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Podjednotka B3 lidského G-proteinu E?gbff//

Oblast techniky

Vynédlez popisuje nov& objevené lidské G-proteiny, Zv1&%-
té pak podjednotky B3 G-proteind, a zpusoby p¥ipravy a pou-

Ziti té&chto proteind v diagndze a terapii.

Dosavadni stav techniky

Heterotrimerni proteiny vézajici nukleotidy guaninu (G-
proteiny) jsou velmi dileZité p¥i p¥enosu signdlu uvnit¥
butky. Zprost¥edkovdvaji p¥enos extraceluldrnich signdld po
stimulaci hormondlnich receptort a dalSich receptorl, které
po aktivaci prochézeji konformadni zm&nou. Ta vede
k aktivaci G-proteind, které hohou nédsledné aktivovat nebo
inhibovat intraceluldrni efektory (nap¥iklad iontové kanaly,
enzymy) . Heterotrimerni G-proteiny jsou sloZené ze t¥i pod-
jednotek a, B a y. K dnednimu dni bylo biochemickymi a mole-
kuldrné biologickymi metodami charakterizovino n&kolik rtz-
nych podjednotek o, 5 podjednotek B a p¥ibli¥n& 12 podjedno-
tek v (Birnbaumer L. a Birnbaumer M., Signal transduction by
G proteins: vyddno v roce 1994, J. Recept. Res. 15:213 aZ
252, 1995; Offermanns S. a Schultz G., Complex information
processing by the transmembrane signaling system involving G
proteins. Naunyn Schmiedebergs -Arch. Pharmacol. 350:329 a¥
338, 1994; Nurnberg B., Gudermann T. a Schultz G., Receptors
and G proteins as primary components of transmembrane signal
transduction. 2. C&st G proteins: structure and function. J.

Mol. Med. 73:123 aZ 132, 1995; Neer E. J., Heterotrimeric G
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proteins: Organizers of Transmembrane Signals. Cell 80:249
aZ 257, 1995; Rens-Domiano S. a Hamm H. E., Structural and
functional relationships of heterotrimeric G-proteins. FASER
J. 9:1059 aZz 1066, 1995).

Aktivace urcitych podjednotek o prost¥ednictvim recepto-
rd miZe byt inhibovéna preinkubaci s toxinem &erného kadle
(PTX-pertussis toxin). Mezi tyto podjednotky zahrnujeme
pfedev8im o izoformy ail, ai2 a ai3 a rizné podjednotky oo.
G-proteiny té&chto typd jsou také oznaloviny jako PTX-

senzitivni G-proteiny.

Podstata vyndlezu

Podjednotky Y a B jsou nositeli zdkladnich funkci p¥i
aktivaci G-proteind a p¥i modulaci intraceluldrnich reakci.
.Véechny podjednéﬁky B Géprdteihﬁ, ktéréAbyly dosud popsany,
vykazuji vysoky stupeinl homologie na drovni nukleotidové
sekvence a rovnéZ? na Grovni aminokyselinové sekvence. Tato
homologie existuje nejenom mezi lidskymi podjednotkami P
(B1, B2 a B3), ale rovn&Z p¥i srovndni podjednotek B jinych
druhtd, nap¥iklad octomilky nebo kvasinek.

Rentgenostrukturni analyzou byly v podjednotkdch o, B a
Y urdeny ty aminokyseliny, které jsou ve vzdjemném kontaktu
a jsou tudiZ nepostradatelné pro uspo¥adanou tvorbu heterot-
rimerd.

VSechny podjednotky B G-proteintd, které byly dosud po-
psany, naleZi ke skupiné€ proteint obsahujicich WD motivy. N-
konec podjednotky P p¥ednostné interaguje s podjednotkami ¥
a C-koncova Cast se Ufastni interakci s receptory.

Podjednotky B vytva¥eji takzvané ,vrtulovité struktury®

(propeller structure). Tyto vrtulovité struktury
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v podjednotkéch B G-proteini jsou slo¥eny ze sedmi B-listy,
a kazdy B-list zahrnuje 4 oblasti aminokyselin

v antiparalelnim uspo¥adani. Sedmidetni symetrie vrtulovité
struktury miZe byt detekovina na Grovni aminokyselinové
sekvence, kde je zahrnuto sedm opakovani motivu WD (trypto—
fan-kyselina asparagova). Motiv WD je tvo¥en p¥ibli¥n& 40
aminokyselinami a zahrnuje mno¥stvi konzervativnich aminoky-
selin vCetné sekvence dipeptidu Trp-Asp. Zminény motiv WD je
Casto ukonden opakovadnim WD (obrizek 1).

