojené s netranslatovanou 5'UT oblasti.é

Vyhodné s ohledem na protilatky proti peptidiam NSS
regionu odpovida peptid sekvenci ze sekvenci &islovanych 2-22.
S ohledem na protilatky proti peptidim, odpovidajicim obalové
1 oblasti, odpovida peptid vyhodné sekvenci ze sekvenci
&islovanych 24-32. Vzhledem k protilatkéam proti peptidim,
odpovidajicim jAdrovému regionu, odpovida peptid podle
predlozeného vynalezu sekvenci ze sekvenci ¢islovanych S$3-66.
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) - Protilatky proti-peptidam,—které reflektuji—jednotlivy
genotyp, jsou vyuzitelné pro detekci takovych genotypa HCV a |
jako terapeuticka agens.

Jednim aspektem predloZeného vynidlezu je protilatka prot1
peptidu, odpovidajicimu nukleové kyseliné, majici sekvence
jednotlivého genotypu. Prvy genotyp, GI, je prfedstaven .
priklady sekvenci éislovanych 1-6, 23-25, 33-38 %, S2-57. Druhg
genotyp, GII, je predstaven priklady sekvenci ¢islovanych 7-2,
26-28, 39-45 a S8-64. Treti genotyp, GIII, je pfiedstaven
sekvencemi éislovanymi 13-17, 32, 46-47 a 65-66. Ctvrty
genotyp, GIV, je predstaven pfiklady sekvenci &i{slovanych
20-22, 29-31, 48 a 49. PaAty genotyp, GV, je predstaven
priklady sekvenci &islovanych 18, 19, S0 a 51.

Odbornikiam v oboru bude zfejmé, 2Ze kompozice podle
predloZeného vyndlezu mohou byt zabaleny s instrukcemi pro
pouziti ve formé kitd pro provedeni hybridizace nukleovych

kyselin nebo imunochemické reakce.

Vynilez je dale popsan nasledujicimi obrazky, které
ilustruji sekvence, demonstrujici genotypy HCV. Sekvence jsou
¢islovany (-145, kde &islovani a sekvence jsou shodné s
¢islovanim a sekvencemi Vv seznamu- sekvenci. Sekvence 146 a 147
umoziiuji diskusi o zkousce, Ze &islovani a sekvence jsou v
souladu s &islovanim a sekvencemi uvedenymi v Seznamu

sekvenci.

Popis obrazkd na pripojenvych vvkresech

Obr. pfedstavuje schematicky genetické usporadani HCV,

Obr.2 pfedstavuje sekvence nukleovych kyselin éislované
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1-22, které jsou ziskdny z NS5 regionu HCV virového

genomu, _
obr.3 pfedstavuje sekvence nukleové kyseliny Cislované
23~32, které jsou odvozeny od obalového | regionu

HCV virového genoau,

obr.4 pPedstavuje sekvence nukleové kyseliny &islované
3351, které jsbu odvozeny od 5°UT regionu HCV
virového genomu a

obr.5 predstavuje sekvence nukleové kyseliny &islované
52~66, odvozené od jéddrového regionu HCV virového

genomu.

Seznam sekvenci zahrnuje sekvence &islované 1-147.

PredloZeny vyndlez bude detailn&ji popsdn jako nukleo-
vd kyselina, majici sekvence, odpovidajfc{ HCV genoau a
ji se tykajicich peptidd a vazebnych partnerd, pro diag-
- nostické a terapeutické aplikace.

Provedeni pfedklddaného vyndlezu vyuZivd, pokud neni
uvedeno jinak, konvendnich technik chemie, molexuldrnf
biologie, mikrobiologie, rekombinantnf DNA a imunologie,
které jsou zndmé v oboru. JTakové techniky jsou plnd vys-
v&tleny v literatufe. Viz: napi. waniatis, Fitsch and
Sambroolk, #olecular Cloning; A Laboratory Mamual (1982);
DNA Cloning Vol.I a II (D.N.Clover vyd.1985), Oligohucleo-
tide Synthesis (M.J.Gait vyd., 1984), Nucleic 4cid Hybri-
dization (B.D.Hames a S.J.Higgins wyd., 1984), serie, Methods
in Enzyzmology (Aicademic: Press, Inc.), zejména Vol.154 a
Vol.155 (Wu a Grossman, vyd.).

ctNA knihovay jsou odvozeny ze sekvenci nuxleovéd ky-
seliny pf{tomné v plasm& HCV-infikovanych 3$iapanzd. Vytvo-
¥en{ tXchto knihoven, konstrukce jedné z nich, "c¢" kaihovna
(ATCC &. 40394), je popsdno v PCT pub.&. W090/14436. Sekven-
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ce knihovny relevantnf k pfedklddanému vynélezu jsou
zde uvedeny pod sekvenceami &fslo 1,23,33 a 52.

Nukleové kyseliny izolované nebo syntetizované v
souladu s rysy predklddaného vyndlezu jsou vyuZitelné
napfiklad, ale neznamené to omezenI, jako sondy, primery,

"anti-sen$e" geny a pro vyvoJ expresnich systémd pro syn-
tézu peptidd, odpovidajicich takovym sekvencia.

Popsané sekvence nukleové kyseliny definuji genoty-:
py HCV s ohledem na &tyFi oblasti virového genomu. Obr. 1
zndzornuje schematicky usporédénf HCV. CtyFi Jjednotlivé
regiony jsou NS5 region, obalovy ! region, 5 UT region a
jadérny region.

Sekvencemi danymi v pfedloZené prihlé3ce Jjsou sek-
vence ozna%ené 1-22, potvrzujfcimi alespoa p&t genotypd v
NS5 regionu. Sekvence, oznalené 1-22 jsou zobrazeny na
obr.2 jako% i v seznamu sekvenci. Kaidd ze sekvenci{, ozna-
Senych 1-22 je odvozena z nukleové kyseliny, majici 340
nukleotidd z NS5 regionu.

P&t genotypd Jje definovdno seskupenimi sekvenci de-
finovanych sekvencemi'éislovanymi 1-22. Podle dohody budou
v této pPfihld3ce rdzné genotypy oznalovdny rimskymi &isli-
cemi a piszenem “G".

Prvn{ genotyp (GI) je exemplifikovdn sekvencemi v
sekveancich &islovanych 1-6. Druhy genotyp \GII) je exem-
plifokovém v sekvencich &islovaanych 7-12. Tfet{ geaotyp
(GITII) je exemplifikovdn sekvencemni v sekvencich &f{slo-
vanych 13-17. Ctvrty genotyp (GIV) je exemplifikovdn
sekvenceni v sekvencfch &Islovanych 20-22. P4ty genotyp
(GV) je exemplifikovén sekvencemi v sekvencich &{slovaaych
18 a 19.

e . S s an al o A o s
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Sekvence uvedené v predklddané ptrihld3ce jako sekven-
ce &islovanéd 23-32 napovidajf o alespon &tyPech genoty-
pech v obalovém I regionu HCV. Sekvence oznadené 23-32 jsou
zndzorndny na obr.3 JjakoZ i v seznamu sekvenci. Xa%dd ze
sekvenci &islovanych 23-32 Je odvozena od nukleové kyse-
liny, majicf 100 nukleotidl z obalového 1 regionu.

Prvnl skupina obalového 1 genotypu (GI) je exempli-
fikovéna sekvencemi ze sekvenci &islovanych 23-25. Druhy
obalovy 1 genotypovy (GII) region je exemplifokovén sek-
vencemi ze sekvencf oznalenych 26-28. T#et{ obalovy 1
genotyp (GIII) Jje dolo%en prikladem sekvenci ze sekverci
oznadenych 32. Ctvrty obalovy 1 genotyp (GIV) je dololen
ptiklady sekvenci ze sekvenci oznaleanych 29-31.

Sekvence uvedené v predklddanémsvyndlezu jako sek-
vence oznalené 33-51 vypovidajf o alespon tPfech genoty-
pech v 5°UT oblasti HCV., Sekvence oznaené 33-~51 jsou
zobrazeny na obr.4 jako% i v seznamu sekvenci. Xaid4
sekvence oznadend 33-51 je odvozena z nukleové kvseliny,
majici 252 nukleotidd z 5 UT oblasti, i kdyZ sekvence 50
a 51 Jsou o né&co kratsf- priblizZn& 180 nukleotidil.

Prvaf 5°UT genotyp (GI) je doloZen sekvencemi ze
sekvenci oznafenych 33-38. Druhy genotyp (GII) je doloZen
sekvenceni ze sekvenci oznadenych 39-45. Tretf 5 UT geno-
typ (GIII) je doloZen sekvencemi ze sekvenc! oznadenych
46-47. Ctvrty 5 UT genotyp je doloZen sekvencezi ze sek-
vencl ozaaXeaych 48 a 49. P4ty 5°UT genotyp (GV) je dolo-
Jen sekvencemi ze sekvenci oznaleaych 50-31.

Sekvence ozaadené 48-62 vypovidaif o alespor tPech jadernyeh
genotypech v oblasti HCV. Sekvence oznadené 52-65 Jsou
zndzorndny na obr. 5 jakoZ jsou i uveldeny v seznzau sek-

vency.
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Prvnf genotyp jaderné oblasti (GI) je exeﬁplifiko-
védn pekvencemi ze sekvenci, oznalenych 52-57. Druhy geno-
typ jaderné oblasti (GII) je exemplifikovdn sekvencemi
ze sekvenci oznalenych 58-64. Tteti genotyp jaderné
oblasti (GIII) je doloZen sekvencemi ze sekvenc{ ozna-
enych 65-66. Sekvence 52-65 Jsou sloZeny z 549 nukleo-
tid4. Sekvence 66 je sloZena z 510 nukleotiddl.

Rizné genotypy popsané s ohledem na kaZdou oblast,
jsou shoéné. Tak HCV, majfcf vlastnosti prvnfiho genotypu
s ohleden na oblast NS5, bude disledn& vyhovovat vlast-
nostem prvatho genotypu v obalovém 1 regionu, 5°UT regio-

nu a jaderném regionu.

Nukleovd kyseling izolované nebo syntetizované v
souladu se sekvencemi danymi v sekvencich 1-66, jsou vhodné
jako primery, zdchytné ligandy a "anti-sense"” agens. Jako
nroby, primery, 2zdchytné ligandy nebo anti-sense agens,
bude aukleovd kyselina normdln& zahranovat pribliZné osa
nebo vice nukleotidl pro specifiku i pro schopnost
formace stabilnich hybridizadnich produktd.

Sondy (proby)

Nukleovd kyselina izolovang nebo syntetizované v
souladu se sekvenci, definujlci Jednotlivy genotyp oblasti
HCV genoxu, mdZe byt vyuZita jako sonda pro detekci tako-
vého genctypu, nebo uZita v kombinaci s Jjinymi sondami
z nukleovych kyselin k detekei v podstatd v3ech genotypd
HCV. ,

Pomoct informacf o sekvencich uvedenych v tomto po-
pise, jsou identifikovény sekvence osmi nebo vice nukleo-
tidl, které poskytujl poZadovanou vlastnost a vylulnost
vzhledem % rizajm genotypdm v HCV a nepatfidnya sekvencina
nukleovych kyselin, vznikajicich pravd&podobn& b&hem hyb-

ridizadnich podainek.

RS ey S et -aade.
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Odbornikida bude zFejmé, Ze sekvence nukleové ky-
seliny mohou byt - pifi jejich vyuZitf jako sond - opat-
reny znalenim pro usnadnéni detekce hybridizadnich pro-
duktd.

Zéchytné ligandy

Pro pouZiti jako zdchytny ligand mohou nukleové
kyseliny vybrané zpdsobem popsanym vy3e u sond, snadno
asociovat s nosilem. Zpdsob, kterym je nukleovd kyselina
asociovéna s nosi&i Jje dobfe zndm. Nukleovd kyselina,
majlici sekvenei, odpovidajici sekvenci ze sekvenci ozna-
Senych 1-66, je vyuZitelnd k separaci virové nukleowé
kyseliny Jednoho genotypu z nukleové kyseliny HCV riznych
genotypd. Nukleové kyselina izolovand nebo syntetizovand
v souladu se sekvenceai ze sekvenci, oznalenych 1-66,
pouZzitd v kombinacich, mé schopnost vychytat v podstaté
v3echnu nukleovou kyselinu v3ech HCV genotypd.

Primery

Nukleovd kyselina izolovand nebo syntetizovnanéd v
souladu se sekvencemi zde popsanyai, Jje vyuZitelnd jako
primer pro amplifikaci HCV sekvenci. S ohledea na
techniky oolymerdzové retizové reaxce (PCR), sekvence
nukleové kyseliny o osmi nebo vice nukleotidech, odpovi-
dajici jedné nebo vice sekvencim ze sekvenci, oznalenych
1-66 majf vyuZit{ ve spojeni se vhodnymi enzymy a &inidly,
pro vytvofenl kopif virové nukleové kyseliny. Pro vy-
tvoten! kopif virové nukleové kyseliny takovych genotypd
ndZe byt pouZito mnoho primerd, majicich rizné sekvence,
odpovidajici vice neZ jednomu genotypu.
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Kopie mohou byt poufity v diagnostickych zkouSkdch
detekce HCV viru. Kopie mohou byt také zabudovédny do vek-
tord pro klonovdnf a expresi pro ziskdnf polypeptidd,

odpovidajicich nukleové kyseliné& syntetizované pomoci PCR,

Jjak bude dédle podrobn&ji popséno.

Anti-sense
=)
Nukleové kyselina izolovand nebo syntetizovand v
souladu se sekvencemi, které jsou zde popsény, md
vyuZitelnost jako "anti-sense™geny pro prevenci exprese
HCV.

Nukleovd kyselina, odpovidajici genotypu HCV Jje vlo-
Zena do vhodného noside jako je liposom pro zavedeni do
bunky infikované HCV. Nukleovéd kyselina, majici osm nebo
vice nukleotidd Jje schopna vazby k virové nukleové ky-
selin& nebo virové messenger-RNA. Vyhodn& je anti-sense
nukleovd kyselina tvofena 30 nebo vice nukleotidy pro
poskytnutf{ nezbytné stability hybridizaZniho produktu
virové nukleové kyseliny nebo virové messenger-kyseliny.
Zpdsoby vloZenf aati-sense nukleové kyseliny jsou v oboru
znédmé - napi. US patent 4241046 vydany 23.prosince 19680,
Papahadjopoulos a spol.

Syntéza ggptidd

Nukleové kyselina izolovand nebo syntetizovand v sou-
ladu s vy3e popsanymi sekveamcemi Jje vhodnd pro generovéani
peptidd. Sekvence exemplifikované sekvencemi &islovanymi
1-32 a 52-56 mohou byt klonovdny do vhodnych vektord nebo
pouZity pro izolaci nukleové kyseliny. Izolovanéd nukleovéd
kyselina se spoji se vhodnymi DNA linkery a klonuje se
do vhodného vektoru. Vektor miZe byt pouZit pro transfor-
maci vhodndho hostitelského organisau jaxo Jje Z.coli a pep-
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tid, kodovany sekvencemi miZe byt izolovédn.

Techniky molekulového klonovdni jsou popsdny v tex-
tu éolecular Cloaing: A Laboratory wsienual, saniatis a spol.,

Coldspring Harbor Laboratory (1982).

Izolovamy peptid mégpouZiti jako antigenni substance
pro pripravu vakcin a protildtek Fizenych k jednotlivé-

nu genotypu HCV.
Vakefny a protildtky

Peptidové materidly podle pfedloZeného vyndlezu majl
pouziti pfi vyvoji protildtek a vakein.

Dostupnost c¢DNA sekvenci nebo nukleotidovych sekvenct
z nich ziskanych (zahraujficfch segmenty a modifikaci
sekvence), umoZnuje konstrukci expresnfch vektord, kodu-
jicich antigenn& aktivnf oblasti peptidu kodovaného v jed-
nom ze dvou reté&zcld. Antigenns aktivail regiony mohou byt
odvozeny z NS5 regionu, obalového 1 regionu a jaderného

regionu.

Fragaenty kodujfci poZadované peptidy jsou zfskdny
z ¢DNA klonl za pouZitf b&Znych restrikdnich 3tdpenf nebo
syntetickyani metodami a Jsou ligovédny do vektord, které
mohou, napriklad, obsahovat &4sti fuznich sekvenci Jako
Jje beta-galaktosidédsa nebo superoxid-dismutdsa (SOD), vy-
hodné& SOD. Zpdsoby a vektory, které jsou vhodné pro pri-
pravu polypeptidd, které obsahuji fusnl sekvence SOD jsou
popsdny v evropské patentové publikaci &fslo 0196055,
publikované 1.f{jna 1G86.
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Jaldkoliv poZadovand &dst HCV cDNA, obsahujici otevie-
ny &teci rdmedek, v jednom nebo druhém negativafm DNA
fet¥zei, miZe byt zIlskdm jako rekombinantni peptid, jako
je zraly nebo fuznf protein; alternativn#, peptid kodovany
v cDNA miZe byt ziskdn chemickymi syntézami.

DNA kodujict S%iadovanj peptid, at ve fuzované nebo
zralé form& e at obsahujfecf nebo neobsahujfef signélnf
sekveanci pro umoZndnf sekrece, mi%e byt ligovdn do vek-
tord pro expresi, vhodnych pro jakéhokoliw obvyklého hosti-
tele. Jak eukaryotické tak prokaryotické hostitelské sys-
témy se v soudasnosti pouZfvaji p¥i tvorbd rekombinantnich
peotidd. Peptid se potom izoluje z lyzovanych bun¥k nebo
z kultivadntho media a &istf se podle toho, jak to vyZaduje
jeho zany3lené pouzitf{. CiZt&nf md%e byt provéddno tech-
nikani zndaymi v oboru, napfiklad diferenciélnf extrakec{,
solnou frakcionacf, chromatografif na ioatovyam&nanych
pryskyricich, afinitn{ chromatografii, a podobné. Viz napt.
dethods in Enzymology for a variety of methods for puri-
fying proteins. Takové peptidy mohou byt pouZity jako
diagnostika, nebo ty, které poskytujf zvySeni neutra-
lizace protildtek, mohou byt formulovdny do vakcin. Pro-
tildtky zvySené proti t&mto peptiddam mohou byt také
pouzity jako diagnostika, nebo pro pasivaf imunoterapii
nebo pro izolaci nebo pro izolaci a identifikaci HCV.

Antigenni region peptidu je obecné& relativa® maly -
typicky 8 2% 10 aminokyselin nebo =mén&. Tak malé frag-
menty jako 5 aminokyselim mohou charakterizovat antigennd
region. Tyto segzenty mohou odpovidat NS5 regionu, obalo-
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vému 1 regionu a jédrovému regionu HCV genomu. 5°UT region
neni Jje3td zndmo translatovat. V sculadu s tim, pouZitim
cBNA takovych regiond, DNA kodujfci kratké segmeaty HCV
peptidy, odpovidajicfch takovym regiondm, mohou byt re-
kombinantn® exprimovédny bud jako fuznf proteiny, nebo jako
izolované peptidy. Ddle kratké aminokyselinové sekvence
mohou byt obvykle zIiskdny chemickou syntézou. V pfipa-
dech, kde syntetizovany peptid Jje sprévané& konfigurovén,
takZe poskytuje sprdvny epitop, ale je p#{fli3 maly, aby
byl imunogennf, mdZe byt peptid pfipojem ke vhodnému no-
siki.

Pro ziskéni takového spojeni Je zndmo mnoho technik
v oboruw, zahrnujicich tvorbu disulfidového spojeni za
pouzitf N-sukeciniaidyl-3-(2-pyridylthio)propiondtu (SPDP)
a sukcinimidyl-4-(N-maleimido-methyl)cyklohexan-1-karbo-
xylédtu (SMCC), ziskaného od Pierce Company, Rockford,
I1linois (jestliZe peptidu chybf sulfhydrylové skupina,
miZe tato byt poskytnuta pridavkem cysteinového zbytku).
Tato ¢inidla vytvorej? disulfidové spojenf mezi sebou a
peptidov/mi cysteinovymi zbytky na jednoam proteinu a amido-
vé spojeni pfes epsilon-amino na lysinu, ~nebo jiné volné
aminoskupiné Jjinde. Je zndmo mnoho &inidel, tvoFficich
disulfid/amid. Viz napfiklad Immun Rev. (1982)62:185.
Jind bifunkdnf kopuladnl ¢inidla tvof{ thicether spife
neZ disulfidové spojenf. idnoho z t&chto thiocether tvori-
cich &inidel Je komerdnd dostupnych a zahrnuje reaktivai
estery kyseliny 6-maleimidokapronové, 2-bromoctové, 2-jod-
octové, 4-N-maleimido-methyl)cyklohexan-1-karboxylové a
podobnd. Karboxylové skupiny mohou byt aktivovdny kombi-
naci se sukcinimidem nebo sodnou soli kyseliny !-hydro-
xyl-2-nitro-4-sulfonové. Dald{ metody kopulace antigenid
vyuzivaj{ systéa rotavirus/"vazebny peptid" popsany v
EPO pub.Z. 259149, ktery je zde uvéddin jako odkaz. Pred-
chdzejici seznaz nenf aindn jako omezujic{ & zcela zrejamé
mochou byt pouZity modifikace uvedenych sloulenih.
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—-—MiZe byt pouZit jakykoliw nosi&, ktery séa neindukuje

produkci protildtek, které Jsou 3kodlivé hostiteli. Vhod-
nymi nosi&i Jsou typicky velké, pomalu metabolizujic{
makromolekuly jako jsou proteiny; polysacharidy jako je
latexem funkcionalizovamd Sepharose, agaroza, celuloze,
celulozové perlilky a podobné&; polymernf aminokyseliny
Jjako je polyglutamové kyselina, polylysin a podobné&; ami-
nokyselinové kopolymery a inaktivnil virové C4dstice. Zv1d3-
t% vhodnyai proteinovymi substrdty Jjsou serové albuaminy,
*kl{i&ovou dirkou prochdzejici" hemocyanin, imunoglobu- |
linové molekuly, thyroglobulin, ovalbumin, fetanovy to-
x0id& a jiné proteiny dobre zndmé v oboru odbornikdam.

Peptidy, obsahujfcf HCV aminokyselinové sekvence,
kodujiel alespoﬁ jedem virovy epitop ziskaany z NS5, oba-
lové 1 a jaderné oblasti, jsou vhodné jako imunologické
¢inidla. 5°UT region, pokud je zndmo, nebyl translatovén.
Napffklad, peptidy, obsahujfci takové =zkrédcené sekvence,
mohou byt pouZity jake ¥inidla v imunozkoudkdch. Tyto
peptidy jsou také kandiddty podjednotek antigenld v pPFi-
pravcich pro pfipravu antiséra nebo vakein. I kdyZ zkrd-
cené sekxvence mohou byt produkovdny mnoha rdzaymi zné-
mymi zpracovdnimi nativafho virového proteinu, je obecné
preferovdno pripraveni syntetickych nebo rekombinantnich
peptidd, obsahujicich HCV sekvence. Peptidy, obsahujict
tyto zkrdcené sekvence mohou byt prfipraveny z celych HCV
sekvenc! (jzden nebo vice epitopi, bud sousedicich nebo
nesousedicich), nebo HCV sekvenci a heterolognich sekvenci
ve fuznim proteinu. Vhodné heterolognf sekvence zahrnuji
sekvence, které poskytujf sekreci u rekombinantnfho
hostitele, zvy3ujf{ imunclogickou reaktivitu HCV epitopud,
nebo usnadauj{ kopulaci polypeptidu na podklad pro imuno-
zlcoudku nebo vakecinovy nosid. Viz rap®¥. EPO pub.&. 116201,
US patent &. 4722840, EPO pub.&. 259149, US patent &.

4629783.
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Velikost peptidd, obsahujfcich zeslabené HCV sekven-
ce se miZe mdnit v Sirokém rozsahu s tim, Ze minimdlnit
velikost sekvence je velikost dostadujfci pro postytnut{
HCV epitopu, prifemZ maximélnf velikost neni podstatnid.
Obvykle neni maximélni velikost podstatn® vé&t3f neZ ve-
likost poZadovand pro poskytnutf Zddouciho HCV epitopu
a funkce(l) heterolognf sekvernce, Jjsou-li n&jaké. Typicky
budou mft zkrdcené HCV aminokyselinové sekvence délku
v rozmezf od asi 5 do asi 100 aminokyselim. Typidt&ji
bude HCV aminokyselinovd sekvence mit maximdlnf délku
asi 50 aminokyselin, vyhodn& maximdlné asi 30 aminoky-
selin. Je obvyxle Zddouci zvolit HCV sekvence o alespon
asi 10,12 nebo 15 aminokyselindch, aZ do maxima asi 20
nebo 25 aminokyselin.

HCV aminokyselinové sekvence, obsahujici epitopy,
mohou byt identifikovdny mnoha zpdsoby. Napriklad celd
proteinova sekvence, odpovidajici kaZdému z NS5, obalo-
véau 1 a Jjadernému regionu, mdZe byt screenovéna pripra-
vou serie krdtkych peptidd, které spolu pfekleauji celou
proteinovou sekvenci takovych regiond. JestliZe se vychéz?
napfiklad z peptidd o pfibliZn& 100 aminokyselindch, mé&lo
by byt rutinou testovat kaZdy peptid na prftomnost epito-
pu(d), vykazujfcfch poZadovanou reaktivitu a potom postup-
n& testovat men3{ a pfesahujic{ fragmeanty z identifikova-
nych peptidd o 100 aminokyselindch pro zamapovéni epito-
pu, ktery Jje stPfedea zdjmu. Screening takovych peptidd v
imunozkou3ce Je odbornfkovi zlfejay. RovnéZ je zndmé pro-
vdd&nil politaldové analyzy proteinové sekvence pro iden-
tifikaci potenciédlnich epitopd a potom pfiprava peptidd,
obsahujicich identifikované regiony prc screening.

Inunogenicita epitopd HCV miZe byt také zvySena jejich
pripravou v saviich nebo kvasinkovych systémech fuzovanych
nebo uspoPéddanych s proteiny tvorfcimi &dstice Jako Jsou
nap?iklad ty, které jsou spojeny s povrchovya antigenem
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hepatitidy B. Viz napr. US 4722840. Koastrukty, kde HCV

epitop Jje pripojen pfimo k sekveacim, kodujicim protein,

tvor{ul &4dstice, produkujf hybridy, které jsou imunogennt

vzhledem k HCV epitopu. Ddle v3echny pripravené vektory

zahrnujil epitopy specifické k HBV, majic{ rdzné stupnd
imunogenicity, jako. je napfiklad pre-S peptid. (dstice

konstruované z proteinu, tvoPficiho &dstice, které zahr- | b
nuji HCV sekvence, Jsou imunogenni vzhledem k HCV a HBV,. ; .

Povrchovy antigen hepatitidy (HBSAg) byl vytvofen a
uspoféddn do Edstic v S.cerevisiae (P.Valenzuela a spol.,
(1982)) jako% i napfiklad, savdich bun&k (P.Valenzuella
a spol, 1984)). Tvorba takovych Cdstic byla shleddna jako
zvy3ujic{ imunogenicitu monomerové podjednotky. Konstrukty
mohou také obsahovat imunodominantnf epitop H3SAg, ob-
sahujici 55 aminokyselin z prepovrchové oblasti (pre-S).
Neurath a spol. (1984). Konstrukty pre-S-HBSAg &4stice
expriamujfc{ v kvasince jsou popsdny v EPO 174444, publi-
kované 19.bfezna 1986; hybridy, obszahujici heterologni
virové sexvence pro kvasinkovou expresi Jsou popsény v
EPO 175261, publikované 26.brezna 1966. Tyto konstrukty
mohou byt také exprimovény v savéich bunkdch jako Jsou
bunky vajednfkd &inského kPedka (CHO) za pouZitl vektoru
SV40-dihydrofolét reduktdsa (Michelle a spol.(1984)).

Dédle, Cdsti sekvence kodujici Cdstice tvoric{ protein
mohou byt nahrazeny kodony, kodujicimi HCV epitop. V tom-
to nahrazeal regiony, které nejsou vyzZadovény pro zprostred-
kovdn{ agregace jednotek pro tvorbu imunogennich &4stic v
kvasinkdch saved mohou byt vypudtdany. Takto se eliminujf
dali{ HBV antigenni mista z soupeteni s HCV epitopenm.

Vakeciny

Vakciny mohou byt plfipraveny z Jjednoho nebo vice imu-
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nogennich peptidd ziskangch z HCV. Pozorovand homologie
mezi HCV a Flaviviry poskytuje informaci o peptidech,>
které jscu pravdépodobnd nejulinn&js{i Jjako wvakciny, JjakoZ
i regiony genomu, ve kterém Jjsou kodovény.

multivaleatni vakciny proti HCV mohou obsahovat Jjeden
nebo vice epitopd z Jjednoho nebo vice proteind ziskanych
z NS5, obalového ! a jédrového reglonu. Vyhodn& Jsou vak-
ciny zamy3leny tak, Ze obsa‘ugi jeden nebo vice HCV pro-
teind nebo podjednotek antigen& ziskanych z NS5,
obalového ! a jédrového regionu. 5°UT region, pokud je
znémo, nebyl . translatovén.

Priprava vakcin, které obsahuji imunogenni peptid
jako aktivef sloZku, je zndmd odbornikdm v oboru. Typicky
se takové vakciny pripravi jako injektovatelneé¢ p¥ipravky,
bud Jako kapalné roztoky neno suspenze; pevné formy vhodné
pro rozpudtdnf nebo suspendaci v kapalin¥ pro pfipravu
injexce, mohou byt rovn&Z pripraveny. Pripravky mohou
byt také emulgovény nebo protein mdZe byt enkapsulovin v
liposomech. Aktivnf imunogenni ingredience se &asto smist
s prisadaml, které Jsou farmaceuticky prijatelné a koa-
patibilnf s aktivan{ sloZkou. Vhodnymi pfisadaci jsou na-
prtklad voda, salinicky roztok, dextroza, glycerol, etha-
nol a podobnd a jejich kombinace. Udle, je-li to zddouct,
nd%e vakcina obsahovat mald amnoZstvi pomocnych ldtek jako
jsou smdleci nebo emulgadnil &inidla, pH pufrujic{ &inidla
a/nebo prisady, které zvy3ujl dinnost vakciny. Prixla-
dy prisad, které mohou byt ulinné zahrnujil, ale nejsou na
n& omezeny: hydroxid hlinity, N-acetyl-muramyl-L-theronyl-D-
isoglutanin (thr-MDP), N-acetyl-nor-amuramyl-L-alanyl-D-
isoglutaain (CGP 11637, oznadeny jako nor-iDP?), N-acetyl-
muraayl-L-alanyl-U-isoglutaminyl-L-alanin-2-\1- 2-dipal-
mitoyl-sn-glycero-3-hydroxyfosforyloxy)-ethylaznin (CGP.
198354, oznaleny Jako uTP-PE) a RLBI, ktery obsshuje tri
sloZky extrahované z bakterif, monotosforyl lipid A, tre-
halose dimykoldt a skelet bund&né stény (MPL+LLi+C4S) ve
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2% squalen/Tween 80 emulzi. G&innost piisady mdZe byt
stanovena mé&renim mnoZstvi protildtek rizenych proti
imunogennimu peptidu, obsahujicfau nCV antigenni sexvenci,
vzniklych z poddnfl takowvého peptidu ve wvakcindch, které
také obsahujl rizné prisady.

Vakeciny se ob¥ykle poddvajf parenterélnd, injekcenmi,
napriklad bud subkutdnm® nebo intramuskuldrn®. Dal3{
ptipravky, které jsou vhodné pro jiny zpdsob poddnf zahr-
nujf{ &ipky a v ndkterych pPipadech, ordlni pripravky. Pro
&1ipky mohou byt pouZity tradidn{ pojiva a noside, na-
pfiklad polyélkylenglykoly nebo triglyceridy; takové
Eipky mohou byt vytvoleny ze smdsi, obsahujfeich aktivanil
sloZku v rozmezi 0/5 % a% 10 %, vyhodn& 1 % az 2 %. Ordlnt
pfipravky zahrnujf{ takové normélnZ pouZivané pfisady jako
Jjsou napfiklad farmaceuticky &isty manaitol, laktoza,
¥krob, steardt horednaty, sodnd s:il sacharinu, celuloza,
uhli¢itan hotelnaty a podobn&.

Ddle uvedené priklady Jjsou uvedeny pro ilustraci a
v Z24dném pripad® nejsou min&ny jako omezujici rozsah
predloZeného vyndlezu.

Pr{klady provedeni vyndlezu

I. Detekce HCV RNA ze séra

RNA byla extrahovdna ze séra za pouZitf guanidiniové
soli, fenolu a chloroformu podle instrukci vyrobce, pri-
pojenych ke kitu (RVAzolTY B kit, Ciana/Biotecx). Extra-
hovand RNA byla sréZena isopropanolem a promyta ethanolem.
Pro izolaci RNA bylo zpracovdno celkem 25 sl séra a puri-
fikované RNA byla resuspendovéna v 5 ,ul diethylpyrokxar-
bondtu zporacovaného vodou pro nésledujici syntézu cDNA.

. .. |
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II. CDNA syntéza a amplifikace polymerdsovou Fetdzco-

vou reakecf (PCR)

Tabulka ! uvéddil sekvence a polohy (s odkazem k HCV1)
v3ech PCR prdamerd a sond, pouZitych v t&chto pfikladech.
Pi{smena, oznalujici anukleotidy, Jjsou v souladu s 37 C.F.R.
par.1.821-1.825. Pi{smena 4,C,G,T a U jsou pouZita ?4dn& pro
adenin, cytostan, guanin, thymin a uracil. Pi{smeno ¥ zna-
mend A nebo C, R znamend A nebo G, W znamend A nebo T/U,

S znamend C nebo G, Y znamend C mebo T/U, K znanend G

nebo T/U, V znazend A nebo C nebo G, ne T/U, H znamend

A nebo C nebo T/U, ne G, D znamend A nebo G nebo T/U, ne C,
S znamend C nebo G nebo T/U, ne 4, N znamend (4 nebo C
nebo G nebo T/U) nebo (neznidmé nebo jindé). Tabulka |

Jje uvedena déle.

Tabulka !

Sekv.&. se<vence (5°- 3°) poloha nukleotidu
67 CAAACGTAACACCAACCGRCGCCCACAGG 374-402
€8 ACAGAYCCGCARAGRTCCCCCACG 1192~1165
€9 GCAACCTCGAGGTAGACGTCAGCCTATCCC 505-538
70 GCAACCTCGTGGAAGGCGACAACCTATCCC 509-538
71 GTCACCAATGATTGCCCTAACTCGAGTATT 948-%77
72 GTCACGAACGACTGCTCCAACTCAAG 948-573
73 TGGACATGATCGCTGGWGCYCACTGGGE 1375-~1402
T4 TGGAYATGGTGGYGGGGGCYCACTGGGG 1375-1402
75 ATGATGAACTGGTICVCCYAC 1308-~1327
76 ACCTTVGCCCAGTTSCCCRCCATGGA 1453~1428
77  AACCCACTCTATGYCCGGYCAT 205-226

171-188

78  GAATCGCTGGGGTGACCG
75 CCATGAATCACTCCCCIGTGAGGAACTA 30-57

80 TTGCGGGGGCACGCCCAA 244-227
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Pro c¢cDNA syntézu a PCR amplifikaci byl pouZit protokol
vyviauty u Perkin-Elmer/Cetus (GeneAmpR RNA PCR kit). Jak
néhodny hexamer tak primery se specifickymi komplementdr-
nimi sekvencemi k HCV byly pouZity pro podniceni reakce
reverzni transkripce (RT). V3echny procesy, s vyjimkou
priddnl a smisenf reakinfich sloZek, byly provédé&ny v ter-
mélnim cyklovaldi (MJ Research, lnc.). teakce syntézy prv-
niho Fet&zce cDNA byla inaktivovédna 5 minut p¥i 99 % a
pak ochlazena na 50 °C na Y minut pred prfdavkem sloZek
pro ndsledujfcf amplifikaci. Po podédte&nich Y cyklech pfi
97 °c po ! minutn, nédsleduje 50 o po 2 din,a T2 °U,po,3 min
cyklech pFi 94 °C po 1 min, 55 O¢ po 2 min a 72 °C po 3
min a pak konednych 7 minut prodluZovdafl p#i /2 Oc,

Pro genotypovou analyzu byly pouZity sekvence 67 a 68
jako primery v PCR reakci. ‘vto primery amplifikujf segment

y 30

odpovidajlecl jadernému a obalovému regionu. Po aamplifikaci |

se reakénfl produkty odd&l{ na agarosovém gelu a pak se
pfenesou na nylonovou membrdnu. imobilizované reaklnd
produkty se ponechajfl hybridizovat se 32P-znaéenou nukleo-
vou kyselinou, odpovidajfef bud genotypu I (jddro nebo
obal 1) nebo genotypu II (jddro nebo obal 1). Nukleovd
kyselina, odpovidajici genotypu ! obsahuje sekvence &{slo-
vané 69 (jéddro), 7t (obal) a 73 (obal). Nukleové kyselina,
odpovidajici genotypu LI obsahuj{ sekvence &islované¢ 70
(jddro), 72 (obal) a 74 (obal).

Sondy genotypu I pouze hyoridizuji k produktu ampli-
fikovanému z izoldtd, které m&ly sekvence genotypu I. Po-
dobn& sondy genotypu II pouze hybridizujfi k produktu aa-
plifikovanému z izoldtd, které m&ly sekvence genotypu II.
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V dal3fm pokuse byly PCR produkty generovidny za
pouzitf sekvenci /9 a 80. Produkty byly analyzovény: jak
je popséno vyde s tim rozdflem, Ze sekvence &. 73 byla
poufita pro detegovdni genotypu I, sekvence &./74 byla
poutita pro detegovdnf genotypu LI, sekvence &. 77 (5°UT)
byla pouzita pro detegovdni genotypu LIl a sekvence &. 78
(5°UT) byla poufita pro detegovédnf genotypu IV. KaZd4 sek-
vence hybridizuje v genotypu specifickym zplsobea.

III. Vetekce HCV GI-GIV za pouZitf sendvilové hybridié
zadnl zkou3ky pro HCV RNA

V tomto pfikladu je popséno provedeni sendvidové
hybridizadni zkoudky amplifikované roztoxové fdze nukleo-
vé kyseliny. Provedenl zkoudky vyuZivé n&kolika sond nukleo-
vé kyseliny pro uskutedndnf zachaceni a detekce. Zdchytné
sonda nukleové kyseliny Je schopna spojenf komplementérni
sondy navdzané na pevny nosi& a HCV nukleové kyseliny pro
uskutedndni zachyceni. Vetekdni sonda nukleové kyselina mé
prvnl segment (A), ktery se vdZie k HCV nukleové kyseliné&

a druhy segment (B), ktery hybridizuje ke druhé amplifi-
kovanéd nukleové kyselin&. Amplifikovanéd mukleovd kyselina
méd prval segment (BY), ktery hybridizuje k segmentu (B)
sondy nukleové kyseliny a také obsahuje patndct opakovéni
segmentu (C). Segment C amplifikované nukleové kyseliny je
schopen hybridizovat ke tifem znalenym nukleovym kyseli-

ném.

Sekvence nukleové kyseliny, které odpovidaj{ nukleo-
tidovym sekvencim obalového 1 genu skupiny 1 HCV izoldtd
jsou uvedeny v sekvencfch &{slovanych 81-99. Tabuika 2
uvddé plochu HCV genoau, které odpovidaji sekvence nukleové

kyseliny a vyhodné uZiti sekvenci.
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labulka 2
Typ sondy sekvence &. komplement nukleotidd
[ ‘
znalend . 8t 879-911
znadend » 82 912-944 N
zdchytnéd 83 945-917
znalend 84 978-1010
znadend 85 1011-1043
znalend 86 1044-1076
znalend ) 87 1077-1109
zdchytné 88 1110=-1142
znadend 89 1143-1175
znalend 90 1176-1208
znadend 9 1209-1241
znalengé , 92 1242-12'14
zédchytné 93 1275-1307
znadend 94 1308-1340
znadend 95 1341-1373
znalemnd 96 1374-1406
znadend 97 1407-1439
zdchytnéd - 98 1440-1472
znadend 99 1473-1505

Sekvence nukleové kyseliny, které odpovidaji nukleo-
tidovym sekvencim obalovéno 1 geanu skupiny II HCV izolédtd
jsou uvedeny v sekvencich 100-118. Tabulka 3 uvéd{ oblasti
HCV genozu, kterym odpovidd nukleové kyselina a
vyhodné pouZitf sekvenct.
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LTabulka 3

Typ sondy sekvence &. koaplement nukleotidyd &.
znadend 100 879-911
znadend 101 912-944
zdchytnd © 102 945-S77
znademnd 103 ke Gr8-1010
znalend 104 1011-1043
znalend 109 1044-10/6
znalené 106 1077-1109
zéchytné . 107 1110-1142
znalensd 108 1143-1175
znalend 109 1178-1208
znalend 110 1209-1241
znatend 111 1242-1274
zéchytnd 12 1275-1307
znalend 113 1308-1340
znalend 114 1341-1373
znadend 115 1374-1406
znalenéd 116 1407-1439
zdchytnad 17 1440-1472
znalend 118 1473-1505

Sekvence nukleové kyseliny, které odpovidajl aukleo-
tidovym sekvenciz v C geau a 5°UT regionu jsou uvedeny v
sekvencich 119-145. Tabulka 4 identifikuje sekvence s pre-

ferovanya uZitie,
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T Tabulka 4 e -
Typ sondy sekvence &.
zdchytnd 119
znadend 120
znadend 121
znalené o122
zéchytnd - 123
znadensd 124
znalend 125
znadend ' 126
zdchytné ‘ 127

. znalend 128
znalend 129
znalend 130
zdchytnd ' 131
znalend 132
znadend 133
znadend 134
znalend 135
zdchytnéd 136
znalend 137
znalemé 138
znadend 139
zédchytnd 140
znadend 141
znalend 142
znaldend 143
zdchytné 144
znalena 145

DetekZnf a zdchytné sondy HCV-specifickych segmentd
a jejich ndzvy pou%ité v této zkoulce byly nédsledujicit.