Neddvno bylo p¥ekvapiv& zji%t&no, ¥e podjednotka B3 G-
proteind obsahujici pouze 6 (namisto pdvodn& popsanych 7)
motivli WD se vykytuje nap¥iklad u pacientl trpicich hyper-
tenzi. Ve srovnédni s osobami s normialnim tlakem je u pacien-
td trpicich hypertenzi usnadn&na bun&&ni aktivace PTX-
senzitivnich G-proteinu.

‘ Molekulovi analyza odhallla u podjednotky B3 pacientt
trplcich hyperten21 novou amlnokysellnovou sekvenci, ktera
je ve srovndni se zndmou sekvenci o 41 aminokyselin krat&i.

Tato sekvence je zndzorn&na jako SEK. ID. &: 2. Formilns je

tato sekvence odvozena ze znadmé lidské podjednotky B3 deleci
aminokyselin 167 aZ 207

Odpovidajici sekvence DNA kédujici protein popsany SEK.
ID. C: 2 je popsédna jako SEK. ID. &: 1.

P¥idinou vyskytu zkracené formy podjednotky GB3 u paci-
entl trpicich hypertenzi je pravd&podobn¥ alternativni se-
st¥ih odpovidajiciho genu. Na Grovni DNA se t&sné& p¥ed p¥ed-
pokléddanym mistem sest¥ihu nalézd intron. Tento intron zadi-
néd za nukleotidem 497 (&islovani jako v SEK. ID. &: 1).

Z templatu genomové DNA bylo pomoci PCR rovn&¥ mo¥né de-
tekovat intron zadinajici p¥ibli¥n& za nukleotidem 620.
Zkracend forma z¥ejm& vznikla deleci celého exonu. Vynalez

dédle popisuje zplsob p¥ipravy zkrdcenych forem lidskych
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podjednotek GB3 (popsangch vySe). Tento zpisob zahrnuje
expresi nukleotidové sekvence kédujici takovou zkricenou
formu v hostitelském organizmu.

Pro expresi rekombinantniho proteinu je nutné vytvo¥it
konstrukt, ktery krom& kédujici nukleotidové sekvence obsa-
huje rovné%Z signdlni a regula&ni sekvence jako naptiklad
promotory, termindtory, mista odpov&dni za vazbu na ribozom,
polyadenyla&ni signdl a podobn&. Obecné postupy pro expresi
rekombinantnich gend jsou odbornikim dob¥e znamé.

Vyndlez se didle tyk& poufiti nukleotidovych sekvenci
podle vyndlezu k p¥iprav& G&innych latek pro genovou tera-
pii. Zavedenim té&chto nukleotidovych sekvenci, bud samostat-
n€ nebo ve form& vhodného vektoru, do bundk pacientd miZe
byt dosaZeno snadn&j8i aktivovatelnosti G-proteintd v té&chto
burikach.

Toto je Z&adouci u velkého mnoZstvi patologickych stavi,

které jsou spOjeny s poruchamiyregulace funkce.G—proEeinﬁ.
| Jako onemocnéni spojeni s pbruchou regulace funkce G-
proteinu jsou oznafovéna onemocn&ni, p¥i kterych se G-
protein Glastni p¥enosu signdlu, ale vykondva tuto svoji
funkci nefyziologickych zplisobem.

Mezi tyto poruchy pat¥i kardiovaskuldrni onemocn&ni, me-

tabolické poruchy a poruchy imunitniho systému.

Kardiovaskuldrnimi onemocn&nimi, které& mohou byt zmin&-
ny, Jjsou:

Hypertenze, gravidni hypertenze (gestdza, hypertenze
v téhotenstvi), nemoc srdednich vénditych tepen, lokalizova-
nad a/nebo nelokalizovand aterosklerdza, stendza krevnich
cév, restendza po revaskularizadnich procedurdch (nap¥.
PTCA-perkutanni translumindlni koronédrni angioplastika-
s nebo bez implantovaného stentu), sklon k mrtvicim nebo

trombdzam a zvySend agregace krevnich destidek.




Metabolickymi poruchami, které mohou byt zmin&ny, jsou:

Syndrom l&tkové vym&ny, inzulinovd rezistence a hyperin-
zulinémie, diabetes II. typu, diabetické komplikace (nap¥.
nefropatie, neuropatie, retinopatie atd.), poruchy metabo-
lizmu lipidd, poruchy centralni chemorecepce (CO, tolerance,

aciddézni tolerance, syndrom ndhlého fimrti kojenct (SIDS)).

Poruchami imunitniho systému, které mohou byt zmin&ny,
jsou:

SniZend sila imunitni odpov&di organizmu (tvorba imuno-
globulind, agresivita T-bun&€k a NK-bun&k), obecn& sni¥ena
schopnost proliferace v&etn& sni%ené schopnosti hojit zran&-
ni, sklon ke vzniku néddorll a proliferace zahrnujici mo¥nost
metastdzovani zhoubné p¥em&n&nych bundk, doba trvani latent-
ni fédze po nékaze HIV, neZ se nemoc stane klinicky pozorova-
"telnou, Kaposiho sarkom, sklon k cirhéze jater, transplan-
tadni tolerance a odmitnuti transplantétu.

Do rozsahu vyndlezu déle spadd pouZiti nukleotidovych
sekvenci podle vyndlezu k diagndze patologickych stavi,
zv1&3t& pak ke stanoveni rizika posti¥eni onemocn&nim spoje-
nym s poruchou regulace funkce G-proteinft.

Vyndlez mlZe byt rovndZ vyuZit, mimo stanoveni rizika
uréitych poruch, k ziskéni obecnych fyziologickych tddajt
tykajicich se nap¥iklad chemorecepce, CO, tolerance, aciddz-
ni tolerance, rizika syndromu ndhlého dmrti kojencd (SIDS)
nebo zplsobilosti k rdznym druhtm sporti.

Do rozsahu vynédlezu dile spadd pouZiti nukleotidovych
sekvenci komplementdrnich k nukleotidovym sekvencim kéduji-
cim zkracenou formu podjednotky GB3. Sekvence tohoto typu
mohou byt pouZity jako antisense konstrukty k 1&&b& nebo
prevenci patologickych stavi spojenych s poruchami regulace

funkce G-proteinu.
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Do rozsahu vyndlezu dile spadaji zplisoby pou¥itelné ke
stanoveni relativniho rizika vyskytu onemocn&ni spojeného
s poruchou regulace funkce G-proteinti u daného subjektu, kde
je toto stanoveni provedeno srovndni sekvence genu kédujici-
ho podjednotku B3 lidského G-proteinu daného subjektu
s nukleotidovou sekvenci popsanou jako SEK. ID. O: 1.

V pfipad&, Ze jsou tyto dv& sekvence shodné, je danému sub-
jektu pI¥ipséno zvySené riziko onemocn&ni.

PouZiti vyndlezu pro stanoveni relativniho rizika vgvinu
nemoci p¥edpoklddd odebrani vzorku, ktery obsahuje genetic-
kou informaci, z organizmu pacienta. Toho je zpravidla dosa-
Zeno odebranim krve, ze které je izolovéna nukleovd kyseli-
na.

Z izolované nukleové kyseliny pacienta je urdena struk-
tura genu pro podjednotku B3 G-proteinu a jeho sekvence je
porovnana se sekvenci zobrazenou jako SEK. ID. &.:1.

Struktura genu niZe byt urdena metodou sekvenovani nuk-
leové kyseliny. To miZe byt provedeno bud p¥imo z genomové
DNA anebo po amplifikaci nukleové kyseliny nap¥iklad techni-
kou polymerézové Yet&zové reakce (PCR).

Struktura genu miZe byt urdena bud na Grovni genomové
DNA anebo na lUrovni mRNA nebo cDNA.