Zdchytné sekvence jsou sekvence &islované 119-122 a
141-144;

Detekdni sekvence Jsou sekvence &fslované 119-140.
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Kazdé detekdni sekvence obsahuje, navic: k sekvencim
v podstat® komplementdrnfch k HCV sekvencim, 5  prodlou-
Zenf (3), kde toto pfodlouéeni (B) je komplementdrnf k
segmentu druhé amplifikované nukleové kyseliny. Prodlu-
Zovaci (3) sekvence Je identifikovdna v seznamu sekvenct
jako sekvence &. 146 a Jje reprodukovdna dédle.

AGGCATAGGACCCGTGTCTT

KaZzdéd zdchytnéd sekvence obsahuje, navic k sekvencim v
podstatd komplementdrnim k HCV sekvencim, sekvence koﬁplem
mentérni k DNA navédzané k pevné fdzi. Sekvence komplemen-
tdrnd k DNA navédzané k pevnému nosidi byla provedena po
sm&ru od zdchytné sekvence. Sekvence komplementérnfl k DNA
navézané X nosili Jje oznalena Jjako sekvence &. 147 a je
reprodukovédna ddle.

CTTCITTGGAGAAAGTGGTG

Wlikrotitradnf plotnybyly pfipraveay nédsledovnd. B{1é
dicrolite 1 Removawell pédsky (polystyrenové mikrotitradnfl
plotny, 96 jamek/plotau) byly ziskdny od Uynatech lnc.

Kazdé jamka byla naplnZma 200 /ul IN HCl a inkubovédna
pPi teplotd mistnosti 15-20 minut. Plotny pak byly proayty
4krdt 1X P3S a jamky byly odsdty pro odstran&ail kapaliny.
Janky p2X byly naplnény 200 /ul IN NaUH a inkubovdny pri
teplot® mfstnosti 15 az 20 minut. Plotny byly op&t promyty
4xrdt 1X P83 a jamky byly odsdty pro odstran&afl kapaliny.

Poly(phe-lys) byl ziskdn od Sigma Chemicals,Inc. Tea-
to polypeptid md 1:1 molédrafl pom&r phe:lys a prladraou
molekulovou hmotnost 47900 gmn/mol. ¥é prdm&rnou délku 309
aminokyselin a obsahuje 155 amind/mol. ! mg/ml roztoku po-
lypeptidu byl smIfsen se 2M NaCl/1X PBS na kone&nou kon-
centraci v,! mg/al (pH 6,0). Do ka%dé jamky byl vloZen
objem 200 ,ul tohoto roztoxu. Plotna byla zabalena do plas-
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tiku pro zabréndni vysu3en{ a inkubovdna pri 30 O pres
noc. Plotna pak byla promyta 4krdt 1X PBS a jamky byly
odsdty pro odstran&n{ kapaliny.

Nésledujic{ postup byl pouZit pro kopulaci nukleové
kyseliny, kompleamentdrnl sekvence ¢. 147, k plotndm, ozna-
Eované zde Jjako imobilizovand nukleovd kyselina. Syntéza
imobilizované nukleové kyseliny, majici sekvenci komple-
mentdrni k sekvenci &. 133 byla popsédna v EPA 883096976.

20 mg-disukcinimidyl-suberdtu bylo rozpu3t&no ve 300 /ul
dimethylformamidu (DMF). 26 OD,¢, Jednotek imobilizované
nukleové kyseliny bylo p¥idéno ke 100 ,ul kopulagntho

pufru (50 mMd fosforednan sodny, pH 7,8). Kopuladnf sm&s

pak byla priddna k DSS-DMF roztoku a michédna magnetickym
m{chadlen 30 minut. NAP-25 kolona byla ekvilibrovéna s 10

nM fosforednanu sodného, pH 6,5. Roztok kopuladni sm&si
DSS-DMF byl pfiddn ke 2 ml 10 mM fosforednanu sodného,

pH 6,5 p*i 4 °C. Sm3s byla michdna a nanesena na ekvi-
librovanou NAP-25 kolonu. DSS-aktivovand imobilizovang nukleo—
vd kyselina DNA byla eluovéna z kolony 3,5 ml 10 oM fos-
fore&nanu sodného, pH 6,5. 9,6 0D,, Jednotek eluované
DSS-aktivované imobilizované nukleové kyseliny DNA bylo
pfidéno ke 1500 ml 50 a¥ fosfore&nanu sodného, pH 7,8.

Objem 50 ,ul tohoto roztoku byl pfiddn do kaZdé jamky a plot~
ny byly 1nkubovény pres noc. Plotna pak byla proamyta 4krét

1X P8BS a jamky byly odséty pro odstran&ni kapaliny.

Kone&n¢ uvoln&nf ploten bylo provedeno ndsledovné.
Objem 200 ,ul 0,2N NaOH, obsahujfetho 0,5 % (hmotn./obj.)
SDS byl oPiddn do kaZdé Jjamky. Plotna pak byla zabalena
do plastiku a inkubovédna pfi 65 °C 60 minut. Plotna pak
byla proayta 4krdt 1X PBS a jamky byly odsédty pro odstra-
neni ka2paliny. VYvoln3né plotny byla skladovdny se sikati-

vovymi kulidkami pri 2-8 °C.

A IR . e R RN Y R SR
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Vzorky séra, které jsou zkoumdny, byly analyzovdny
za pouzitf PCR a nédsledujicf sekven®ni analyzou pro sta-
noveni genotypu.

Vzorek pripravku obsahuje 50 /ul vzorku séra a
150 ,ul P-K pufru (2 mg/ml proteindsa K ve 53 al Uris-HCI,
pH 8,0/0,6 M NaCl/0,u6 M citrét sodny/8 mid EDTA, pH
8,0/1,3%SDS/16 ,ug/ml sonifikované DNA lososftho sperma/7%
formamid/s0 fmol zdchytmych sond/160 fmol detekdnich
sond) na kaZdou jamku. Plotny byly tiepédny pro prcafchénd
obsahu jacky, pfikryty a inkubovdna 16 hodin pri 62 .

Po dal3f{ 10minutové period& p?i teplot& mfstnosti
byly obsahy kaZdé z Jjamek odséty pro odstranéail v3ech
kapalin a jamky tyly promyty 2X proayvaciam pufrem (0,1%
SDS/0,015 M NaCl/0,0015 M citrdt sodny). Amplifikovand
nukleovd kyselina pak byla pridédna ke ka%dé jamrze (50 sul
0,7 fmol//ul roztoku v 0,048 NaCl/0,048 citrdt sodny/
0,1% SDS/0,5% "blokujici ¥inidlo/ (Boehringer Mannheim,
katalogové &ILslo 1096 176)). Po poxryti ploten a pro-
trepéni pro promiseni obsahd v jamkdch, byly plotay inku-
bovdny 30 minut pPi 52 °C.

Po dal3f{ 10minutové period& pfi teplotd mistnosti,
byly jemky promyty Jjak Jje popséno vy3e.

Al%alickou fosfetédzou znalené nukleovd kyselina, po-
psand v EP 883096976 pak byla pficddna do kaZdé jamky
(50 /ul/jamku 2,66 fmol//ul). Po inkubaci p#i 52 °C po
15 minut, a 10 ain p¥i teplot& mistnosti, byly jamky pro-
myty dvakrét jako vySe a pak 3X 0,015 M NaCl/0,0015 citrét

sodny.

3yl pouZit enzym aktivovany dioxetaaem (Schaap a
spol., Tet.Lett.(1987) 28:1159-1162 a EPA pub.d. 0254051),
ziskany od Lumigen, Inc.. Do kaZdé jamky bylo vloZeno 50 ,ul

Luniphose 530 (Lumigen). Jaaky byly slabd poxlepény tak,
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aby ¢inidlo spadlo na dno a opatrn& otédleny pro rozdd&l
dinidla po celém dn¥. Jamky byly pokryty a inkubovdny p¥i
37 °C 20-40 min.

ent

Plotny pak byly &teny na Dynatech ML 1000 luminometru.
Vystup byl uddn jako cely intergrdl sv&@tla produkovaného

b&hem reakce.

Zkoulka pozitivnd deteguje kaZdy ze sérovych vzorkd
bez ohledu na genotyp.

IV. Exprese polypeptidu kodovaného v sekvencich defino-
vanych rdznyai genotypy

HCV polypeptidy kodované sekvenci ze sekvenci 1-566
jsou exprimovény jako fuzni polypeptid se superoxid dis-
nutdsou (SOD). cDNA nesouci takové sekvence Jje subklonové-
na do expresnfho vektoru pSODefl (Steimer a spol., 1986)).

Nejorve se DNA izolovand z pSODcfl zpracuje s ZBemHI
a EcoRI a nédsledujici linker se liguje do linedranf DNA
vytvofené restrikinimi enzymy:

5  GAT CCT GGA ATT CTG ATA AGA
CCT TAA GAC TAT TTT AA 3

Po klonovdnf se izoluje plasmid, obsahujici inzert.

Plaseid, obsahujicf inzert je 3t&pem pomoci EcoRI,
HCV cDNA se liguje do takto EcoRI linearizované plasmidové
DNA., DNA sm8s se pouZije pro transformovéni E.coli kmene
DI210 (Sadler a spol. (1980)). Polypeptidy se izoluji na
gelech.
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V. Antigenicita polypeptidd

Antigemicita polypeptidd vytvofenych v sekei IV se
hodnot{ nésledujfcim zpdisobem. Polyethylenové roubiky uspo-
tddané na bloku v 8 12 Paddch (Coselco dimetopes, Victoria,
Austrdlie) se pPipravi umist&nim roubfkd v lézni (20 %
obj./obj. piperidinu v dimethylformamidu (DMF)) nz 30 mi-
nut pri teplot® mfstnosti. Roubiky se odstranifipromyji
se v DMF po 5 minut, potom se &tyPikrdt proamyvajl v metha-
nolu (2 emin/promyvédni). Roubiky se ponechamj{ vyschnout na
vzduchu po alespoﬁ 10 minut, potom se nakonec promyji v
DMF (5 min). 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt, 367 mg) se roz-
pust{ v DMF (80 ,ul) pro pouZitf v kopulaci Fmoc-chréng-
nych polypeptidd pPfipravenych v sekei IV.

Chréndné aminokyseliny se umist{ do jemek mikrotit-
rafnl plotny s HOBt a nad plotau se unist{ roubikovy blok,
a roubfky se ponpP{ do jamek. Uspordddni se pak uzavie
do plastikového pytle a ponechd reagovat prfi 25 °C 18 ho-
din. pro kopulaci prvafch eaminokyselin k roubikdm. Blok
se pak odstran{ a roubiky se promyjL{ DMF (2 min), MeOH
(4 x, 2 min) a op&t DMF (2 min) pro &i8t&nf a deprotekeci
navédzanych aminokyselin. Postup se opakuje pro kaZdou dal-
81 kopulovanou aminokyselinu, aZ Jjsou prfipraveny v3echny

oktanery.

Volné N-konce se pak acylujl pro kompenzaci volaych
amind, protoZe v&t3ina epitopd se nenachdzf na N-konci a
tento by nem&l mit pfipojen pozitivnl néboj. Acetylace se
provede napln&nim jamek mikrotitradni plotny DMF/acetanhyd-
rid(triethylamin (5:2:1 obj./obj./obj.) a roubiky se po-
nechajf{ reagovat v jaakdch po 90 minut prfi 20 ¢, Roubiky

se pak promyjf DMF (2 min) a ¥%eOH (4x, 2 min) a su3{ vzduchea

alespoﬁ 10 minut.

Chrénic{ skupiny vedlej3iho Pet&zce se odstrani zpra-
covénim roubfkd s kyselinou trifluoroctovou/fenolen/dithio-
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ethanem (95:2,5:1,5 obj./obj./0bj.) v polypropylenovych .
pytlich po 4 hodiny prfi teplot& mistnosti. Roubfky se

pak promyjf v dichlormethanu (2x, 2 min), 5% diisopropyl-
ethylaninu/dichlormethanu ¥2x, 5 min), dichlormethamu (5
min) a sudf se na vzduchu po alespon 10 minut. Roubtky

se pak promyvajf ve vodd (2 min), eOH (18 hodia), sudf
se ve vakuu a uchovdvaji v zatavenjchﬁplastikovych py t-
lich nad silikagelem.

IV.B.15.b Zkou3ka peptidd

Oktamer nesouci roubfky se zpracujf sonifikaci 30 ‘
minut v rozrudovacim pufru (1 % dodecylsulfédt sodny, 0,1 %
2-merkaptoethanol, 0,1M NaH, PO ) pri 60 °c. Roubiky se
pak ponoP{ ndkolikrdt do vody (60 C) potom do vrouciho
MeOH (2 min) a nechajf schnout na vzduchu.

Roubiky se pak pPedem obaluji po 1 hodinu pfi 25 °c
v mikrotitradnfich jamkdch, obsahujicich 200 /ul blokova~-
citho &inidla (1 % ovalbumin, 1! % BS4, 0,1 % Tween 2 0,05 %
NaN3 v P3S) za michdni. Roubiky se pakx ponofi do mikro-
titradnich jamek, obsahujfcich 175 /ul antiséra ziskaného
od lidskych pacientd, diagnostikovamych jako majfcf HCV a
poneché se inkubovat pii 4 °¢ pres noc. Formace komplexu
mezi polyklondlnimi protildtkami séra a polypeptidem pred-
znamendvd, Ze peptidy poskytuji zvySeal k imunni odezvé
in vivo. Takové peptidy jsou kandidéty pro vyvoj vakcin.

PredloZemy vyndlez byl popsén a ilustrovén. Odbornikdm
bude zfejmé, Ze je moZno provést mnocho variaci a modifikaci
bez poruleni rozsahu pPipojenych ndrokd a bez vyboleni 2
poznatkl a rozsahu prfedloZeného vyndlezu.
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Seznam sekvenct
1) Obecné informace:
i) pfihla%ovatel: Tai-An Cha

ii) ndze¥ vyndlezu: HCV genomické sekvence pro diag-
nostiku a terapii

iii) poldet sekvenci: 147

iv) adresa pro korespondemci: ‘
A) adresst: Wolf, Greenfield and Sack, P.C.
3) ulice: 600 Atlantic Avenue
C) m&sto: Boston
D) stdt: Massachusetts
E) zem&: USA
F) Z2IP: Q2210Q

v) pofitalovd Cteci forma:
A) typ media: disketa, 5,25 inch
) pod{tal: IBM kompatibilnf
) operadnil systém: MS-DOS Version 3.3
) software: WordPerfect 5.1

vi) ddaje o pPihld3ce:
&) &1slo p?ihld3ky: nedostupné
3) datum poddni: nedostupné
C) klasifikace: nedostupnd
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" 'vii) data prioritaf-pPihlédky: -
A) &1slo prihld3ky: 07/697,326
B) datum poddni: 8. kv&tna 1991

viii) zdstupce/agent:
A) jméno: Janiuk Anthony J.
B) &1slo registrace: 29,809
“» C) &{slo spisu: C0772/7000

ix) telefonn{i spojeni:
A) telefon: (617) T720-3500
B) telefax: (617) T720-2441
C) telex: EZEKIEL

2) informace o sekvenci SEQ ID NO: 1:

i) charakteristiky sekvence:
A) délka: 340 nukleotidd
B) typ: nukleovd kyselina
c) polet Fet&zeld: Jjeden
D) topologie: linedradl
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(ii) Typ melekuly: °: DNA
(vi) Originélni 2droj:.; (ATCC # 40394)

(C) individudlin{ izoldt-: BRsShevl

(xi) Popis sekvence it SEQ ID NO: 1
CTCCACAGTC ACTGAGAGCG ACATCCGTAC GGAGGAGGCA

ATCTACCAAT GTTGTGACCT CGACCCCCAA GCCCGCGTIGG 80
CCATCAAGTC CCTCACCGAG AGGCTIITATG TTGGGGGCCC 120
TCTTACCAAT TCAAGGGGGG AGAACTGCGG CTATCGCAGG 160
TGCCGCGCGA GCGGCGTACT GACAACTAGC TGIGGTAACA 200
CCCTCACTTG CTACATCAAG GCCCGGGCAG CCIGTCGAGC 240
CGCAGGGCTC CAGGACTGCA CCATGCICGT GIGTGGCGAC 280
GACTTAGTCG TTATCTGIGA AAGCGCGGGG GICCAGGAGG 320

ACGCGGCGAG CCTGAGAGCC 340

40

(2)  Informace o ~ SEQ ID NO: 2:

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) g41xa ¢ 340 nukleotidw:
(8) TYP.: nukleové kyselina

(C) potet retdzel: jeden

(D) topologie:lineérni

(1) Typ molekuly DNA
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«  {vi)origindlni zdroj:.
(C) individuélni izoldt: ns5i21

(xi) Popis sekvence: "~ SEQ ID NO: 2
o o CTCCACAGTC ACTGAGAGCG ACATCCGTAC GGAGGAGGCA lD
ATTTACCAAT GTTGTGACCT GGACCCCCAA GCCCGCATGG 80
CCATCAAGTC CCTCACTGAG AGGCTTTATG TCGGGGGCCC: 120;
TC&TACCAAT TCAAGGGGGG AGAACTGCGG CTACCGCAGG 160§
TGCCGCGCGA GCGGCGTACT GACAACTAGC TGTGGTAACA® 200§
e CCCTCACTTG CTACATCAAG GCCCGGGCAG CCTGTCGAGC 2405
CGCAGGGCTC CAGGACTGCA CCATGCTTGT GTGTGGCGAC 280;
GACTTAGTCG TTATCTGTGA AAGIGCGGGG GTCCAGGAGG 3205
ACGCGGCGAG CCTGAGAGCC 340;

(2) Informace o - - SEQ ID NO: }3:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) géixa: - 340 nukleotiad
(B). TYP": nukleové kyselina
<) Podet Fetdzcl: jeden
(D) Topologie: lineérni

(ii) Typ molekuly: * DNA

" (vi) Origihélni zdroj:
(C) individuélr{ izolét: nsSptl

e e R OR M e T AT
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(zi)Popis SEk‘VGHCé‘i ... SEQ ID NO: 3
CT CCACAGTC ACTGAGAGCG ACATCCGTAC GGAGGAGGCA

ATCTACCAAT GTTGTGATCT GGACCCCCAA GCCCGLCGTGG
CCATCAAGTC CCICACTGAG AGGCTTITACG TTGGGGGCCC
TCTTACCAAT TCAAGGGGGG AGAACTIGCGG CTACCGCAGG

TGCCGGGCGA GCGGCGTACT GACAACTAGC TGIGGTAATA

CCCICACTTG CTACATCAAG GCCCGGGCAG CCIGICGAGC
CGCAGGGCTC CGGGACTGCA CCATGCTCGT GTIGTGGTGAC
GACTTGGTCG TTATCTGTGA GAGTGCGGGG GTCCAGGAGG

ACGCGGCGAG CCIGAGAGCC

Informace o SEQ ID NO: 4

(1)  Charakteristiky sekvence:
(A)délka: 340 nurleotids

(B) typ: nukleovd kyselina
(C) podet FetZzclh: jeden
(D) topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly:... DNA

(vi) originélni zdroj:
(C) jpdividudlni izoldt: BSIgm2

(xi) Popis sekvenca: ~ SEQ ID NO: 4
CTCTACAGTC ACTGAGAACG ACATCCGTAC GGAGGAGGCA

ATTTACCAAT GTTGTGACCT GGACCCCCAA GCCCGCGTGG

40

80
120
160
200
240
280
320
340

40
g0
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CCATCAAGTC CCTCACTGAG AGGCITTATG TTGGGGGCCC
CCTTACCAAT TCAAGGGGGG AAAACTGCGG CTATCGCAGG®
TGCCGCGCGA GCGGCGTACT GACAACTAGC TGTGGTAACA
CCCTCACTTG- CTACATTAAG GCCCGGGCAG CCTGTICGAGC
CGCAGGGCTC CAGGACTGCA CCATGCTCGT GTGTGGCGAC™
GACTTAGTCG TTATCTGTGA GAGTGCGGGA GTCCAGGAGG

ACGCGGCGAA CTTGAGAGCC
(2) Informace o ", 8EQ ID NO: 5

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 340 nukleotidt
{(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Petdzcl: jeden .
(D) topologie: linedrni

(ii)  typ molekuly:  DNA

(vi) originélni zdroj:
() individuélnf izolét: nsSusl?