Ve vyhodném provedeni je sekvence stanovena po amplifi-
kaci cDNA metodou PCR. Primery vhodné pro metodu PCR mohou
byt odborniky snadno vyvozeny ze sekvenci zobrazenych jako
SEK. ID. C.:1. Ve v?hddném provedeni je'v kazdém pripadé&
vybran primer vézajici se k ¥et&zci a ke komplementdrnimu
Yetézci p¥ed a za zvolenym mistem delece.

Pro srovnadvani genli mohou byt pouZity i dalfi metody,
nap¥iklad metoda selektivni hybridizace nebo metoda mapovani
restrikénimi enzymy.

Diagnostické metody popsané v p¥edchozim textu mohou byt

rovné€Z provadény na lGrovni proteinu. Proteiny podle vyndlezu
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mohou byt nap¥iklad pouZity k produkci specifickych protils-
tek rozpozndvajicich zkrédcenou formu podjednotky GB3. Proti-
latky tohoto typu mohou byt, tam kde je to vhodné, pouZity
p¥i stanovenich ELISA nebo k diagnostice (provad&né spolu

s nebo jako ndhrada diagnostiky na drovni gend) na tdrovni
proteinu. ‘

Vynédlez se dédle tykd p¥ipravy transgennich zvi¥at nesou-
cich vySe popsanou genetickou mutaci (zkracenou podjednotku
GB3) . Transgenni zvi¥ata tohoto typu jsou velmi dilezZita,
zvlagté jako iivdéién? model pro vyzkum a 1é&bu poruch po-
psanych vySe. Odbornikim jsou dob¥e zndmy zplsoby p¥ipravy

transgennich zvirat.
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:Obrézek 1 znézorﬁﬂje,strukturu.podjednotky B G~protéinu
a jeji interakci s podjednotkou 7.

Obrazek 2 znézoriluje zavislost aktivace G-proteind indu-
kované plsobenim mastoparanu 7 (MAS 7) na koncentraci masto-
paranu, a to u bunék ziskanych z organizmu osob s normialnim
tlakem (NT-bufiky, prédzdné krouZky) a u bun&k ziskanych z
organizmu pacientl trpicich hypertenzi (HT-buiiky, plnd ko-
le¢ka) . Hodnoty EC50 jsou 5 uM pro HT-buiiky a 47 UM pro NT-
buiiky. | | o

Obrdzek 3 zndzortiuje Casovou zdvislost vazby [*°S]GTPYyS
(stimulované pusobenim mastoparanu 7) na bun&&né linie NT
(NT, prézdné krouZky) a na HT-buidky (HT, plna koled&ka).

Obrézek 4 zndzoriiuje zdvislost vazby [**S]GTPYS (stimulo-
vané pusobenim mastoparanu 7) na bun&&né membrény izolované
z NT-bun&k (NT, prédzdné krouZky) a z HT-bun&k (HT, plna

kolelka) na koncentraci GDP.
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Obréazek 5 zndzorfluje z&vislost vazby [**s]laTPys (stimulo-
vané pUsobenim mastoparanu 7) na bun&&né membrany izolované
z NT-bun&k (NT, prézdné krou¥ky) a z HT-bun&k (HT, plna
kole&ka) na koncentraci Mg*?.

Obréazek 6 zndzorifuje rekonstituci aktivace G-proteint
plisobenim extraktyd (ziskanych pomoci choldtu) z bunéénych
membran z NT-bun&k (NT, prazdné krou¥ky) a z HT-bunk (HT,
plnéd koledka).

Obrazek 7 zndzoriiuje strukturu nové varianty lidského

proteinu G 3 a jeji interakci s podjednotkou Y.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Vynédlez je dédle ilustrovan na nésledujicichvpfikladéch.

P¥iklad 1

Funk&ni vysledky aktivace G-proteind p¥i esenci&lni hy-
pértenzi

Aktivace G-proteint byla detailn& charakterizovana na
NT-burikdch a na HT-buiikdch. Za timto G&elem byla sledovana
(a kvantifikovéna) stimulovand inkorporace radioaktivn&
znadeného [”S]GTPyS postupem popsanym v publikaci Wieland a
dalsi (Wieland T., Liedel K., Kaldenberg-Stasch S., Meyer zu
Heringdorf D., Schmidt M. a Jakobs K. H., Analysis of recep-
tor-G-protein interactions in permeabilized cells. Naunyn-
Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 351: 329 a¥ 336, 1995). G-
proteiny byly na podédtku aktivovany stimulaci bun&k (permea-
bilizovanych pomoci digitoninu) plsobenim peptidu mastoparan
7. Tento peptid simuluje konfiguraci ,aktivovany G-protein

spojeny s receptorem", a tudiZ miZe byt pouZit k indukci
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aktivace G-proteind, kteri neni zAivisli na p¥itomnosti re-
ceptori (Ross E. M. a Hagashijima T., Regulation of G pro-
tein activation by mastoparan and other cationic peptides,
Methods Enzymol. 237:27 a¥% 39, 1994). Vazba GTPYS indukovana
pomoci MAS-7 je pln& PTX-senzitivni a miZe byt tudiZ vyuZita
ke kvantifikaci aktivace heterotrimernich G-proteint typu
Gi. Obrazek 2 zndzorifiuje zdvislost aktivace G-proteind indu-
kované pusobenim mastoparanu 7 (MAS 7) na koncentraci masto-
paranu, a to u bun&k ziskanych z organizmu osob s normilnim
tlakem (NT) a bun&k ziskanych z organizmu pacientt trpicich
hypertenzi (HT). MAS-7 indukuje vytvo¥eni pevné vazby
[**S]1GTPYS na HT-buiiky, a to s hodnotou EC50 p¥ibli¥n& 5 uM
(Obr. 2). Maximdlni vazby je dosa¥eno p¥i koncentraci MAS-7
p¥ibliZn& 25 a% 50 uM. Naproti tomu, koncentrace pot¥ebna k
indukeci stejn& intenzivni vazby [*®S]GTPYS na NT-buiiky je
desetindsobn& vyE8i (obrdzek 2). Tato data ukazuji, Ze
k aktivaci PTX—senzitivnich G-proteinid Q HT-buiikdch fve
srovnani s NT-builkami) postaduje podstatn& méné& aktivovanych
receptori.

Vazba [*°S]GTPYS na HT-buriky je podstatn& zrychlena

(rychlostni konstanta 0,005 s™* u NT-bun&k ve srovnani

s konstantou 0,01 s™* u HT-bun&k) .

Obrédzek 4 zndzorifiuje zdvislost vazby [*°S]1GTPyS (stimulo-
vané plisobenim mastoparanu 7) na bun&&né membrany izolované
z NT-bun&k a HT-bun&k na koncéntraci GDP. Je z¥ejmé, Ze
maximdlni stimulace vazby [*°S]GTPYS k membrinam z HT-bundk
je dosaZeno p¥i niZ8ich koncentracich GDP (p¥ibliZné& 0,2
pmol/1l) neZ je tomu u NT-bundk, kde je k dosa¥eni stejného
Géinku nutné pouZit GDP v koncentraci 1 pmol/1.

Podobné&, maximdlni intenzity vazby (stimulované ptsobe-

nim mastoparanu 7) [**S]GTPYS k membrénsm izolovanym z HT-

bunék je dosaZeno p¥i niZ%8ich koncentracich volnych iontd
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Mg*® (p¥ibli¥n& 0,01 mmol/l) ne¥ je tomu u NT-bundk, kde je
k dosaZeni vazby [**S]GTPYS o maximilni intenzit& nutné pou-

Zit volné ionty Mg*’ v koncentracich 0,1 mmol/l (obrizek 5).
Dal8i experimenty sledovaly zvySenou aktivovatelnost G-
proteint odvozenych z HT-bun&k. Za timto G&elem byly z oé&i

hov&€ziho dobytka purifikovany fotoreceptor rhodopsin a tran-

sductin-podjednotka o G-proteinu (at); Phillips W. J., Wong

S. C. a Cerione R. A. Rhodopsin/transductin interactions.
II. Influence of the transductin-Py subunit complex on the
coupling of the transductin-a subunit to rhodopsin. J. Biol.
Chem. 267:17040 aZ% 17046, 1992. G-proteiny byly navic pomoci
cholatu extrahoviny z membrdn HT- a NT-bun&k (Mitchell J.,
Northup J. K. a Schimmer B. P. Defective guanyl nucleotide
binding protein By subunits in a forskolin-resistant mutant
of the Y1 adrenocortical cell line. Proc. Natl. Acad. Sci.