(xi) Fopis sekvence: . SEQ ID NO: S
CTCCACAGTC ACTGAGAGCG ATATCCGTAC GGAGGAGGCA
ATCTACCAGT GTTGTGACCT GGACCCCCAA GCCCGCGTGG
' CCATCAAGTC CCTCACCGAG AGGCTTTATG TCGGGGGCCC
TCTTACCAAT TCAAGGGGGG AAAACTGCGG CTATCGCAGG
TGCCGCGCAA GCGGCGTACT GACAACTAGC TGTGGTAACA

120
160
200
240
280
320
340

40
80
120
160
200




(2) Informace o

~45-

CCCTCACTTG TTACATCAAG GCCCAAGCAG CCTGTCGAGC

- CGCAGGGCTC CGGGACTGCA CCATGCTCGT GTGIGGCGAC

GACTTAGTCG TTAESTGTGA AAGTCAGGGA GTCCAGGAGG
ATGCAGCGAA CCTGAGAGCC

8EQ ID NO: 6

(1) charakteristiky sekvence:
(R) gé1xa: 340 nukleotidd
(8) tap: nukleové kyselira
(c) polet Petfzcl: jeden
(D} topologie: lineérni

(ii) typ molexuly: - DNA

(Vi) originéln{ zdroj:
(C) individuéln{ izolét: BS3SP2

(xi)popis sekvence: . SEQ ID NO: 6

CTCTACAGTC ACTGAGAGCG ATATCCGTAC GGAGGAGGCA -

ATCTACCAAT GTTGTGACCT GGACCCCGAA GCCCGTGTGG
CCATCAAGTC CCTCACTGAG AGGCTTTATG TTGGGGGCCC
TCTTACCAAT TCAAGGGGGG AGAACTGCGG CTACCGCAGG
TGCCGCGCAA GCGGCGTACT GACGACTAGC TGTGGTAATA
CCCTCACTTG TTACATCAAG GCCCGGGCAG CCTGTCGAGC
CGCAGGGCTC CAGGACTGCA CCATGCTCGT GTGTGGCGAC

240
280
320
340

40

80
120
160
200
2440
280
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GACCTAGTCG TTATCTGCGA AAGTGCGGGG GTCCAGGAGG 320
ACGCGGCGAG CCTGAGAGCC - . 340

(2) Informace o SEQ ID NO: 7

T
(1) | charakteristiky sekvence:
(n) délka : 340 'nukleotidu
(B) typ: nukleové kyselina
(c) Dotet Fet&zcl: jeden

(D) topologie: lineédrni

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originélni zdrej:
(c) individuéln{ izolét: pgsj1

(xi) popis sekvence . SEQ ID NO: 7
CTCCACAGTC ACTGAGAATG ACACCCGTGT TGAGGAGTCA 40

ATTTACCAAT GITGTGACTT GGCCCCCGAA GCCAGACAGG 80
CCATAAGGTC GCTCACAGAG CGGCTCTATG TCGGGGGTCC 120
TATGACTAAC TCCAAAGGGC AGAACTGCGG CTATCGCCGG 160
TGCCGCGCGA GCGGCGTGCT GACGACTAGC TGCGGTAATA 200
CCCTCACATG CTACCTGAAG GCCACAGCGG CCTIGTCGAGC 240
TGCCAAGCTC CAGGACTGCA CGATGCTCGT GAACGGAGAC 280
GACCTTGTCG TTATCTGTIGA AAGCGCGGGG AACCAAGAGG 320

ACGCGGCAAG CCTACGAGCC 340

R I L N 1 S sl S A AR T 5 A s c- ’
: DA e N I SRR TR R LT e T R
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(¢] SEQ ID NO: 8

(i) charakteristiky sekwvence.:.

(A)
(B)
<)
(D)

délka: 340 nukleotidd
typ: nukleovéd kyselina
polet Tet&zcl: jeden
topologie: lineérngt

(ii)ityp molekuly: DNA

(vi) °Tigindln{ zdroj:

(C)

(xi) Popis
CTCAACGGTIC
ATTTACCARA
CCATAAGGTC
CCTGACTAAT
TGCCGCGCCA
CCCTCACATG
TGCGAAGCTC
GACCTITGTCG
ATGCGGCGAG

Informace o

individudlni izoldt: nsS5k1

sekvence: . SEQ ID NO: 8
ACTGAGAATG ACATCCGTGT TGAGGAGTCA
GTTGTGACTT GGCCCCCGAG GCCAGACAAG
GCTCACAGAG CGGCTTTACA TCGGGGGCCC
TCAAAAGGGC AGAACTGCGG CTATCGCCGA
GCGGTGTGCT GACGACTAGC TGCGGTAATA
TTACTTGAAG GCCACTGCGG CCTGTAGAGC
CAGGACTGCA CGATGCTCGT GTGCGGAGAC
TTATCTGTGA AAGCGCGGGA ACCCAGGAGG

CCTACGAGTC

* SEQ ID NO: 9

40

80
120
160
200
240
280
320
340



Y

S (11) tyﬁ’ﬁdléiuiy:ﬁ'

~48=-

(1) charakteristiky sekvence:

Satmmatas S0 RPN,

(A) délka:.. 3‘°ﬁukleoti&d ‘

(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet Fetdzed: Jjeden
(D) topologie: linedrnt

DNA

(vi) origindlng zdroj:

(¢) individuélnt izol4ty  RSSKIL.1

(xi) popis sekvencs:. © SEQ ID

NO: S

CTCAACGGTC ACCGAGAATG ACATCCGTGT TGAGGAGTICA
ATTTATCAAT GTTGTGCCTT GGCCCCCGAG GCTAGACAGG
CCATAAGGTC GCTCACAGAG CGGCTTTATA TCGGGGGCCC
CCTGACCAAT TCAAAGGGGC AGAACTGCGG TTATCGCCGG
TGCCGCGCCA GCGGCGTACT GACGACCAGC TGCGGTAATA
CCCTTACATG TTACTTGAAG GCCTICIGCAG CCTGTCGAGC
CGCGAAGCTC CAGGACTGCA CGATGCTICGT GTGTGGGGAC
GACCTTGTCG TTATCTGTGA AAGCGCGGGA ACCCAGGAGG

ACGCGGCGAA CCTACGAGIC

(2) iInformace O SEQ ID NO: 10

(1) charakteristiky..sekvence:
(A) géika: ~ : 340 nukleotidl

(B) typ: nukleové kyselira

e s e o

V4

40
80
120
160 |
200
240
280
320
340
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(C) Dpolet retdzcl: -jederr
(p) topologie: lineérni

(ii) typ molekuly: . pya

(vi) originélni zdroj:
(c) individuélni izolét: nssghs

S -

(xi) DPopis sekvence: = . SEQ ID NO: 10
CTCAACGGTC ACTGAGAGTG ACATCCGTGT CGAGGAGTCG
ATTTACCAAT GTTGTGACTT GGCCCCCGAA GCCAGGCAGG
CCATAAGGTC GCTCACCGAG CGACTTTATA TCGGGGGCCC
CCTGACTAAT TCAARAGGGC AGAACTGCGG TTATCGCCGG
TGCCGCGCGA GCGGCGTGCT GACGACTAGC TGCGGTAATA
CCCTCACATG TTACTTGAAG GCCTCTGCAG CCTGTCGAGC
TGCAAAGCTC CAGGACTGCA CGATGCTCGT GAACGGGGAC
GACCTTGTCG TTATCTGCGA GAGCGCGGGA ACCCAAGAGG

ACGCGGCGAG CCTACGAGTC
(2) informace o SEQ ID NO: 11

(1) charakteristiky sekvence
(A) délka ¢ 340 nukleotidl-
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet Petdzed: jeden’
(D) topologie: lineérrnd

40

80
120
160
200
240
280
320
340
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(11) typ molekuly:. - DNA

(vi) origindlnt zfroj:
(¢) individuélng izolét:. nsSspl

(xi) POPis sekvence: SEQ ID NO: 11
CTCCACAGTC ACTGAGAGTG ACATCCGTGT TGAGGAGTCA
ATTTACCAAT GTTGTGACTT GGCCCCCGAA GCCAGACAGG
CTATAAGGTC GCTCACAGAG CGGCTGTACA TCGGGGGTCC
CCTGACTAAT TCAAAAGGGC AGAACTGCGG CTATCGCCGG
TGCCGCGCAA GCGGCGTGCT GACGACTAGC. TGCGGTAACA
CCCTCACATG TTACTTGAAG GCCTCTGCGG CCTGTCGAGC
TGCGAAGCTC CAGGACTGCA CGATGCTCGT GTGCGGTGAC
GACCTTGTCG TTATCTGTGA GAGCGCGGGA ACCCAAGAGE

ACGCGGCGAG CCTACGAGTC
(2) irnformace o -SpQ- ~ ID NO: 12

(1) charakteristiky sekvence:
(R) gqé1pa:i- 340 hukleotidd
(8) typ: nukleové kyselina
© podet Petd&zcl: jeden ~
(D) topologie: liredrni

(ii) typ molekuly: - DpNA

(vi) originélni 2droj:

40 |
80 |
120
160
200
240
280 |
320
340

<
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(c) individuélni izoldt: nss5sp3

(xi) "popis sekvence: . SEQ ID NO: 12
CTCAACAGTC ACTGAGAGTG ACATCCGTGT TGAGGAGTCA 40
ATCTACCAAT GTTGTGACTT GGCCCCCGEA GCCAGACAGG 80
CTATAAGGTC GCTCACAGAG CGGCTTTACA TCGGGGGTCC 120
CCTGACTAAT TCAAAAGGGC AGAACTGCGG CTATCGCCGG. 160
TGCCGCGCAA GCGGCGTGCT GACGACTAGC TGCGGTAATA 200
CCCTCACATG TTACCTGAAG GCCAGTGCGG CCTGTCGAGC 240
TGCGAAGCTC CAGGACTGCA CAATGCTCGT GTGCGGTGAC 280
GACCTIGTCG TTATCTGTGA GAGCGCGGGG ACCCAAGAGG 320

340

ACGCGGCGAG CCTACGAGIC

informace--o :- SEQ ID NO: 13 .

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délxa: -. 340 nukleotidd

(B) tvp: nukleovd kyselina

(C) polet Petdzcti: jeden

(D) topologie: linedrnit
(ii) typ molekuly: ~: DNA

(vi) origindln{ zdroj:
(C) individuélni izolét: nssk2

(xi) popis sekvence: __.: SEQ ID NO: 13




(2)
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CTCAACCGTC ACTGAGAGAG ACATCAGAAC TGAGGAGICC
ATATACCGAG CCTGCTCCCT GCCTGAGGAG GCTCACATTG
CCATACACTC GCTGACTGAG AGGCTCTACG TGGGAGGGCC
CATGTTCAAC AGCAAGGGCC AGACCTGCGG GTACAGGCGT
TGCCGCGCCA G3GGGGTGCT CACCACTAGC ATGGGGAACA
CCATCACATG CTATGTAAAA GCCCTAGCGG CTTGCAAGGC
TGCAGGGATA GTTGCACCCT CAATGCTGGT ATGCGGCGAC
GACTTAGTTG TCATCTCAGA AAGCCAGGGG ACTGAGGAGG

ACGAGCGGAA CCTGAGAGCT .

informace o:;; SEQ ID NO: 14

(1) charakteristiky sekvence:
(A) q¢1ke:” * 340 Fikleotide
(8) tygz nukleové kyselina
(C) podet PetZzel: jeden
(D) topologie: lineérnt

(11) tvp molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
(C) individudlnf izol4t:; Bs5args

(x1) popis sekvence: : SEQ ID NO: 14
CTCTACAGTC ACGTAAAAGG ACATCACATC CTAGGAGTCC
ATCTACCAGT CCTGTTCACT GCCCGAGGAG GCTCGAACTG

CTATACACTC ACTGACTGAG AGACTATACG TAGGGGGGCC

ey rre——

40

80
120
160
200
240
280
320
340

40
80
120




(2)
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CATGACAAAC AGCAAGGGCC AATCCTGCGG GTACAGGCGT
TGCCGCGCGA GCGCAGTGCT CACCACCAGC ATGGGCAACA
CACTCACGTG CTACGTAAAA GCCAGGGCGG CGTGTAACGC
CGCGGGGATT GTTSCTCCCA CCATGCTGGT GTGCGGIGAC
GACCTGGTCG TCATCTCAGA GAGTCAAGGG GCTGAGGAGG

ACGAGCAGAA CCTGAGAGTIC

) 3 em )
informace o S2Q ID NO: 15

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délkxa:" : 340 nukleotidd
(3) typ: nukleovd kyselins
(C) poclet PFeté&zcli: jeden
(D) topvlogie: linedrn{

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originélin{ zdnajf
(¢) 1individudln{ izoldt: nsSiio

(xi) popissekvence: : SEQ ID NO: 15

CTCTACAGTC ACAGAGAGGG ACATCAGAAC CGAGGAGICC
ATCTATCTGT CCTGCTCACT GCCTGAGGAG GCCCGAACTG
CTATACACTC ACTGACTGAG AGACTGTACG TAGGGGGGCC
CATGACAAAC AGCAAGGGGC AATCCTGCGG GTACAGGCGT
TGCCGCGCGA GCGGAGTGCT CACCACCAGC ATGGGCAACA

CGCTCACGTG CTACGTGAAA GCCAGAGCGG CGTGTAACGC

160
200
240
280Q
320
340

40
80
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CGCGGGCATT GITGCTCCCA CCATGITGGT GTGCGGCGAC 280
_GACCTGGTTG TCATCTCAGA GAGTCAGGGG GTCGAGGAAG 320

ATGAGCGGAA CCTGAGAGTC 340

(2) informace o __.. SEQ ID NO: 16

(i) charekteristiky sekvence:
(a) délka: .. 349 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(c) polet Fet&zcd: jeden -

. —— -

(p) topologie: linedrni

(if) typ molekuly:  pna

(vi) originélnt z§gqj3;
(c) individudlni izolédt: nssarqs

(xi) popis sekvence: .. gopo ID NO: 16

CTCTACAGTC ACGGAGAGGG ACATCAGAAC CGAGGAGTCC | 40
ATCTATCTGT CCTGTTCACT GCCTGAGGAG GCTCGAACTG 80
CCATACACTC ACTGACTGAG AGGCTGTACG TAGGGGGGCC 120
CATGACAAAC AGCAAAGGGC AATCCTIGCGG GTACAGGCGT 160
TGCCGCGCGA GCGGAGTGCT CACCACCAGC ATGGGTAACA 200
CACTCACGTG CTACGTGAAA GCTAAAGCGG CATGTAACGC 240
CGCGGGCATT GTTGCCCCCA CCATGTTGGT GTGCGGCGAC 280
GACCTAGTCG TCATCTCAGA GAGTCAAGGG GTCGAGGAGG 320

ATGAGCGAAA CCTGAGAGCT 340



- (2) informace o

(2)

" .. BEQ ID NO: 17

i ) L3 A d
() charakteristiky sekvence:.d‘
) aé1ke: ™ 340 nukleotidd

(%) typ:nukleovd kyselina
(€ polet Petdzel: jeden
topologie: lineérni
(1i) tvp 'molekuly: DNA
(vi) origindlniizdrod:
(C) individudlni izolét:: ns5k2b
(xi) popis sekvence: .. SEQ ID NO: 17
CTCAACCGTC ACGGAGAGGG ACATAAGAAC AGAAGAATCC
ATATATCAGG GTTGTTCCCT GCCTCAGGAG GCTAGAACTG
CTATCCACTC GCTCACTGAG AGACTCTACG TAGGAGGGCC
CATGACARAC AGCAAGGGAC AATCCTGCGG TTACAGGCGT
TGCCGCGCCA GCGGGGTCTIT CACCACCAGC ATGGGGAATA
CCATGACATG CTACATCAAA GCCCTTGCAG CGTGCAAAGC
TGCAGGGATC GTGGACCCTA TCATGCTGGT GTGTGGAGAC

GACCTGGTCG TCATCTCGGA GAGCGAAGGT AACGAGGAGG

ACGAGCGAAA CCTGAGAGCT
informace o SEQ ID NO: 18

(i) charakteristiky sekvence;,
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(A) délka:-; 340 -nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina

(¢) podet reté&zel: jeden

(D) ‘topolcgie: linedrnt

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
(c) individudlnf izoldt:

(xi) ©popis sexvence: . 8EQ
CTCGACCGTT ACCGAACATG ACATAATGAC
ATTTACCAAT CATTGTACTT GCAGCCTGAG
CAATACGGTC ACTCACCCAA CGCCTGTACT
CATGTATAAC AGCAAGGGGC AACAATGTGG
TGCCGCGCCA GCGGCGTCTT CACCACTAGT
CCATGACGTG CTACATTAAG GCTTTAGCCT
CGCAAAGCTC CAGGACTGCA CGCTCCTGGT
GATAAAGCGA CCTGAGAGCC

(2) informece ‘. o . SEQ ID NO: 19

(1) charekteristiky sekvence:

ns5sa283

ID NO: 18

TGAAGAGTCT
GCGCGTGTIGG
GTGGAGGCCC
TTATCGTAGA
ATGGGCAACA
CCTGTAGAGC
GTGTGGTGAT

) (A) délka: .: 340 nukleotidd

(C) podet Fetdzel: jeden
(D) topologie: lineérni

(B) typ: nukleovéd kyselina
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(2) informace o

P

~37-

ﬁii) typ molekuly :-: DNA

(vi) originélni zdrgj:
(C) individudlni izolétl: .nsSsalsSe

(xi{) popis sekvence: . S8EQ ID NO: 19
CTCGACCGTT ACCGAACATG ACATAATGAC TGAAGAGTCC
ATTTACCAAT CATTGTACTT GCAGCCTGAG GCACGCGCGG
CAATACGGTC ACTCACCCAA CGCCTGTACT GTGGAGGCCC 120
CATGTATAAC AGCAAGGGGC AACAATGTGG TTACCGTAGA 160
TGCCGCGCCA GCGGCGTCTT CACCACCAGT ATGGGCAACA 200

40
80

CCATGACGTG CTACATCAAG GCTTCAGCCG CCTGTAGAGC 240
TGCAAAGCTC CAGGACTGCA CGCTCCTGGT GTGIGGIGIG 280
ACCTTIGGTGG CCATTTGCGA GAGCCAAGGG ACGCACGAGG 320

340

ATGAAGCGTG CCTGAGAGIC
. SZQ ID NO: 20

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka : gygnukleotidd .
(B) typ: nukleové kyselina
(Q) polet Fet&zcd: jeden
(p) topolcgie: lineérni

(ii) typ molekuly: . DNA

(vi) origin+*ini zdroj:




(2)

~-58-

D AU T

(¢) 1individudlni izclétr: nsSili

(xi) Popis sekvence: . ., SEQ ID NO:- 20

CTCTACTGTC ‘ACTGAACAGG ACATCAGGGT GGAAGAGGAG
ATATACCAGT GCTGTAACCT 2GAACCGGAG GCCAGGAAAG
TGATCTCCTC CCTCACGGAG CGGCTTTACT GCGGGGGCCC
TATGTTCAAC AGCAAGGGGG CCCAGTGTGG TTATCGCCGT
TGCCGTGCTA GTGGAGTCCT GCCTACCAGC TTCGGCAACA

CAATCACTTG TTACATCAAG GCTAGAGCGG CTTCGAAGGC
CGCAGGCCTC CGGAACCCGG ACTTTCTTIGT CTGCGGAGAT
GATCTGGTCG TGGTIGGCTGA GAGTGATGGC GTCGACGAGG

ATAGAGCAGC CCTGAGAGCC

informace ¢ "7.. SEQ ID NO: 21

(i) charakteristiky. sekvence:
(A) délka: 340 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Fetdzclh: jeden -
(D) topvlogie: linedrni

(ii) typ molekuly:': DNA

(vi) origindlni zdroj:
(c)individudln{ izolét:~ ns5i4

(xi) Popis sekvence: - ~-. SEQ ID NO: 21
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(2)
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CTCGACTGTC ACTGAACAGG ACATCAGGGT GGAAGAGGAG
ATATACCAAT GCTGTAACCT TGAACCGGAG GCCAGGAAAG
TGATCTCCTIC CCTCACGGAG CGGCTTTACT GCGGGGGCCC
TATGTTCAAT AGCAAGGGGG CCCAGIGTGG ITATCGCCGT
TGCCGTGCTA GTGGAGTITCT GCCTACCAGC TTCGGCAACA
CAATCACTTG TTACATCAAG GCTAGAGCGG CTIGCGAAGGC