- USA 89(19) :8933 aZ 8937, 1992). Byla sledovéna specificka
‘vazba (indukovani rhbdopsiﬁem = receptorenu"PSS]GTPyS k o-
transductinu (ot) a byl zkoumdn vliv extraktd (ziskanych
pomoci cholédtu) z membrdn HT- a NT-bun&k na tuto vazbu.
Koncentrace proteinld ve zmin&nych extraktech byla ve vSech
experimentech stejna.

Obrdzek 6 zndzoriiuje vliv extraktd (ziskanych pomoci
choldtu) z HT- a NT-bun&k na vazbu [**S]GTPYS k -
transductinu, kde je tato vazba stimulovéna rhodopsinem.

V tomto p¥ipade€ je z¥ejmé, Ze extrakty (ziskané pomoci
choldtu) z HT-bun&k stimuluji vazbu (katalyzovanou rhodopsi-
nem) [**S]GTPYS k at podstatn& G&inn&ji ne¥ extrakty (ziska-
né pomoci cholatu) z NT-bun&k.

Provedené experimenty umoZiluji vyvozeni nédsledujicich
zaveéri:

. V HT-bunikdch je zvySena aktivovatelnost G-proteinti. Tato

aktivovatelnost je, ve srovnédni s aktivovatelnosti G-

10
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protein z NT-bunék, daleko G&inn&j8i a vy¥aduje pod-
statné mén&€ aktivovanych receptort a navic je kinetika
aktivace t&chto G-proteind z¥eteln& rychlejii (obrazky 2
a 3).

Ve srovnédni s NT-buiikami je u HT-bun&k maximilni aktiva-
ce G-proteint dosa¥eno p¥i ni¥Zich koncentracich GDP a
volnych iontd Mg*?. Toto pozorovani vede k zavéru, Ze
proteinové interakce podjednotek o, B a y probihaji

v HT-builkdch podstatn& G&inn&ji ne¥ je tomu v NT-buiikach
(obrazky 4 a 5).

Vazba [**S]GTPYS k at, kde je tato vazba indukovéna rho-
dopsinem, je pusobenim extraktd (ziskanych pomoci cholé-
tu) z HT-bun€k stimulovéna podstatn® G&inn&ji ne¥ p¥i
pouZiti extraktd (ziskangych pomoci choldtu) z NT-bun&k.
Tato skutelnost dokazuje, Z%e zvySend aktivovatelnost G-
proteinld z HT-bun&k miZe byt rekonstituovéna v systému
in vitro (obrédzek 6). Z t&chto zji¥tdni je navic mo¥né
jednozna&né& ¥ici, Z%e p¥idiny zdsadnich zm&n v HT-buiikich
jsou situovény v podjednotkich By heterotrimernich G-
proteinl. V experimentech sledujicich moZnost rekonsti-
tuce G-proteinl (o vyS$8i aktivovatelnosti) z HT-bun&k

neni, v pritomnosti at, pozorovédna ¥4dnd aktivace pod-
jednotek a pritomnych v extraktech bun&k (ziskanych po-
moci choldtu). Fotoreceptor rhodopsin navic specificky
aktivuje pouze ot a neaktivuje podjednotky o p¥itomné

ve zminénych extraktech.

Nové popsany protein se skladd z 299 aminokyselin. Ve

srovnadni s lidskou podjednotkou GB3 popsanou d¥ive, se
v této nové& popsané podjednotce nachdzi delece v oblasti
tvrtého opakovani WD. Vzhledem k pravidelnosti vyskytu

urditych aminokyselin v sekvenci je nicmén& mo¥né p¥edpokla-
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sese o o’
dat, Ze novy, zkrdceny protein GB3 bude rovn¥i vytvaret
vrtulovitou strukturu, v ni% ale bude namisto sedmi listd
vrtule (obrdzek 1) pouze Best listl (obrizek 9).