- CGCAGGGCTC CGGACCCCGG ACTTTCTCGT CTGCGGAGAT

GATCTGGTTG TGGTGGCTGA GAGTGATGGC GTCGACGAGG
ATAGAACAGC CCTGCGAGCC ,

inforrace o . SEQ ID NO: 22

(1) charekteristiky sexvence:
(A) délgs: 340 pukleotiad
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Fat&zcl: jeden
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
(C) individudlni 3zoldt: ns5gh8

(xi) Dpopis sekvence: SEQ ID NO: 22

CTCAACTIGTC ACTGAACAGG ACATCAGGGT GGAAGAGGAG
ATATACCAAT GCTGTAACCT TGAACCGGAG GCCAGGAAAG
TGATCTCCTC CCTCACGGAA CGGCTTTACT GCGGGGGCCC
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(2)
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TATGTTCAAC AGCAAGGGGG CCCAGTGTGG TTATCGCCGT: 160
TGCCGTGCCA GTGGAGTTCT GCCTACCAGC TTCGGCAACA 200
CAATCACTTG TTACATCAAA GCTAGAGCGG CTGCCGAAGC 240
CGCAGGCCTC CGGAACCCGG ACTTTCTTGT CTGCGGAGAT 280
GATCTGGTTG TGGTGGCTGA GAGTGATGGC GTCAATGAGG 320

ATAGAGCAGC CCTGGGAGCC 340

informace o SEQ ID NO: 23

s e - -

(i) charekteristiky sekvence:
(A) délxs: 100 .nukleotidt
{B) typ: nukleovs kyselina
(C) polet retdzct: jeden
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekxuly: DNA

(vi) originélni zdroj: (ATCC # 40354)
(€) individuglni izolédt: hcvl

(xi) Popis sekvence: SEQ 1D NO: 23
GACGGCGTTG GTAATGGCTC AGCTGCTCCG GATCCCACAA 40
GCCATCTTGG ACATGATCGC TGGTGCTCAC TGGGGAGTCC 80
TGGCGGGCAT AGCGTATTTC 100

(2) interzace o SEQ ID NO: 24



(2)
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(i) charakteristiky-sekvence:
(A) délkxa:;. 100 nukleotidg
(8 typ:nukleové kyseiina
© polet Fet&zci: Jeden
(D) topologie: lineédrni

(11) typ molekuly: DA

(vi) originélni zdroj:
(¢) individudlni izolét: USS

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 24
GACGGCGTTG GTGGTAGCTC AGGTACTCCG GATCCCACAA
GCCATCATGG_ACATGATCGC TGGAGCCCAC TGGGGAGTCC

TGGCGGGCAT AGCGTATTTC
inforzace o . STQ ID NO: 25

charekteristiky sekvence:

(1)
(a) délka: 390 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina -
(c) Dbolet Petd&zel: jeden
(D) topologie: linedrnf

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originéln{ zdroj:

40
80

100




(2)

(¢) individudlni izolét: agss

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 25

AACGGCGCTG GTAGTAGCTC AGCTGCTCAG GGTCCCGCAA 40
GCCATCGTGG ACATGATCGC TGGTGCCCAC TGGGGAGTCC 80
TAGCGGGCAT AGCGTATTTT 100

inforcace o SEQ ID NO: 26

(1) cherakteristiky sekvence:
() uelke: 1g9g nuxlectidd

() typ: nuxleova kyselina
() Polat Fetdzct: jedea
(D) topologie: linearni

(ii) typ moiexuly. DNA
(vi) originalni zdroy:

() individuélni izolét: US4
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 26

GACAGCCCTA GTGGTATCGC AGTTACTCCG GATCCCACAA 40

GCCGTCATGG ATATGGTGGC GGGGGCCCAC TGGGGAGTCC 80
100 |

TGGCGGGCCT TGCCTACTAT

(2) informace o . SEQ ID NO: 27
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(i) charakteristiky sekvence:
(a) délka: - 100 nukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
(c) polet Fetézcli: jeden
(D) topologie: lineérnt

(ii) typ molekuly: DMA

(vi) origindlni zdroj:
() individudlnt izolédt: ARG2

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 27
AGCAGCCCTA GTGGTGTCGC AGTTACTCCG GATCCCACAA
AGCATCGTGG ACATGGTGGC GGGGGCCCAC TGGGGAGTCC
TGGCGGGCCT TGCTTACTAT

(2) informace .0 - gzq ID NO: 28

(1) charakteristiky sekvence:
(A) delkg ! 100 nukleotidd

(B) typ: nukleovéd kysélina
(C) polet Tetdzcd: jeden
(D) topologie: lirneérni

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
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(2)

(2)

(c) indivedudini izol&t: I15

(xi) popis sekvence: : SEQ ID NO: 28

GGCAGCCCTA GTGGTGTCGC AGTTACTCCG GATCCCGCAA
GCTGTCGTGE ACATGGTGGC GGGGGCCCAC TGGGGAATCC
TAGCGGGTCT TGCCTACTAT '

informace o ' SEQ ID NO: 29

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 100 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(c) polet Fet&zcl: jeden
(D) topologie: linedrnt

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) origindlnf zdroj:
(C) individudln{ izoldt: GHS

(xi) Popis sekvence:_ + SEQ ID NO: 29
TGTGGGTATG GTGGTGGCGC ACGTCCTGCG TTTGCCCCAG
ACCTTGTTCG ACATAATAGC CGGGGCCCAT TGGGGCATCT
TGGCGGGCTT GGCCTATTAC ]

informace o SEQ ID NO: 30

——— e a
R L S
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(1) charakteristiky sekvence: ..
() - délka: 100 nukleotidy

(8)™ tyP: nukleovd kyselina
(c) DPolet Fet&zed: Jeden
(p) topologie: lineérnt

(i1) typ molekuly:' DNA

(vi) originélngt zdroj:
(C)  individudln{ izolgt:

(xi) PoPis sekvence: SEQ ID NO: 30
TGTGGGTATG GTGGTAGCAC ACGTCCTGCG TCTGCCCCAG 40
ACCTTGTTCG ACATAATAGC CGGGGCCCAT TGGGGCATCT 80

100

TGGCAGGCCT AGCCTATTAC

>

(2) informace o SEQ ID NO: 31

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 1o00nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(c) podet Fet&zcl: Jjeden
(D) topologie: lineérni

(ii) typ molekxuly: DNA

origindlni zdroj:




e e

b6

(¢) 1individuglni izoldt: Il

N (xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 31
" TGTGGGTATG GTGGTGGCGC AAGTCCTGCG TTTGCCCCAG
ACCTTGTTCG ACGTGCTAGC CGGGGCCCAT TGGGGCATCT

TGGCGGGCCT GGCCTATTAC
(2) i:nformace [o] SEQ ““ID NO: 32

charakteristiky sekvence: ,

(1) »
(A) delka: . 3g9 nukleotidd
() typ: nukleovéd kyselina
(c) Pofet retdzeld: jeden
(p) topologie: lineérn{
(i1) WP molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
) individuélni izoldt:., 1q

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 32
TACCACTATG CTCCTGGCAT ACTTGGTGCG CATCCCGGAG
GTCATCCTGG ACATTATCAC GGGAGGACAC TGGGGCGTGA

TGTTTGGCCT GGCTTATTIC

(2) informece o . gEQ ID NO: 33
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(i). charakteristiky sekvence:

(A) dé}ka:.- 232 nukleotidg
(B) typ: nukleovs kyselina

(C) polet Fetdzcl: jeden :
(D) topologie: linedrnt

(ii) typ molekuly: DNA

40394)

(vi) origindln{ zdroj, (ATCC #
hevl

(C) individudln{ izolgt:

(xi) DPopis sekvence . . . : SEQ ID NO: 33
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCITTCTT GGATCAACCC
GCTCAATGCC TGGAGATITTIG GGCGTGCCCC CGCAAGACTG
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG

AGACCGTGCA CC

(2) nformace o : gzg Ip NO: 34

(i) charakteristiky sekvence:
() délka: 232nukleotidy
(B) typ: nukleovd kyselina
(c) Podet retdzed: jeden
(p) toPologie: lineédrnt

GAGGTCTCGT |
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(ii) typ molekuly: =. pnA

(vi) origindlnil zdroj:
(c) individuélnit izplét; uss |

(xi) Popis sekvence SEQ ID NO: 34
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC 40
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC B0
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GGATCAACCC 120
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCAAGACTG 160
- CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGARAGGC CTTGTGGTAC 200
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT 240

AGACCGTGCA CC 252

(2) informace o ' SEQ ID NO: 35

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 252 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet Fetdzci: jedgnr
(D) topologie: lineérni

(11) typ molekuly: DNA

(vi) origindlni zdroj:
(¢) individudlni izolét: ,y¢q



e e s

(x1) popis sekvence: §EQ ID NO: 35

GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTICC
CGGGAGAGCC. ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GGATCAACCC
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCACGCCCC CGCAAGATCA
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTIGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTITGCG AGTGCCCCGG GAGGICICGT

AGACCGIGCA CC

(2) informace o ' §EQ ID NO: 36

(i) charekteristiky sekvence:.
(A) délka:: 252nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(c) polet Petdzcl: jeden
(D) topologie: lineérni

(ii) typ molekuly: DNA

origindlni zdroj:
(C)individuélni izolét: £22

-

(vi)

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 36
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC

CGGGAGAGCC ATAGTIGGTICT GCGGAACCGG TGAGTACACC

GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GGATAAACCC
GCTCAATGCC TGGAGATTIIG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG
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(2)
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CTAGCCGAGT AGIGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGIAC 200

- TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGICTCGT 240

AGACCGTIGCA CC 252

informace o . 8EQ ID NO: 37

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 252 nukleotidd
() typ: nukleovéd kyselina
(c) polet Fet&zed: jeden
(p) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: DA

(vi) originélni zdroj:
(C)individuélni izolédt: gm2

(xi) Popis sekvence: -, gEg ID NO: 37
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCICC 40
CGGGAGAGCC' ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC 80
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GGATCAACCC 120
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCAAGACTG 160
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGTAC 200
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT 240
AGACCGTGCA CC 252

(2) informace o SEQ ID NO: 38




~7l=

charakteristiky sekvence:.

(3)

(1)

delka: 4,52 nukleotidd

() typ: nukleové kyselina

(c) Pocet Fetdzed: Jeden

(D) topologie: lineédrni

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) origindlni zdroyj:
() individudlngt izolét:

(xi) popis sekvence: : SEQ
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCITTCTT
GCTCAATGCC TGGAGATTIG GGCGTGCCCC
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC
TGCCTICATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG

AGACCGTGCA CC
(2) informace o SEQ ID NO: 39

(i) charakteristiky sekvence: -

i22

ID NO: 38

CCcccccrce
TGAGTACACC
GGATAAACCC
CGCAAGACTG
CTTGTGGTAC
GAGGTCICGT

(a) délka: 252 nukleotidu.
(B) typ: nukleové kyselina

(¢) polet Fetdzcl: jeden

(p) topologie: linedrnt
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(vi)

(xi) popis sekvence:
. GTTAGTATGA .GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTIT GGATCAACCC
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTIGCCCC CGCGAGACTIG
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CITGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT

-72-

typ molekuly: DNA

oqigihélni zdroj:
(C) individudlni izoldt: wus4

' BEQ ID NO: 39

AGACCGTGCA CC

(2) informece o SEQ ID NO: 40

(1)

charakteristiky sekvence:
(A) délka: , 252 nukleotidd
() tvp: nukleové kyselina
(c) Podet Fetdzcl: jeden

(p) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: . DNA

(vi)

origindlnf zdroj:
(C) individudln{ izolé4t: jn1
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(x1) popis sekvence: §Z0 ID NO: 40
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC 40
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC 80
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTITCIT GGATCAACCC 120
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG 160
CTAGCCGAGT AGIGTIGGGT CGCGAAAGGC CTITGTGGTAC 260
TGCCTGATAG GGTGCTITGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT 240
‘AGACCGTGCA TC 252
informace o " SZQ ID NO: 41
(i) charakteristiky sekvence:

(A) délka: gspnukleotidd .

(B). typ: nukleovd kyselina

(c) Dpoet Tetdzcd: jeden

(p) topologie: lineédrn{
(ii) typ molekuly: DNA
(vi) originélni zdroj:

(c) individuéln{ izolédt: p,.5
(xi) Ppopis sekvence: . SEQ ID NO: 41
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA Ccccceercece 40
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC 80
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCITTCTT GGATCAACCC 129

160

GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG




(2)

CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTIGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT

AGACCGTIGCA CC

informace o - gEQ ID NO: 42

(i) charakteristiky sekvence:;
(a) délka: 257 nukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
(c) Dodet fet&zcl: jeden
(D) topologie: lineédrni

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) origindlni zdroj:
' (C) individuélnil izolét:. arg2

(xi) Popis sekvence: . SEQ ID NO: 42
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTITCTT GGATCAACCC
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGARAGGC CTTGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT
AGACCGTGCA CC

(2) informace o . SEQ ID NO: 43

200
240
252
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80
120
160
200
240
252



(2)

(i)charakteristiky sekvence:
(a) deélke - 252 nukleotidy
(B) typ: nukleovd kyselina
c) "Pocet Fetdzcd: jeden -
(D) topologie: linedrnst

(1i) typ molekuly: DNA

(vi)- originéln? 2droj:
individudln{ izol4t: spl

(c)
(xi) popls sekvence: : SEQ ID NO: 43
GTTAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCICC 40
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC 80
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GGATCAACCC 120
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTIG 160
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGTAC 200
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT 240
- 252

AGACCGTGCA CC

informace o ' . SEQ ID NO: 44

(i) charakteristiky sekvence ::
(A) délka: 252 nukleotiduy
(B) tyP: nukleovd kyselina
(C) poet Fetdzel: Jeden
(p) topologdeé: linedrny
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(ii) typ molekuly: DNA

(vi) origindlni zdroj:
(¢) individudlni izoldt: ghl

(xi) popis sekvence: . SEQ ID NO: 44

GITAGTATGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC 40
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC 80
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GGATCAACCC 120
GCTCAATGCC TGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG 160
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGTAC 200
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT 240

AGACCGTGCA CC 252
(2) informace o] R SEQ ID NO: 45

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: = 457 nukleotidd
(p) typ: nukleové kyselina
(c) Polet Fet&zcl: jeden
(p) topologie: linedrni

(i1) typ molekuly: DNA

originélni zdrogj:

(vi) S
(c) individudlni izolét; i15



(2)
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(xi) popis sekvence: 8EQ ID NO: 45

GTTAGTATGA GIGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTICC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCA GGACGACCGG GTCCTTTCTT GSATCAACCC
GCTCAATGCC TGGAGATITTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTIGGTIAC

TGCCTGATAG GGTGCITGCG AGTGCCCCGG GAGGTICTCGT.

AGACCGTGCA CC
 informace o SEQ ID NO: 48

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 252 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyseline
(c) polet Feté&zcd: jeden
(p) topologie: lineédrni

(ii) typ molekuly: DNA

origindlini zdroj:

(vi)
(c) individudlni izoclét: i10

40
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240
252



(2)
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(x1) : 8EQ ID NO: 46

GCTAGTATCA GTGTCGTACA GCCTCCAGGC CCCCCCCTCC

CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCG GGAAGACTGG GTCCTTTCTT GGATAAACCC
ACTCTATGCC CGGCCATTTG GGCGTGCCCC CGCAAGACTG
CTAGCCGAGT AGCGTTGGGT TGCGAAAGGC CTITGTGGTAC

TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT
AGACCGTGCA TC

. BEQ ID NO: 47

(1)

(a) - 252

- (B)

(C)

(D)
(i) : DNA
(vi) -

(c) - . argé
(x1i) : SEQ ID NO: 47

GTTAGTATGA GTCTCGTACA GCCTCCAGGC CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCTG GGAAGACTGG GTCCTITCTT GGATAAACCC

ACTCTATGCC CAGCCATTTG GGCGTGCCCC CGCAAGACTG

40

80

120 -

160
200
240
252

40
80
120
160
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CTAGCCGAGT AGCGTTGGGT TGCGAAAGGC CTTGIGGTAC

TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT
AGACCGTGCA TC

(2) informace o . gE2Q ID NO: 48

(2)

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 252 nukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
(C) polet Fetdzch: jeden
(D) topologie: linedrnt
(11)  typ molekuly: DNA
(vi) originélni zdroj:
(c)individudlni izoldt: s21
(xi) popis sekvence: : SEQ ID NO: 48
GTTAGTACGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CTCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATCGCTG GGGTGACCGG GTCCTTTCTT GGAGCAACCC
GCTCAATACC CAGAAATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGATCA

CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT

AGACCGTGCA AC

informace o ", SEQ ID NO: 49

200
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(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: : 252 nukleotidd

(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Fetdzcl: jeden
(D) topologie: lineédrni

(ii) typ molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
(c) individuélni izoldt: gj61329

(xi) popis sekvence: 3EQ ID NO: 495

GTTAGTACGA GTGTCGTGCA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATCGCTG GGGTGACCGG GTCCTTTCTIT GGAGTAACCC
GCTCAATACC CAGAAATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGATCA
CTAGCCGAGT AGTGTITGGGT CGCGAAAGGC CTTGTGGTAC
TGCCTGATAG GGTGCTTGCG AGTGCCCCGG GAGGTCTCGT

AGACCGTGCA AC

informace o " SEQ ID NO: S0

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 180 nukleotidd

40
80 |
120
160
200

. 240

252



(2)
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(B) .typ: nukleovéd kyselina
(C) . polet retdzct: jeden
(D) topologie: linedrn{f

(i) typ molekuly: DNA

(vi) originélni zdroj:
(c) individudln{ izoldt: sa3

(xi) Popis sekvence : S2Q ID NO: 50
GTTAGTATGA GTGTCGAACA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC
GGAATTGCCG GGATGACCGG GTCCTTTCTT GGATAAACCC
GCTCAATGCC CGGAGATTTG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT

informace o  gEQ ID NO: -51

(i) charakteristiky sekvence:
(A)ldélka: 180 nukleotidy
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet ret&zcd: jeden
(D) topologie: linedrnft

(vi) ©origindlni zdroj:

40
80
120
160
180
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(C)individuédlni izoldt: sa4

(xi) popis sekvence: . SEQ ID NO: 51
GTTAGTATGA GTGTCGAACA GCCTCCAGGA CCCCCCCTCC
CGGGAGAGCC ATAGTGGTCT GCGGAACCGG TGAGTACACC

GGAATTGCCG GGATGACCGG GTCCTTTCIT GGATAAACCC
GCTCAATGCC CGGAGATTTIG GGCGTGCCCC CGCGAGACTG
CTAGCCGAGT AGTGTTGGGT

(2) informace o SEQ ID NO: 52

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka ' 549 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet retdzcld: jeden
(D)  topologie: lineérnt

(ii)tye molekuly: DNA

(vi) originélni.zdroj: (ATCC # 40354)
(C) 1individudln{ izoldt: hevl

40
80

120

160 |
180




(2)

(vi)

(xi) popis
ATGAGCACGA
ACACCAACCG
CGGTCAGATC
GGCCCTAGAT
AGCGGTCGCA
GGCTCGTCGG
TACCCTTGGC
CGGGATGGCT
GGGCCCCACA
AAGGTCATCG
TGGGGTACAT

- TGCCAGGGCC

GGCGIGAACT
TCTCTATCIT

informace

(a)

-84~

sekvence:

ATCCTAAACC
TCGCCCACAG
GTTGGTGGAG
TGGGTGTGCG
ACCTCGAGGT
CCCGAGGGCA
CCCTCTATGG
CCTGTCTCCC
GACCCCCGGC
ATACCCTTAC
ACCGCTCGTIC
CTGGCGCATG
ATGCAACAGG
CCTTCTGGCC

SZQ
TCAAAAAAAA
GACGTCAAGT
TTTACTIGTT
CGCGACGAGA
AGACGTCAGC
GGACCTGGGC
CAATGAGGGC
CGTGGCTCTC
GTAGGTCGCG
GTGCGGCTTC
GGCGCCCCTC
GCGTCCGGGT
GAACCTTCCT
CTGCTCTCT

0 SEQ ID NO: 53

dilka:

© (i) charakteristiky sekvence:
549 nukleotidd

ID NO: 52
AACAAACGTA
TCCCGGGTGG
GCCGCGCAGG
AAGACTTCCG
CTATCCCCAA
TCAGCCCGGE
TGCGGGTGGE
GGCCTAGCTG
CAATTTGGGT
GCCGACCTCA
TTGGAGGCGC
TCTGGAAGAC
GGTTGCTCTT

(B) typ: nukleové kyselina

(C) polet Pet&zcl: Jeden

(D) topologie: lineédrni

(ii)

typ molekuly:

DNA

origindlni zdroj}
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(2)

“(xi)
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(c)individuélni izolédt:

ATGAGCACGA
ACACCAACCG
CGGTCAGATC
GGCCCTAGAT
AGCGGTCGCA
GGCGCGTCGG
TACCCTTGGC
CGGGATGGCT
GGGCCCCACA
AAGGTCATCG
TGGGGTACAT
TGCCAGGGCT
GGCGTGAACT
TCTCTATCTT

L}

informace

Jopis sekvence:

ATACTAAACC
TCGCCCACAG
GITGGTGGAG
TGGGTGTGCG
ACCTCGAGGT
CCCGAGGGCA
CCCTCTATGG
CCTGTCTCCC
GACCCCCGGC
ATACCCTTAC
ACCGCTCGTC
CTGGCGCATIG
ATGCAACAGG
CCTTCTGGCC

o SEQ

¢ SEQ
TCAAAGAAAA
GACGTCAAGT
TTTACTTIGTT
CGCGACGAGG
AGACGTCAGC
GGACCTGGGC
CAATGAGGGT
CGTGGCTCTIC
GTAGGTCGCG
GTGCGGCTTC
GGCGCCCCTC
GCGTCCGGGT
GAACCTTCCT
CTGCTCTCT

ID NO: 54

(1) charakteristiky sekvence:

(A)
(B)
(C)
(D)

1é1ka:

uss

ID NO: 53

ACCAAACGTA
TCCCGGGTGG
GCCGCGCAGG
AAGACTTCCG
CTATCCCCAA
TCAGCCCGGG
TGCGGGTGGG
GGCCTAGTTIG
CAATTTGGGT
GCCGACCACA
TTGGAGGCGC
TCTGGAAGAC
GGTTGCTCTT

549 nukleotidd

typ: nukleovd kyselina
polet Fetdzcld: Jjeden

topologie: lineérni

typ molekuly: DNA
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(2) informace o

(vi)
. {C)

(xi)

~-836=~

originélny zdrogj:

%ndividuélni izolét;ausl

popis sekvence:
- ATGAGCACGA ATCCTAAACC TCAAAGAAAA ACCAAACGTA
- ACACCAACCG TCGCCCACAG. GACGTITAAGT

8EQ

CGGTCAGATC GITGGTGGAG TTTACTIGIT

GGCCCTAGAT
AGCGGTCGCA
GGCGCGTCGG
TACCCCTGGC
CGGGATGGCT
GGGCCCTACA
AAGGTCATCG
TGGGGTACAT
TGCCAGGGCC
GGCGTGAACT

TGGGTGTGCG
ACCTCGAGGT
CCCGAGGGCA
CCCTCTATGG
CCTGTCCCCC
GACCCCCGGC
ATACCCTCAC
TCCGCTCGTT
CTGGCGCATG
ATGCAACAGG

CGCGACGAGG
AGACGTCAGC
GGACCTGGGC
TAATGAGGGT
CGTGGCTCTIC
GTAGGTCGCG
GTGCGGCTIC
GGCGCCCCTC
GCGTCCGGGT
GAATCTTCCT

TCTCTATCIT CCTTCTGGCC CTTCTCICT

(1)
(a)
(3)
(<)

SEQ I

déika:

D NO: S5

charakteristiky-sekvence:

ID NO: 54

TCCCGGGTGE
GCCGCGCAGG
AAGACTTCCG
CTATCCCTAA
TCAGCCCGGG
TGCGGATGGE
GGCCTAGTTG
CAATTTGGGT
GCCGACCACA
TTGGGGGCGC
TCTGGAAGAC
GGTTGCTCTT

549 | nukleotidd
-typ: nukleovd kyseline
polet retézcl: jdden -

. 40
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(2)

(D)
(i)

(vi)
(c)
(xi)

ACACCAACCG
CGGTCAGATC
GGCCCTAGAT
AGCGGTCGCA
GGCTCGTCGA

TACCCTTGGC

CGGGATGGCT
GGGCCCCACA
AAGGTCATCG
TGGGGTACAT
TGCCAGAGCC
GGCGTGAACT
TCTCTATCTT

informace o

(1)
(A)

-87-

topologie:
typ molekuly:.-

originadlni zdroy:
individudln

popis sekvence:
" ATGAGCACGA ATCCTARAACC

TCGCCCACAG
GTTGGTGGAG
TGGGTGTGCG
ACCTCGAGGT
CCCGAGGGCA
CCCTCTATGG
CCTGTCTCCC
GACCCCCGGE
ATACCCTTAC
ACCGCTCGTC
CTGGCGCATG
ATGCAACAGG
CCTTCTGGCC

délka: .

DNA

TCAAAGAAAA
GACGTCAAGT
TTTACTTGTT
CACGACGAGG
AGACGTCAGC
GGACCTGGGC
CAATGAGGGC
CGTGGCTICTC
GTAGGTCGCG
GTGCGGCTTC
GGCGCCCCTC
GCGTCCGGGT
GAACCTTCCC
CTGCTCTICT

SEQ ID NO: 56

lineérni

i izolét:
S8EQ ID NO: 55 .- .
ACCAAACGTA

sp2

TCCCGGGTGG
GCCGCGCAGG
AAGACTTCCG
CCATCCCCAA
TCAGCCCGGG
TGCGGGTGGG
GGCCTAGCTG
CAATTTGGGT
GCCGACCTCA
TTGGAGGCGC
TCTGGAAGAC
GGTTGCTCTT

charakteristiky sekvence:
549 nukleotidd

(B) t7yp: nukleové kyselina
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podet TFetd&zcl: jeden

(C)
topologie: linedrni

(D)

(ii) typ molekuly:: DNA

(vi) orig@né}n? zdroj:
(c) individudln{ izoldt: g,

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 56
ATGAGCACGA ATCCTAAACC TCARAGAAGA ACCAAACGTA
ACACCAACCG TCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGTGG
CGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACTTGTT GCCGCGCAGG
GGCCCTAGAT TGGGTGTGCG CGCGACGAGG AAGACTTCCG
AGCGGTCGCA ACCTCGAGGT AGACGTCAGC CTATCCCCAA
GGCACGTCGG CCCGAGGGTA GGACCTGGGC TCAGCCCGGE
TACCCTTGGC CCCTCTATGG CARTGAGGGT TGCGGGTGGR
CGGGATGGCT CCTGTCTCCC CGCGGCTCTC GGCCTAACTG
GGGCCCCACA GACCCCCGGC GTAGGTCGCG CAATTTGGGT
AAGGTCATCG ATACCCTTAC GTGCGGCTTC GCCGACCTCA
TGGGGTACAT ACCGCTCGTC GGCGCCCCTC TTGGAGGCGT
TGCCAGGGCC CTGGCGCATG GCGTCCGGGT TCTGGAAGAC
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAACCTTCCT GGTTGCTCTT
TCTCTATCTT CCTTCTGGCC CTGCTCTCT

(2) informace o SEQ ID NO: 57

(i) charakteristiky sekvence:,
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(A)
(B)

(C).

(D)

(11) typ

délka:

topologie: linedrnt

molekuly:-

543 nukleotidyw”
typ: nukleovéd kyselina
polet Fet&zcl: jeden

DNA

(vi) origindlni zdroj:
(C) individudlni izolse: 121

(x1) popis sekvgggé;___

ATGAGCACGA

.ACACCAACCG

CGGTCAGATC
GGCCCTAGAT
AGCGGTCGCA
GGCGCGTCGG
TACCCTTGGC
CGGGATGGCT
GGGCCCCACA
AAGGTCATCG
TGGGGTACAT
TGCCAGGGCC
GGCGTGAACT
TITTCTATTTT

(2)'informace o SEQ

ATCCTARACC
TCGCCCACAG
GTTGGTGGAG
TGGGTGTGCG
ACCTCGTGGT
CCCGAGGGCA
CCCTCTATGG
CCTGTCTCCC
GACCCCCGGE
ATACCCTTAC
ACCGCTCGTC
CTGGCGCATG
ATGCAACAGG
CCTTCTGGCC

-- . SEQ

ID NO: 57

TCAAAGAAAA ACCAAACGTA

GACGTCAAGT
TTTACTTGTT
CGCGACGAGG
AGACGCCAGC
GGACCTGGGC
CAATGAGGGT
CGTGGCTCTC
GTAGGTCGCG
GTGCGGCTTC
GGCGCCCCTC
GCGTCCGGGT
GRACCTTCCT
CTGCTCTCT

¢+ ID NO: 58

TCCCGGGTGG

GCCGCGCAGG

AAGACTTCCG

CTATCCCCAA
TCAGCCCGGG
TGCGGGTGGG
GGCCTAGCTG
CAATTTGGGT

GCCGACCTCA .

TTGGAGGCGC
TCTGGAAGAC
GGTTGCTICTT
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charakteristiky sekvence:..

(B) typ: nukleovd kyselind
(c) podet Fet&zcl: jeden

délka: .4 nukleotids

du’

DNA

us4

(1) -

(9:-9)

(D) topélogie: lineédrnt
(11)  typ molekuly-:
(vi) origindln{ zdroj:

(¢) individudlni izolét:
(xi) popis sekvence: .«

ATGAGCACGA ATCCTARACC
ACACCAACCG CCGCCCACAG
TGGCCAGGTC GTTGGTGGAG
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA
GGCTCGCCAG CCCGAGGGCA
TACCCTTGGC CCCTCTATGG
CAGGATGGCT CCTGTCACCC
GGGCCCCACG GACCCCCGGC
AAGGTCATCG ATACCCTCAC
TGGGGTACAT TCCGCTCGTC
TGCCAGGGCC TTGGCGCATG
GGCGTGAACT ACGCAACAGG
TTTCTATCTT CCTCTTGGCT

=it SEQ ID NO: 58
TCAAAGAAAA ACCAAACGTA
GACGTITAAGT TCCCGGGCGG
TTTACCTGTT GCCGCGCAGG
CGCGACTAGG AAGACTTCCG
AGGCGACAAC CTATCCCCAA
GGGCCTGGGC TCAGCCCGGG
CAATGAGGGT ATGGGGTIGGG
CGTGGCTCTC GGCCTAGITG
GTAGGTCGCG TAATTTGGGT
ATGCGGCTTC GCCGACCTCA
GGCGCCCCCC TTAGGGGCGC
GCGTCCGGGT TCTGGAGGAC
GAATCTGCCC GGITGCICCT
CTGCTGTCC

40

80
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(2) informace o SEQ ID NO: 59

(i) clrarakteristiky sekvéiice:
(A) délka: 549 nukleotids
(B) typ: nukleové kyselina
. (C) polet Fetdzcl: jeden
’ " (D) -topologie: lineérnt

(ii) typ.molekuly: - pNA

(vi) originélni zdroj:
(¢) individuélni -izoldt: jhl

(xi) popis sekvence --...{: S8EQ ID NO: 59

ATGAGCACAA ATCCTAAACC TCAAAGAAAA ACCAAACGTA 40
ACACCAACCG CCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG 80
TGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACCTGTIT GCCGCGCAGG 120
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACTAGG AAGACTITCCG 160
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA AGGCGACAAC CTATCCCCAA 200
GGCTCGCCAG CCCGAGGGCA GGGCCTGGGC TCAGCCCGGG 240
TACCCTTGGC CCCTCTATGG CAACGAGGGT ATGGGGTGGG 280
CAGGATGGCT CCTGTCACCC CGTGGCTCTC GGCCTAGITG 320
GGGCCCCACG GACCCCCGGC GTAGGTCGCG TAATTTGGGT 360
AAGGTCATCG ATACCCTCAC ATGCGGCTTC GCCGACCTCA 400
TGGGGTACAT TCCGCTTGTC GGCGCCCCCC TAGGGGGCGC 440
TGCCAGGGCC CTGGCACATG GTGTCCGGGT TCTGGAGGAC 480
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAATTTGCCC GGTTGCTCTIT 520



-92-
- 104 -

TCTCTATCTT CCTCTTGGCT CTIGCTGTCC 549

(2) infcrmaqe 0 SEQ. ID NO: &0
Ay .
(1)  charakteristiky sekvence:

(A) délka: " 549 pukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) po¥et Fotdzch: jeden
(D)  topologie: linedrnd

(i1) typ ﬁ&lékdly} Dra
(vi) origindlni zdre¢j:

(C) individudlnl izoldf: Racs
(xi) popis sekvence:  -i! SEQ ID NO: 60
ATGAGCACAA ATCCTAAACC CCAAAGAAAA ACCAAACGTA 40
ACACCAACCG TCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG 80
TGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACCTIGTT GCCGCGCAGG 120
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACTAGG AAGACTICCG 160
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA AGGCGACAAC CTATCCCCAA 200
GGCTCGCCGG CCCGAGGGCA GGTCCTGGGC TCAGCCCGGG 240
TACCCTTGGC CCCTCTATGG CAACGAGGGT ATGGGGTGGG 280
CAGGATGGCT CCTGTCACCC CGCGGCTCCC GGCCTAGTIG 320
GGGCCCCACG GACCCCCGGC GTAGGTCGCG TAATTTGGGT 360
AAGGTCATCG ATACCCTCAC ATGCGGCTTC GCCGACCTCA 400
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TGGGGTACAT TCCGCTCGTC GGCGCCCCCC TAGGGGGCGC 440
TGCCAGGGCC CTGGCACATG GTGTCCGGGT TCTGGAGGAC — 480
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAATTTGCCT GGTTGCTCTT 520 | )
TCTCTATCTT CCTCTTGGCT CTGCTGTCC 549
(2) informace o... SEQ ID NO: 61

(L) charakteristiky sekvénce:

(A) délkaz-: 549 nukleotidd

(B) typ: nukleové kyselina

(C) podet Petdzcl: jeden

(D) topologie: linedraf

(i1) typ molekuly:-: pNA

(vi) origindln{ zdroj:
(C) individudIni izoldt: arg2

(x1) popis sekverdes SEQ ID NO: 61

ATGAGCACGA ATCCTAAACC TCAAAGAAAA ACCAAACGTA 40
ACACCAACCG CCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG 80
TGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACTTGTT GCCGCGCAGG 120
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACTAGG AAGACTICCG 160
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA AGGCGACAAC CTATCCCCAA 200
GGCTCGCCAG CCCGAGGGTA GGGCCTGGGC TCAGCCCGGG 240
TACCCTTGGC CCCTCTATGG CAATGAGGGT ATGGGGTIGGG 280
+CAGGGTGGCT CCTGTCCCCC CGCGGCTCCC GGCCTAGTTG 320

AR O T I
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GGGCCCCACA GACCCCCGGC GTAGGTCGCG TAATTIGGGT 360
AAGGTCATCG ATACCCTCAC ATGCGGCTITC GCCGACCTCA 400
TEGGGTACAT TCCGCTCGTC GGCGCCCCCC TAGGGGGCGC 440
TGCCAGGGCC CTGGCGCATG GCGTCCGGGT TCTGGAGGAC 480
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAATCTGCCC GGTTGCTCTT 520

549

TCTCTATCTT CCTCTTGGCT TTGCTGTCC
(2) informace o - SEQ ID NO: 62

(15--cbarakteristiky sekvence:
(A) délka 't 549 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet Petdzclh: jedem~
(D) topologie: linedrnt

(ii)}  %typ molekuly: DNR

origindlni zdroj:

(C) individudlnf izél4¢; SPL

(xi) ~opis sekvence™ : SEQ ID NO: 62

ATGAGCACGA ATCCTAAACC TCAAAGAAAA ACCAAACGTA 40
ACACCAACCG CCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG 80
TGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACCTGTT GCCGCGCAGG 120
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACTAGG AAGACTTCCG 160
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA AGGCGACAAC CTATCCCCAA 200
GGCTCGCCGG CCCGAGGGCA GGGCCTGGGC TCAGCCCGGG 240
TATCCTTGGC CCCTCTATGG CAATGAGGGT CTGGGGTGGG 280




(2)

-95-

CAGGATGGCT CCTGTCACCC CGCGGCTCTC GGCCTAGCTG
GGGCCCTACC GACCCCCGGC GTAGGTCGCG CAACTTGGGT
AAGGTCATCG ATACCCTTAC GTGCGGCTTC GCCGACCTCA
TGGGGTACAT TCCGCTCGTC GGCGCCCCCC TTAGGGGCGC
TGCCAGGGCC CTGGCGCATG GCGTCCGGGT TCTGGAGGAC
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAATTTGCCC GGTTGCICIT

TCTCTATCTT CCTCITGGCT TTGCTGTCC

informace o 552 ID NO: 63
(i) charakteristiky sexvence:
(R) délka: : 549 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Pet&zc: Jeden
(D) topologie: lineérn{

\

(11) +typ molekuly: DNA

(vi) Originélni_zdroj:
(C) jnaividuslaf izold¥: Ghl

(xi) popis sekvence: " SEQ ID NO: 63

ATGAGCACGA ATCCTAAACC TCAAAGAAAA ACCAAACGTA
ACACCAACCG CCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG
TGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACTITGTT GCCGCGCAGG
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACTAGG AAGACTTCCG
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA AGGCGACAAC CTATCCCCAA

e €5 e

320
360
400
440
480
520

549

40
80
120
160
200
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GGCTCGCCGG CCCGAGGGCA GGGCCTGGGC TCAGCCCGGG

TACCCTTGGC CCCTCTATGG CAATGAGGGT ATGGGGTGGG
CAGGATGGCT CCTGTCACCC CGTGGTTCTC GGCCTAGTTG
GGGCCCCACG GACCCCCGGC GTAGGTCGCG CAATTTGGGT
AAGATCATCG ATACCCTCAC GTGCGGCTTC GCCGACCTCA
TGGGGTACAT TCCGCTCGTC GGCGCCCCCC TAGGGGGCGC
TGCCAGGGCC "CTGGCGCATG GCGTCCGGGT TCTGGAGGAC
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAATCTGCCC GGTTGCTCCT
TTTCTATCTT CCTTCTGGCT TTGCTGTCC

(2) {afopmace o - SEQ ID NO: 64
(i) charakteristiky sekvence:
(A) as1ka: - 549 nuxleotids
(B) typ: aukleovd kyselina
(¢) polet Pet&zecld: Jeden
(D) topologie: linedrnt

(i) typ molekuly: DNA

(vi) origindlni zdroj:

(C) individudlaf izoldt: 115
(x1) papis. sekvence: : SEQ ID NO: &4
ATGAGCACGA ATCCTAAACC TCAAAGAAAA ACCAAACGTA
ACACCAACCG CCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG
TGGTCAGATC GTTGGTGGAG TTTACCTGTT GCCGCGCAGG

240
280
320

- 360

400
440
480
520
549

40
80
120




(2)

- {x1) popis sekvence:

GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACTAGG AAGACTTCCG
AGCGGTCGCA ACCTCGTGGA AGGCGACAAC CTATCCCCAA
GGCTCGCCAG .CCCGAGGGCA GGGCCTGGGC TCAGCCCGGG
"TACCCCTGGC CCCTCTATGG CAMTGAGGGT ATGGGGTGGG
CAGGATGGCT CCTGTCACCC CGCGGCTCCC GGCCTAGTIG
GGGCCCCARA GACCCCCGGC GTAGGTCGCG TAATTTGGGT
AAGGTCATCG ATACCCTCAC ATGCGGCTTC GCCGACCTCA
TGGGGTACAT TCCGCTCGTC GGCGCCCCCT TAGGGGGCGC
TGCCRGGGCC CTGGCGCATG GCGTCCGGGT TCTGGAGGAC
GGCGTGAACT ATGCAACAGG GAATCTACCC GGTTGCTCTT
TCTCTATCTT CCTCTTGGCT TTGCTGTCC

informace o SEQ ID NO: §5

(1) charakteristiky sekvence:
(A) gé1xa ! 549 nukleotidd

(8) tyb: nukleovd kyselina
(C) pozet retdzch: jeden
(D) topologie: lineArni

(ii) tyo molekuly DNA

(vl) origindla{ zdrojJ:
(C) individudlaf izoldt: 410

© SEQ ID NO: 65
ATGAGCACAA ATCCTAAACC TCAAAGAAAR ACCAAAAGAA

160
200
240
280
320 .
360
400
440
480
520
549

40




ACACTAACCG
TGGCCAGATC
GGCCCGAGAT
AACGATCCCA
AGATCGTCGC
TATCCTTGGC

- CAGGGTGGCT

GGGCCCCACT
AAGGTCAICG
TGGGGTACAT
TGCCAGAGCT
GGGGTAAATT
TICTCTATCTT

(2) informrace o

(a)

~98-

CCGCCCACAG
GITGGCGGAG
IGGGTGTGCG
GCCACGCGGA
ACCGCTGGCA
CCCTGTATGG
CCTGTCCCCC
GACCCCCGGC
ATACCCTAAC
TCCCGTCATC
CICGCCCACG
ATGCAACAGG
TCTCTTAGCC

GACGTCAAGT
TATACTTGCT
CGCGACGAGG
AGGCGTCAGC
AGTCCTGGGG
GAATGAGGGT
CGTGGCTICTC
ATAGATCGCG
GIGCGGITIT
GGCGCCCCCG
GAGTGAGGGT
GAATTIGCCC
CTCTTGICT

. SEQ ID NO: 656

délka

(1) charakteristiky sekvence:
¢ S10 .qukleotidd

TCCCGGGCGG
GCCGCGCAGG
AAAACTTCCG
CCATCCCTAA
AAGGCCAGGA
CTCGGCTGGG
GCCCTTCATG
CAACTTGGGT
GCCGACCTCA
TTGGAGGCGT
TCTGGAGGAT
GGTTGCTCTT

(B) typ: nukleovd kyselina

(©) poxat Petdzcd: jeden

(D) topologie: linedranil

(ii)

(vi)

typ molekxuly: .