JelikoZ jsou jak N-konec, tak C-konec nové, zkracené
podjednotky GB3 stejné jako u d¥ive popsané podjednotky GB3,
je mo¥né u této zkrdcené podjednotky p¥edpokladat stejnou
intenzitu interakci s a a y podjednotkami heterotrimernich
G-proteint a sp¥aZeni s receptory. Ve spojeni s vysledky
funk&nich studii popsanych vySe je z¥ejmé, ¥e nova, zkriceni
podjednotka GB3 je p¥idinou zvySené aktivovatelnosti hetero-
trimernich G-proteinli, pozorované u pacientd trpicich hyper-
tenzi.
| P¥edpokladd se, Ze dlivodem vyskytu zkrdcené podjednotky
GB3 u pacientd trpicich hypertenzi je alternativni sest¥ih
genu kédujiciho lidskou GP3. Na Grovni DNA se p¥imo p¥ed
predpokladanym mistech sest¥ihu nalézi intron.

Tento iﬁtron zadind za bazi 497 v otev¥eném Stecim ramci
(kde je A ve startovnim kodonu ATG je definovéan jako +1).

Mista sest¥ihu tohoto intronu a misto v&tveni jsou zna-

zornény podtrZenou kurzivou.

GGA CAC CAC GTG g;gaggctgaacattgctggtgctggggcttgggagtgégcccgg
cctttctcectaacagtctecectecattttggecag TGC CTT GTG GGA

.JelikoZ pomoci PCR je mo¥né rovn&¥ detekovat intron za-

-

¢inajici v otev¥eném &tecim ramci za bazi 620, je z¥ejmé, Ze
zkracend forma lidského GP3 popsand v této p¥ihlasce je
disledkem alternativniho sest¥ihu puvodni podjednotky GB3,

kde tento alternativni sest¥ih vede k deleci celého exonu.
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SEZNAM SEKVENCT
(1) OBECNE INFORMACE:

1. PRIHLASOVATEL:
(A) Jméno: BASF Aktiengesellschaft
(B) Ulice: Carl-Bosh-Strasse 38
(C) M&sto: Ludwigshaften
(D) stat: Spolkova republika N&mecko
(E) PSC: D-67056
(F) Telefon: 0621/6048526
(G) Telefax: 0621/6043123
(H) Telex: 1762175170

(ii) NAZEV VYNALEZU: Podjednotka B3 lidského G-proteinu
(iii) POCET SEKVENCI: 2

(iv) ADRESA PRO KORESPONDENCT :
(A) ADRESAT: CERMAK-HOREJS-VRBA, Advokdtni a paten-
tova kancela¥
(B) ULICE: Néarodni 32
(C) MESTO: Praha 1
(D) STAT: Ceska Republika
(E) PsC: 116 66

(v) STROJNE CITELNA FORMA:
(A) TYP MEDIA: Floppy disk
(B) POCITAC: IBM PC kompatibilni
(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release &. 1.0, Verze &.
1.25
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ATG
Met

CAG
Gln

CTG
Leu

CGG
Arg

*
[ XXX

w

(2) INFORMACE O SEK. ID. C.:1:

(1)

(ii)
(1id)
(iv)

(vi)

(ix)

(x1)

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1394 parl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) POCET RETEzCU: dva
(D) TOPOLOGIE: linedrni
TYP MOLEKULY: cDNA k mRNA
HYPOTETICKY: NE
ANTISENSE: NE
PUVODNI ZDROJ:
(A) ORGANIZMUS: Homo Sapiens
CHARAKTERISTICKE ZNAKY:
(a) NAZEV/KLIC: cDS
(B) UMISTENI: 1..900

X
}__\

POPIS SEKVENCE: SEK. ID.

GGG GAG ATG GAG CAA CTG CGT CAG GAA GCG GAG CAG CTC AAG ARG
Gly Glu Met Glu Gln Leu Arg Gln Glu Ala Glu Gln Leu Lys Lys

5 10 15

ATT GCA GAT GCC AGG ARA GCC TGT GCT GAC GTT ACT CTG GCA GAG
Ile Ala Asp Ala Arg Lys Ala Cys Ala Asp Val Thr Leu Ala Glu

20 25 : 30

GTG TCT GGC CTA GAG GTG GTG GGA CGA GTC CAG ATG CGG ACG CGG
Val Ser Gly Leu Glu Val Val Gly Arg Val Gln Met Arg Thr Arg