DNA

origindlaf zdroj:
(C) individudlnf izoldt:

arg§

8a
120
160
200

240

280
320
360
400
440
480
520
549
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(xi) popis sekwence: SEQ ID NO: 66
ATGAGCACAA ATCCTCAACC TCAAAGAAAA ACCAAAAGAA 40
ACACTAACCG CCGCCCACAG GACGTCAAGT TCCCGGGCGG 80
TGGTCAGATIC GTTGGCGéAG TATACTTIGTT GCCGCGCAGG 120
GGCCCCAGGT TGGGTGTGCG CGCGACGAGG AAAACTTCCG 160
AACGGTCCCA GCCACGTGGG AGGCGCCAGC CCATCCCCAA 200
AGATCGGCGC -ACCACTGGCA..AGTCCTGGGG GAAGCCAGGA 240
TACCCTTGGC CCCTGTATGG GAATGAGGGT CTCGGCTGGG 280
CAGGGTGGCT CCTGTCCCCC CGCGGTTCIC GCCCTTCATG 320
GGGCCCCACT GACCCCCGGC ATAGATCACG CAACTTGGGT 360
AAGGTCATCG ATACCCTAAC GTGTGGTITTT GCCGACCTCA 400
TGGGGTACAT TCCCGTCGGT GGTGCCCCCG TTGGTGGTGT 440
CGCCAGAGCC CTTGCCCATG GGGTGAGGGT TCTGGAAGAC 480
GGGATAAATT ATGCAACAGG GAATCTGCCC 510
(2) informace o . SEQ ID NO: 67

(1) charakteristiky sekvence:

(A) gélka: . 29 nukleotidd

(B) typ='nukleové kyselina

() polet FetZzcd: jeden

(D) tnpologie: linedrnt

" (ii) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: . SEQ ID NO: 67

CAAACGTAAC ACCAACCGRC GCCCACAGG 29




(2) informace o

(2)

-100-

SEQ__: ID NO: &8

(i) charakteristiky sekvencet
(7). délka: . 24 nukleotidd
(B} typ° nukleovd kyselina
_u._'fC) polet Petdzcd: Jjeden
©=(D) topologie? linedrnmt

(ii) typ molekuly: DNA

(x1) popis sekvence : SEQ ID NO: 68

ACAGAYCCGC AXAGRTCCCC CACG
informace o SEQ _ ID NO: 69

(1) 2harakteristiky sekvence:
(&) délka ¢ 30 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) rolet retdzci: jedenm
(D) topologie: lineérnf

(i1) typ molekuly: - DMA

(¥1) ponis sekvence : SEQ ID NO: 69
CGAACCTCGA GGTAGACGTC AGCCTATECC

24

30




(2)

(2) informace o

~ (11) © typ molekuly: DIHA

(x1)  popis sekvence

(2)

-101=-

. SEQ ID NO: 70

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka:i: 30 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) podet Pet&zcl: jederm
(D) topologie: linedrai

GCAACCTCGT GGAAGGCGAC AACCTATCCC

inforzace o SEQ ID NO: 71

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 30 pukleotidd
(B typ: nukleovéd kyselina
(C) polet PFet&zcl: Jjeden
(D)  topologie: linedrnf

(ii) typ molekuly : DNA

(xi) popis sekvence : SEQ ID NO
GTCACCAATG ATTGCCCTAA CTCGAGTATT

informpace: o SEQ ID NO: 72

et

: SEQ ID NO: 70

: 71

30

30

2 TR SRR el
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(2)

(2)

i(xi) popis sekvence ..t SEQ ID
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(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: . 26 'nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Petdzcl: jedem
(D) topologie: linedrmf

(ii) typ molekuly: . DMNA
NO: 72

GTCACGAACG ACTGCTCCAA CTCAAG 26

inforamace ¢ S=ZQ ID NO: 73

(1) charakteristiky sekvence:
() délka‘* 28 ‘nukleotidd
(B) typ: nukjeov4 kyselina
(c) polet Teté&zcd: jeden

(D) topologie: lineérnt
(ii) typ molekuly: : DNA

(x1) popis sekvence: * SEQ ID NO: 73
TGGACATGAT CGCTGGWGCY CACTGGGG 23

informace o . SEIQ ID NO: 74
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) ' (i) charakteristiky sekvencej
(A) délka: 28 nukleotidd
3 o (B) typ: nukleovéd kyselina

(C) poZet Fetdzcld: jeden
(D) topologie: linedrai
(i1) typ molekuly: DNA .

[P

-‘,',‘.;T'-'”'-‘-"-',\‘-.' ’:....5.._,... - -,.~-‘-,: '(xi) pOpiS sekvence ':' SEQ ID NO: 74
cremaeen v cereny TGGAYATGGT GGYGGGGGCY CACTGEGE i3 il ne

(2) idformace o . SEQ ID NO: 75

(i) charakteristiky sekvence:
(A) gdlka: 20 nukleotidy:
(B) typ: nukleové kyselina
(C) poXet Petdzecl: jedem
(D) topologie: linedrnf

!

(11) typ molekuly : DNA

(xi) popis sekvence:. . : SEQ ID XO: 75
ATGATGAACT GGTCVCCYAC

(2) informace o SEQ ID NO: 76

(1) charakteristiky sekvence:

20




(R)

AACCCACTCT ATGYCCGGYC AT

{(2) .nformace o
(1)
(A)
(B)

-104-

) délka: 26 . nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet ret&zcld: jeden
(D) topologie: linedrnt
. (i) typ molekuly:. DNA
R ¢.< D) popish sekvence: . SEQ ID NO: 76
e ACCTTVSECCC AGTTSCCCRC CATGGA 26
MG FTe 0 T (2) informace o SEQ ID No:r FF i
(1) - charakteristiky sekvence:?
(A) délka {: 22 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Petdzcl: jeden
(D) topologie’ linedrmf
(ii)  typ molekuly: DNA
(Xi) pOpiS sekvence: SEQ ID NO: 77
22

SEQ ID NO: 78

charakteristiky sekvence:

délka: 18 nukleotidd
typ: nukleovd kyselina



(1) typ ﬂ;olekuly‘,.: DNA
(ki) popis sek?ence .t SEQ ID NO: 78
.?QBTCG;TGG GGTGACCG N
' i&f?é;“"”'" f(ff’in;ormade o ~ SEQ ID NOi ge I
PR SOOI gy charékteristiky sékvencg; o SEe
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(C) polet retdzcd: jeden
(D) topologie: linedrnt

(R) gélka: : 28 qukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) podet Pet&zcld: jeden
(D) tonologie: linedrnd

(ii) typ molekuly : DNA

(x1) popis sekvence : SEQ ID NO: 75
CCATGAATCA CTCCCCTGTG AGGAACTA

(2) informace o SEQ ID NO: 80

(1) Charakteristiky sekvence:
(A) @élxa: - 18 nukleotidd
(3) typ: nukleovd kyselina
© nolet Petdzed: Jedem

18

28




R e SRR A ce-

-106~

(D) topologie: linedrnf

(1) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence : SEQ ID NO: 80

TTGCGGGGGC ACGCCCAA
(2) informace o SEQ ID NO: 81

Y ey £ -

.- (1)~ ¢harakteristiky sekvence: YRl

PR T & .
DO . L8

Loy, f fﬁ%ﬁi.' | {A) dédlka:.. 33 nukleoﬁidd

(B) tvp: nukleovd kyselina
(C) poCet Petdzcld: jeden
(D) topologie: lineérnt

(ii) typ molekuly: - DNA

(x1) popis sekvence : SEQ ID NO: B1
YGAAGCGGGC ACAGTCARRC AAGARAGCAG GGC

(2) informace ¢ SEQ ID NO: 82

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: . 33 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) podet Fet&zcld: jeden

18

33
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(2)

(2)
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(D) topologie: linedranil

(i1) typ molekuly:  DNA

(x1) popis sekvence
RTARAGCCCY GWGGAGTTGC GCACTTGGTR GGC

inforanace o . SEQ IQ ¥o: 83

 {i) charakteristiky sekvence:
T ¢a)  délkas | 33 -nukleotidd -t T

-

- gy

(B) ' typ: nukleové kyselina
(C) polet Petizci: Jeden
(D) topologie: linedrnd

(i1)  typ molekuly:: DNA

(xi) nopis sekvence: * SEQ ID NO:
RATACTCGAG TTAGGGCAAT CATTGGTGAC RTG

‘informace o SEQ ID NO: 84

(1) charekteristiky sekvence:
(A) gélka: @ 33 pukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(©) poXet Petézcd: Jjeden
(D) topologie: linedrni

+ BEQ ID NO: 82

33

33
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(i{) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 84
AGYRTGCAGG ATGGYATCRK BCGYCTCGTA CAC - 33

(2)  informace o SEQ ID NO: 85
| {i)vchapakteristiky sekverce:
e oo (B) g8aka: -+ 33 ‘nukleotidd emeen o
SRET gg)Atyb: nukleovd kyselins ;. .::--
(c)'poéet Petdzcl: jeder R
(D) topologie: linedrmd

(i) typ molekuly:  DNA

(xi) popis sekvence :: SEQ ID NO: 85
GTTRCCCTCR CGAACGCAAG GGACRCACCC CGG 33

(2} informace o SEQ ID NO: 86

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: . 33 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) polet Petdzcl: jeden
(D) topologie: lineédrnd

(i1) tvp molekuly: DNA

4
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(xi) popis sekvence: . SEQ ID NO: 86
CGTRGGGGTY AYCGCCACCC AACACCTCGA GRC a3

(2) ynformace o SEQ ID NO: 87

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka !: 33 nukleotid&

-

-'.(B) typ: nukleovd kyselina e
A __{C) polet Fetdzed: jederr pon .
.:;;“iy"..(Pf.¢ppologie. llngérngh; ene

(31)  typ molekuly:' DNA

(xi) nopis sekvence: : SEQ ID NO: 87
CGTYGYGGGG AGTTTGCCRT CCCTGGTGGC YAC 33

(2) informace oo . SEQ ID NO: 88

(1) charakteristiky sekvence: -
(R) déika "' 33 pukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
() podet Fetézcd: jeden
(D) 't0pologie: linedrnt

(ii) typ molekuly : DNA

(xi) oopis sekvence .+ SEQ ID NO: 88
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CCCGACAAGC AGATCGATGT GACGTCGAAG CTG

(2) infeornace o . SEQ ID NO: 89

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka ; 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
(C) polet retdzew: jedem
- {DY " topologie: linedrad

[ (AT

- (131) typ molekdly‘: “DNA

(2)

(x1) popis sekvence: SEQ ID NO: 8%
CCCCACGTAG ARGGCCGARC AGAGRGTGGC GCY

informace o SEQ ID NO: S0

(i) charakteristiky sekvernce:
(A) délka: : 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polZet Petdzcl: jeden
(D) topologie: linedrnf

(ii) tyo molekuly : -DNA

(22) popis sekvence: SEQ ID NQ: 90
YTGRCCGACA AGAAAGACAG ACCCGCAYAR GTC

gg T

33

33
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(2) informace o . BEQ ID NO: 91

1) charakteristiky sekvence®
C(A) gé1ka ¢ 33 nuklectidd
- (B) tyw: nukleové kyselina
(c) polet Pet&zcd: jedem
e iA0) yopologle: linedrnf”

(i

P S L S

.+ {41)- typ molekuly : DNA  fii  Rew ooy

(xi) popis sekvence : BEQ ID NO:

CGTCCAGTGG YGCCTGGGAG AGAAGGTGAA CAG
(2) informace & -, SEQ ID NO: 92

(i) charakteristiky sekvence:

(A) délka :: 33 nukleotidd
(B) typ % mukieevé kyselina
(C) polet Fetd&zcl: jeden
(D) topologie: linedrnt

/

(ii) +typ molekuly: DNA

(x1) popis sekvence:
GCCGGGATAG ATRGARCAAT TGCARYCTTG CGT

. SEQ ID NO:

91
33

92 |
33




(2)

(2)
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informace o SEQ ID NO: 93

(1) charakteristiky sekvence:
(A) gé1ka: 33 nukleotidd
(B)typ= nukleovd kyselina
(c)poéet Fet&zeld: jeden
o) topologie: linedrni

(1) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: . SEQ ID NO: 93

CATATCCCAT GCCATGCGGT GACCCGTTAY ATG

informace o - SEQ ID NO: 94

(1)  charakteristiky sekvence:
(A) délka : . 33 nukleotidy

(B) typ: nukleovd kyselina
(C) podet Fetézci: jeden
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: DNA

(i) popis sekvence: . SEQ ID NO: 94
YACCAAYGCC GTCGTAGGGG ACCARTTCAT CAT

(2) informace © SEQ ID NO: 95

W N ES A R ol

33

33
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(2) informace o

(i) charakteristiky sekvence:
(R) gé1ka: - 33 nukleotigd
A (B) typ: nukleovd kyselina
(C) podet retdzcd: jeden -

(D) topologie: lineédrnt
(1i) typ molekuly .: DNA TS

(xi) pOplS sekvence. - SEQ ID dO' 93‘

Rt e

GATGGCT“GT GGGATCCGGA GYASCTGAGC YAI 1’33

inforaace o SEQ\ID NO: 96

(1) charakteristiky sekvence:
(A) gé1ka: - 33 pukleotidd
(8) typ* nukleovd kyselina
(c) polet retdzcd: jedem

/ (®) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: DNA

(xi} popis sekvence: SEQ ID NO: S6 |
GACTCCCCAG TGRGCWCCAG CGATCATRTC CAW 33

. SEQ ID NO: 97

(1) characteristiky sekvence:



(2}

"(xi) popis sekvence:

-114-

(A) délka 33 . nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(c) pofet Pet&zcd: jedén
(D) topologie: linedraf

(11)  typ molekuly: DNA

‘v 'SEQ IDNO: 97

CCCCACCATG GAGAAATACG CTATGCCCGC YAG o

&

st Ay -

informace a SEQ ID NO: g3
(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: , 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet Petdzcd: jeden
(D) topologie: linedrmf

(11) typ molekuly DNA

(xi) popis sekvence
TAGYAGCAGY ACTACYARGA CCTTCGCCCA GTT

informace o SEQ ID NO: 99
(1) charakteristiky sekvence:

(A) délka .: 33 gukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina

1 SEQ ID NO:

g8

33

33
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(C) poket retdzei: jedem
) (?) topologie: linedrnd
. (i1)¢yp molexuly:  DNA
(xi{) popis sekvence: SEQ ID NO: 99
_ GSTGACGTGR GTKTCYGCGT CRACG'CCG‘G‘Q RAA o .'33.

~ troun, 1ae - (2Finformace o SEQ ID XO: 100 e
e e s VBT TcRarakteristiky sekvences - viri AL Pl

(A) délka: : 33 nukleotidd.
(B) typ: nukleowd kyselina
(C) podet PFetdzcd: Jedem
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly:  DNA

(xi) pnnis sekvence: . SEQ ID NO: 100 :
GGAAGYTGGG ATGGTYARRC ARGASAGCAR AGC 33

(2) {nformace o - SEQ ID NO: 101

(i) charakteristiky sekvence:
; (A) délka: . 33 nukleotidd
(B) typ‘ nukleovd kyselina
(C) podet Petdzcl: Jeden




(2)
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(D) tovologie: linedraf

(11) typ molekuly: DNA

(x1) popis sekvence : SEQ ID NO: 101
GTAYAYYCCG GACRCGTTGC GCACTITCRTIA AGC

informace o SEQ ID NO:' 102 =

N )
e oy LA AR T X ol il K LIPS )
i ORASNRIR N 2 Rl L S )
MRITT N RS

&%) charakteristiky sekvence:
(A) gélxa: - 33 nukleotidd iwm=r—u— ~-

(B) typ: nukleovéd kyselina
(€ polet Fet¥zcl: jeden
(D) topologie: linedrnf

(1) typ molekuly: DNA

(x1) popis sekvence: . SEQ ID NO: 102

AATRCTTIGMG TTGGAGCART CGTTYGTGAC ATG

infcrmace o SEQ- ID NO: 103

(i) charakteristiky sekvence:
() délke . 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyseline
(C) polet PetZzcli: jeden
(D) topologie: linedraf

33

33
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(i1) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: - SEQ ID NO: 103
LRGYRTGCATG ATCAYGTCCG YYGCCTCATA 'CAC - 33

informace a BEQ ID NO: 104

(1) charakteristiky sekvence:

(A) délka: : 33 nukleotidd

(B) typ: nukleové kyselina R
U7, .%C) poket Pet&zcd: jeden ,;:"?';;Téﬁf.
"HUTD) topologie: linedrnd ‘ '

(ii) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: : SEQ ID NO: 104"
RTTGTYYTCC CGRACGCARG GCACGCACCC RGG 33
(2) informace o SEQ ID NO: 105
/

(i) charakteristiky sekvence:
(A) gélka ¢ 33 quxleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(€ polet Petdzed: jedenm
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly : DNA
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(xi) ropis sekvence: .: S8EQ ID NO: 105
CGTGGGRGTS: AGCGCYACCC AGCARCGGGA GSW 33

(2) informace @ SEQ: ID NO: 106

N &) charakteristiky sekvence®

l: tpﬁvgﬁ huﬁM E :?,_ - (R) adlka ¢ 33 nukleotidd

‘Tﬁxc'ﬁf?:' crt wwe. (B) typi aukleovd kyselina, .

'fof";" s ;g;;-v:.(ghmpocet Fetdzcd: Jedenm . .. ﬁmi o
At o e D) topologie: linedrnf e ;;“ L

(ii) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence ‘: SEQ ID NO: 106
YGTRGTGGGG AYGCTGXHRT TCCTGGCCGC VAR 33

(2) informace o SEQ ID NO: 107

(i) charakteristiky sekvence ¢,

(B)  ag1xa * 33 pukleotidd
() typ: nukleovd kySelina
(©) oget petszcd: jeden
(D) topologie® lineédrni

(i1) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 107
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CCCRACGAGC RARTCGACRT GRCGTCGTAW TGT

(2) informace @ SEQ ID NO: 108

(1)

(i1) typ molexuly:

(1) sopis sekvence

charakteristiky sekvence:
(A) délka: 33 nukleotidi

(B) typ‘: nukleovd kyselina -
. {C) polet Petdzcd: jeden =
w.i.. (D). topologie: linedrnf

.o -
L

DNA

YCCCACGTAC ATAGCSGAMS AGARRGYAGC CGY

(2) informace o ¢ S8EQ ID NO: 109

(1)
/

(ii)

(xi)

charakteristiky sekvence:
(A) gélka: - 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyseline
(C) poZet Fetdzcld: jeder
(® topologie: lin§érni

typ molekuly,: DNA

popris sekvence : SEQ ID NO:

CTGGGAGAYR AGRAAAACAG ATCCGCARAG RTC

» 8EQ ID NO:

108

108

33

33

33
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informace o . SEQ ID NO: 110

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 33 nukleotidd

(8) typ: nukleovd kyselina -.
(C),;poéet Fet&zed: jedem ¢ .
(D)  topologie: linedraf. I -

(ii)'typ molekuly: - DNA

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 110

YGTCTCRTGC CGGCCAGS3G AGAAGGIGAA YAG 33

informace @ SEQ ID NO: 111

(1) charakteristiky sekvence:
(A) gé1xa: ° 33 pukleotidd

(8) typ: nukleovd kyselina
() polet Pet&zcd: jederm
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: - DNA

(xi) popis sekvence: © SEQ ID NO: 111
GCCGGGATAG AXKGAGCART TGCAKTCCIG YAC 33
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(2) informace Qe SEQ ID NO: 112

(1) charakteristiky sekvence:

(a) délka: , 33 nukleotidd

(B) typ: nukleovd kyselina

,(C) poet retézcd: jedea

(D) topologie‘ linedrnf ... im0

(TS

“ v

(1i) :typ molekﬁly: DNA

(%1) popis sekvence: SEQ ID NO: 112
CATATCCCAA GCCATRCGRT GGCCTGAYAC CTG 33

(2) informace o ~ SEQ ID NO: 113

(1) charakferistiky sekvence:
(A) délka:: 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
/ (C) polet retdzcld: Jjedem
(D) topologie: linedrni

(ii) typ molekuly: DNA

(xi) popi‘s sekvence: SEQ ID NO: 113 .
CACTARGGCT GYYGTRGGYG ACCAGTTCAT CAT . 33

(2) . SEQ ID NO: 114

informace o
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(1) charakteriistiky sekvenrce:
(A) gé1ka: -* 33 qukleotidd
(8) typ* aukleovéd kyselina
(c) polet Fetdzcli: jeden

e (D) topologie: linedrmfi -

{;i) typ molekuly: A '

‘{x1) popis sekvence: : §5Q ID NO: 114

33

GACRGCTTGT GGGATCCGGA GTAACTGCGA YAC . .
(2) informace o  SEQ ID NO: 115
(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 33 nukleotidd
(B) typ*® nukleovd kyselina
(C) polet fet&zcld: jeden
(D) topologie: linedrni
(ii) typ molekuly: DNA
(x1) popis sekvence : SEQ ID NO: 115
33

GACTCCCCAG TGRGCCCCCG CCACCATRTC CAT
(2) informace o SEQ ID NO: 116

(i) charakteristiky sekvence:




sz orle o {x4) popig sekvence: !
- " BCCCACCATS GRWWAGTAGS CARGGCCCSECYAG b 33
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(A) délka: : 33 nukleotidd
(B) typ‘ nukleovéd kyselina
(C) polet fetZzcl: jedem
(D) topologie: linedrnt

(11) | tvp molekuly: DNA
EZQ ID NC: 116

SEQ ID No: 117 74! SEENEITIALY L
AT R L e ‘,."..,,5.:,,',\'..5,;-_ .?':».,:. o

. informace o

-(i) charakteristiky sekvence?

(2)

(A) délka : 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet retdzcl: jeden
(D) topologie? linedrnf

(fi) typ molekuly: DNA

GAGTAGCATC ACAATCAADA CCTTAGCCCA GTT 33

informace o ' SEQ ID NO: 118
(1) charakteristiky sekvence:

(A) délka: 33 nukdotidd
(B) typ* nukleové kyselina
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(c) polet Fet&zcld: jeden
(P) topologie: linedrni

(i1) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence:

| AT

: SEQ ID NO:
- YGWCRYGYRG GIRTRCCCGT CAACGCCGGC-ARA -7

[l S

[ L AT VRN t

informace o  SEQ ID NO: 113
(i)charaktéfistikf sekvence:
(A) délka: - 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) polet retdzcl: Jeden

(D) topologie: linedrn{
(ii1) typ molekuly: DNA

(x1)  popis sekvence:
TCCTCACAGG GGAGTGATTC ATGGTGGAGT GTIC

informace o SEQ ID NO: 120

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 33 nukleotidd

(B) typ: nukleovd kyselina
(C) podet ret¥zcd: jedem

P Ao e smy
T e v et ey "

+ SEQ ID NO:

119

233

33
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(D) topologie: linedrnf

(ii) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO

INFORMATION FOR bEQ ID NO' 121

-, .

. (i) éﬁdrakteristiky sekvence:

(2)

(A) gé1ka: "33 qukleotidd
(B)typ nukleovd kysellna

(C) potet Petized: jedem -

(D) topologie: lineérnt

(ii) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence:
GC?TGGAGGC TGCACGRCAC TCATACTAAC GCC

informace o : SEQ ID NO: 122

(1) charakteristiky sekvence:
A) ag1ka: 33 qukleotidd

(B) typ nukleovd kyselina
(C) polet ret&zcl: jedem

(D) topologie: linedrni

: 120
ATGGCTAGAC GCTTTCTGCG TGAAGACAGT AGT

: SEQ ID NO: 121

33

33
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(ii) typ molekuly: DNA

(1) [onis sekvence: : BEQ ID NO: 122
CGCAGACCAC TATGGCTCTY CCGGGAGGGG GGG

(2) informace o SEQ . ID NO: 123
{i) charakteristiky sekvence:
(3) gé1ka: 33 .nukleotidd

"‘C)'ﬁééet fetdzcld: jeden
(D) topologie’ linedrmt

(1) typ molekuly: DNA

(x1)  popis sekvence : SEQ ID NO: 123
TCRTCCYGGC AATTCCGGTG TACTCACCGG TTC

(2) informace o ~SEQ ID NO: 124

{i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: i 33 qukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
(C) polet retdzed: jeden
(D) topologie: lineédrnt

(ii) typ molekuly: DNA

{3) t#p: nukleovd kyselina RIS

33

i,

33
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(xi) popis sekvence: . SEQ ID XNO: 124

GCATIGAGCG GGTTDATCCA AGAAAGGACC CGG 33

(2) 'informace @ SEQ ID NO: 125

(i) charakteristiky sekvernce:

(A) Qélka: 33 nukleotidd
} Coenis T S ¢:)) typ nukleové kyséiina .
ﬂ*”*i:._{a:aza ‘ - {8 . po¥et Fet&zecl: aedem |

ST T DY - topologhet llneérnf

(i1) typ molekuly: DNA
(xi)popis sekvence : SEQ ID NO: 125
AGCAGTCTYG CGGGGGCACG CCCAARTCTC CAG 33

(2) informace o ' SEQ ID NO: 126

(1) charakteristiky sekvence:
(A) Q3qélka: ' 33 nukleotidd

(8) typ*: nukleovéd kyselina
(€) podet retdzcd: jeden
(D) .topologie: lineérnf

(i1) typ molekuly:: DNA

(xi) oopis sekvence : SEQ ID NO: 126
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ACAAGGCCTT TCGCGACCCA ACACTACTCG GCT
(2) informace o SEQ ID NO: 127

(1) charakteristiky sekvence:
) aglia: ¢ 33 pukleotidd
“ (B) typ: nukleovd kyselina "

VDT (C) podet Petdzed: Jjedem
“+" .- -(D) topologie: linedrni

RO S D .‘.22".-?-.,' v},fg_l e e [SEF
(11) typ molekuly: DNA

(xi)" popis sekvence : SEQ ID NO:
GGGGCACTCG CAAGCACCCT ATCAGGCAGT ACC

(2) informace o . SEQ ID NO: 128

(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: ° 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovéd kyselina
(C) podet Fetdzcl: jedem
(D) topologie: linedrni

127

33

33
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¢ (11) typ molekuly:  DNA
‘ ’ (xi) popis sekvence: _ . SEQ ID NO: 128
" YGTGCTCATG RTGCACGGTC TACGAGACCT CCC 33
(2)  informace o SEQ ID NO:'129 A
AFTTER TR TS LA (i)JEéharakteristiky sekvencel ‘ R
B opurieer - (&) gé1ka: ¢ 33 pukleotidd

(B) typ: nukleovd kyselina
(C) potet Feté&zci: jeden
(D) topologie: lineédrnf

(ii) typ molekuly:. DNA

(xi) popis sekvence: --: SEQ ID NO: 128’
GTTACGTTTG KITYTTYTTT GRGGTTTRGG AWT .33

(2) informace o : SEQ ID NO: 130

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: : 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(c) polet TFet&zcli: jeden
(D) topologie: linedrn{
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(i1)  typ molekuly: DNA
(xi) popis sekvence: . 8EQ ID NO: 130
CGGGAACTTR ACGTCCTGTG GGCGRCGGTT GGT 33

R (2) informace o  SEQ ID NO: 131
- S e . . et ji’?’ . . :........:.,, e o eas

| (1) charakteristiky sekvence:
'ﬁiixiﬁi%:-zqgi(A) délka: 3% duxleotidd -IOuim. i L.
i Le o {B) " typ® nukleovd lE'y'seJ.i.néi?~-1

| () polet Pfet&zclh: Jjeden

(D) topologie: linedrnd

(ii) typ molekuly: DNA

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 131
CARGTAAACT CCACCRACGA TCTGRCCRCC RCC 33

(2)  ipnfoprmace o  SEQ ID NO: 132
(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka : 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) poet Petdzel: jeden
. a (D) topologie: linedrmf

‘ (i1) typ molekuly: DNA
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(xi) popis sekvence: : SEQ ID NO: 132
RCGCACACCC ARYCTRGGGC CCCTGCGCGG .CAA
(2) informace o SEQ ID NO: 133
FrA {1) chevakteristiky sekvence:

3TH: 3¢ nn;lff?iiag;g”ﬁﬁﬁf . (A?aéika "t 33 nUkLEOtiaﬁgﬁzﬂgp”:i:j

33

:;-%Zfzfﬁtﬂgf?{ iy e (B)typf nukleové kyselina ... ... -
RIS e “”‘Eg;méet Fetdzcld: jJedem 1zt v =

topologie: linedrnd
p g © oA

-4 typ molekuly:

(xi) pcpis sekvence : SEQ ID NO: 133
AGGTTGCGAC CGCTCGGAAG TCTTYCTRGT CGC

(2) informace o SEQ ID NO: 134

A1) charakteristiky sekvence:
(A) délka : 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
(C) poZet Petzcl: jedem
(D) topologie: linedrat

(i1) typ molekuly*® pNA

(xi) popis sekvence: . SEQ ID NO: 134

.33‘
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RCGHRCCTTG GGGATAGGCT GACGTCWACC TCG

(2) informace ¢ = SEQ ID NO: 135

(1) charakteristiky sekvence:
(A) gé1ka: 3% nukleotiddt
(B) t&p‘ nukleovd kyseliné
(€ polet Fetdzcd: jeden
(@) topologie: linedrnt

(i1)  typ molekuly: DNA
(x1)  popis sekvence: SEQ ID NO: 135
RCGHRCCTTG GGGATAGGTT GTCGCCWICC ACG

(2) informace o SEQ ID NO: 136

(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 33 nukleotidd
(B) typ: nukleové kyselina
(C) podet retdzcd: jedem
(D) tobblogie: linedrand

1y(id)

~ typ molekuly: 1 DNA

(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 136
YCCRGGCTGR GCCCAGRYCC TRCCCTICGGR YYG

33

33

33
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. (@)

(2)

(2)

L3 typ molekuly: DNA -

iaformace o  SEQ ID NO: 137
(1) charakteristiky sekvence:
(A) délka: ; 33 :nukleotidd
(B) typ°‘ nukleovéd kyselina
(C) polet Petdzcl: jeden
. (D) tdpologie: linedrni

CoEmalT
-6 RN

(x1)" popis sekvences: SEQ 1D NO: 137-
BSHRCCCTCR TTRCCRTAGA GGGGCCADGG RTA 33

sl w0

informece o . SEQ ID NO: 138

(1) charakteristiky sekvence:
(R) agi1ka: 33 nukleotidd
(8) t}pi nukleovéd kyselina
(c) polet PetZzcl: Jjeden
(D) topologie: linedrnt

(ii) typ molekuly: DNA

(x1) popis sekvence: SEQ ID NO: 138
GCCRCGGGGW GACAGGAGCC ATCCYGCCCA CCC ' 33

informace a SEQ ID NO: 139

IR It YL PRI e
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(1) charakﬁeristiky sekvence-
. (A) délka: 33 nukleotidd
(B) typ* nukleovéd kyselina
(C) podet Petdzcld: jederm
(D) topologiet linedrmd

L P P s ede o tem

L o _(ii) typ mblekuly: DA { ,.'-1

Y.-‘t%%i) popis sekvénce:' ‘.SEQ ID NO: 139
CCGGGGGTCY GTGGGGCCCC AYCTAGGCCG RGA 33
(2) informace ¢ ' SEQ ID NO: 140

(i) charakteristiky sekveace:
(A) gélka: 33 pukleotidd
(B) typ: nukleové kvseline
< podet Fet&zcld: jeden
(D) topologie: linedrn{

(i1) typ molekuly: DNA

(x1) popis sekvence: SEQ ID NO: 140
ATCGATGACC TTACCCAART TRCGCGACCT RCG 33
(2) informace o SEQ ID NO: 141

(i) charakteristiky sekvence:
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P SN, .

(R) délka : 33 nukleotidd
| (B) typ: nukleovd kyselina
. | . (C) poZet Petdzecl: jedem
(D) topologie: linedrnt

(i1) typ molekuly: . »pNA

eomermrens. peoorn v, o 4%1).. popls sekvence: . SEQ.ID NO::141: o

©Gf foisseres. .o CCCCATGAGR TCSGCGAAGC CSCAYGTRAG GGT "33
uT:._,“H" o - ..wl: . i {wh C . R 7?i,fj,“.fﬁ_
(2) informace o  SEQ ID NO: 142

(1) charakteristiky sekvence:

(R) 4¢1xa © 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina

(C) polet Petizcld: jeden
(D) topologie: linedrni

(%é) typ molekuly: DNA

(xi) pODlS sekvernce: SEQ ID NO: 142
GCCYCCWARR GGGGCGCCGA CGAGCGGWAT RTA 33

(2) informace o SEQ ID NO: 143
(1) charakteristiky sekvence:

(A) gé1xa : 33 nukleotidd
(B) typ: nukleovd kyselina
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(C) podet Fetdzcd: jeden
(D) topologie: linedrnt

DNA

* (i1)  typ molekuly:
< SEQ ID NO: 143

(x1)  popis sekvence:

AACCCGGACR CCRTGYGCCA RGGCCCTGGC AGC 33
%
. .‘ ) PR ‘ . . . ) i ) g . .:|'_~,:.“' fen .‘\I.:‘- .._
_.(2? informace o SEQ 1D NO'Lfff.“.tt, o e .
(i) " charakteristiky sekvence:
(A) dé1ka *° 33 pukleotidd
(B) typ® nukleovd kyselina
(c) polet Fet&zcl: jeden
(p) topologie: linedrni
(ii) typ molekuly: DNA
(x1) popis sekvence: . SEQ ID NO: 144
33

RTTCCCTIGTT GCATAGTTCA CGCCGTCYIC CAG

(2) inforzace o SEQ ID NO: 145

(i) charakteristiky sekvence:
() délka: 33 .nukleotidd
(B) typ* nukleovéd kyselina
(C) polet Fetdzcd: jedea
(D) topologie: linedrni
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N e i e

(11) typ molekuly: DNA

(xi) oopis sekvence: SEQ ID NO: 145
CARRAGGAAG AKAGAGAAAG AGCAACCRGG MAR

(2) informace o SEQ ID NO: 145

vyt v
1;};§_§§:£:3EE?WCFH N '(1) " charakteristiky sekvence:
NiL PR Fe RS R TAN . - .(‘A)._.délka: ; ,'20 nukleotidﬁ . "",{ o
o e (B) typ: nukleovd kyseIinma
(C) podet tetdzcd: jedem--
(?) topologie: linedrnd{
(ii) typ molekuly: DNA
(xi) popis sekvence: SEQ ID NO: 146
AGGCATAGGA CCCGTGTCTIT
y .
(2)  jinformace o SEQ ID NO: 147
(i) charakteristiky sekvence:
(A) délka: 20 nukleotidd
(B) typ: nukléovd kyselina
(C) polet ret&zcld: jedem
(D) topologie: linedrn{
. (ii)  typ molekuly: DNA
) (x1)  popis sekvence: - SEQ ID NO: 147
CTTCTTTGGA GAAAGTGGTG

/.
Juor, ow&% CﬁORéiK
aivk%t

/

33

20

20
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PATENTOVWVE N AROKY

1.Kompozice, zahrnujici prirozenéd se nevyskytujici nukleovou

kyselinu majici non-HCV-1 nukleotidovou sekvenci
vybrdnou z osmi nebo vice nukleotidd z jaderné oblasti

vybréno% ze sekvenci oznadenych ID &isly S3-66.

2. Kompozice podle naroku 1, kde uvedenid non-HCV-ti
nukleotidovd sekvence prfedstavuje jeden nebo vice genotypi

HCV.

3. Kompozice podle naroku 2, kde uvedena non-HCV~! sekvence
predstavuje sekvenci prvniho genotypu a je definovana
sekvencemi oznadenymi S3 az 57 v jaderném regionu.

4. Kompozice podle naroku 1, kde uvedenad prirozené se
nevyskytujici nukleova kyselina m4 nukleotidovou sekvenci,
odpovidajici jednomu nebo vice genotypim viru hepatitidy C.

5. Kompozice podle naroku 4, kde uvedenid prirozené se
nevyskytujici nukleovd kyselina ma4 nukleotidovou sekvenci,
odpovidajici sekvenci prvniho genotypu viru hepatitidy C;
ktery je definovdn sekvencemi 53-S7 v jaderném regionu.

6. Kompozice podle naroku 4, kde uvedenid prfirozené se
nevyskytujici nukleovd kyselina m& nukleotidovou sekvenci,
odpovidajici sekvenci druhého genotypu viru hepatitidy C,

ktery je definovan sekvencemi 58-64 v jaderném regionu.

7. Kompozice podle naroku 4, kde uvedeni prirozené se
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nivyskytujici nuklecova kyselina ma nukleotidovou sckvenci,

odpovidajici -sekvenci téettho genolypu viru hepatitidy-C,— —— S

ktery je definovan sekvencemi 65-66 v jaderném regionu.

8. Kompozice podle naroku 1, kde uvedend pfirozené se
nevyskytujici kyselina je schopna nastartovani reakce syntézy
nukleové kyseliny za vzniku nukleové kyseliny, majici
nukleotidovou sekvenci, odpovidajici viru hepatitidy C.

9. Kompozice podle naroku 1, kde uvedend prirozené se
nevyskytujici nukleovd kyselina m& znadkovaci prostrfedky pro
detekeci hybridizaéniho produktu.

10. Kompozice.podle naroku 1, kde uvedenid pfirozené se
nevyskytujicl nukleova kyselina ma nosidové prostredky pro

separaci hybridizaéniho produktu z roztoku.

11. Kompozice podle naroku !, kde uvedena prfirozené se
nevyskytujici nukleovd kyselina brani transkripci nebo

translaci virové nukleové kyseliny.

{2. Zpusob tvorby hybridizadniho produktu s HCV nukleovou
kyselinou, vy zna é&ujici se t im, 2¢ zahrnuje
nasledujici stupné:

a) umisténi nukleové kyseliny, majici osm nebo vice nukleotidu
non-HCV-1 sekvence hepatitis C virdlniho genomu, v jaderném
regionu predstavovanou sekvencemi oznadenymi jako 53-66

do podminek, za kterych hybridizacéni podminky mohou

byt vyuzity, uvedend nukleovd kyselina vytvori hybridizaén{
produkxt s uvedenou HCV nuklecovou kyselinou za hybridizaénich

podminek a

b) vyuziti hybridizaénich podminek k vytvorfeni hybridizaéniho
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produktu za pritomnosti HCV nukleové kyseliny.
13. Zpusob podle ndroku 12, vy znaédugijici s e t
Zze uvedena nukleotidova sekvence odpovidéd non-HCV-1

nukleotidové sekvenci, odpovidajici jednomu nebo vice

-y
=]

genotypum HCV.

t4. Zpiusob podle naroku 12, vy znaé&uijici s e tim,
2e uvedend nukleotidovad sekvence predstavuje prvni genotyp,
kde prvni genotyp je definovan sekvencemi &islovanymi S53-57 v

jaderném regionu.

Py

15. Zptisob podle naroku 12, vy znaéduijicdi i se tim,
ze uvedeny hybridizaéni produkt je schopen nastartovani reakce

syntézy nukleové kyseliny.

16. Zpusob podle naroku (2, vy znaduijici s e tim,
Z2e uvedend prirozené se nevyskytujici nukleova kyselina ma
znadkové prostredky pro detekci hybridizaéniho produktu.

17. Zpasob podle naroku 12, vy zna duijicii s e t im,
2e prirozené se nevyskytujici nukleovid kyselina m& nosné
prostredky pro separaci hybridizaéniho produktu z roztoku.

18. Zpusob podle naroku 12, vy zna éujici s e t im,
Ze prirozené se nevyskytujici nukleovad kyselina brani
transkripci nebo translaci virové nukleové kyseliny.

19. Zpisob detekce jednoho nebo vice genotypt HCV,
vyznadcujici s e t i m,2e zahrnuje

a) umisténi nukleové kyseliny, majici nukleotidovou sekvenci
osmi nebo vice nukleotidd z jednoho nebo vice genotypﬁ HCV
genomu z jaderného regionu vybranou ze sekvenci se Seq.ID é&isly
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. 52 a2 66, za podminek, kdy hybridizaéni podminky mohou”

byt ;§Vdigny;
b) vyvolani hybridizaénich podminek za vzniku hybridizaé&niho

produktu za prfitomnosti HCV nukleové kyseliny a

c) sledovani, jak nukleovad kyselina vytvari hybridizaé&ni
produkt, kde tento hybridizaédni produkt indikuje prfitomnost
genotypu HCV. ‘

A
advok