35

40 45

ACG TTA AGG GGA CAC CTG GCC AAG ATT TAC GCC ATG CAC TGG GCC
Thr Leu Arg Gly His Leu Ala Lys Ile Tyr Ala Met His Trp Ala

50

55 . ‘ 60

14

48

96

144

192




ACT
Thr

65
GTG
val

.TCC
Ser

GCA
Ala

CGT
Arg

TAT

Tyr
145
TCG
Ser

TGC
Cys

TTC
Phe

TGC
Cys

CAC
His
225
GGC
Gly

GAC
Asp

AGG
‘Arg

GGT
Gly

GAT
Asp

TGG
Trp

TCC
Ser

TGT
Cys

GAG
Glu
130
CTC
Leu

GGG
Gly

CGT
Arg

TTC
Phe

CGC
Arg
210
GAG
Glu

CGC

Axrg

TCC
Ser

GTG
val

TCC
Ser
290

TCT
Ser

GAC
Asp

TGG
Trp

GGG
Gly
115
GGC
Gly

TCC
Ser

GAC
Asp

CAG

Gln

CCC
Pro
195
TTG
Leu

AGC
Ser

CTA
Leu

ATG
Met

AGC
Ser
275
TGG
Trp

Lys

AGC
Ser

GTC
val
100
GGG
Gly

Asn

TGC
Cys

ACC
Thr

ACT
Thr
180

Asn

TTT
Phe

ATC
Ile

CTA
Leu

ARG
Lys
260
TGC
Cys

GAC
Asp

CTG
Leu

TAC
Tyr

85
ATG
Met

CTG
Leu

GTC
val

TGC
Cys

ACG
Thr
165
TTC

Ph'_e .

GGA
Gly

GAC
Asp

ATC
Ile

TTC
Phe
245
TCT
Ser

CTG
Leu

AGC
Ser

CTG
Leu

70
ACC
Thr

ACC
Thr

GAC
Asp

AAG
Lys

CGC
Arg
150
TGT
Cys

ACT
Thr

GAG
Glu

CTG
Leu

TGC
Cys
230
GCT
Ala
GAG
Glu

GGA
Gly

TTC
Phe

GTA
val

ACC
Thr

TGT
Cys

AAC
Asn

GTC
Val
135
TTC
Phe

GCC
Ala

GGC
Gly

GCC
Ala

CGG
Arg
215
GGC
Gly

GGC
Gly

CGT
Arg

GTC
Val

CTC
Leu
295

AGT
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala

ATG
Met
120
AGC
Ser

CTG
Leu

AAG
Lys

CAC
His

ATC
Ile
200
GCA
Ala

ATC
Ile

TAC
Tyr

GTG
Val

ACA
Thr
280
AAA
Lys

GCC
Ala

ARG
Lys

TAT
Tyr
105
TGT
Cys

CGG
Arg

GAT
Asp

CTC
Leu

GAG
Glu
185
TGC
Cys

GAC
Asp

ACG
Thr

GAC
Asp

GGC
Gly
265
GCT
Ala

ATC
Ile

TCG
Ser

GTG
vVal

90
GCC
Ala

TCC
Ser

GAG
Glu

GAC
Asp

TGG
Trp
170
TCG
Ser

ACG
Thr

CAG
Gln

TCT
Ser

GAC

Asp

250
ATC
Ile

GAC
Asp

TGG
Trp

CAA
Gln

75
CAC
His

CCa
Pro

ATC
Ile

CTT
Leu

AAC
Asn
155
GAT
Asp

GAC
Asp

GGC
Gly

GAG
Glu

GTG
Val
235
TTC
Phe

CTC
Leu

GGG
Gly

AAC
Asn

AAGTGGAAGG CAGTGAACAC ACTCAGCAGC CCCCTGCCCG
TCTCTTCTAT ATTCCGGGTG CCATTCCCAC TAAGCTTTCT

15

GAT
Asp

GCC
Ala

TCA
Ser

TAC
Tyr

TCT
Ser
140
AAT
Asn

GTG
Val

ATC
Ile

TCG
Ser

CTG
Leu
220
GCC
Ala

ARC
Asn

TCT
Ser

ATG
Met

TGAGGAGGCT GGAGAAAGGG

300

ACCCCATCTC ATTCAGGTGT
CCTTTGAGGG CAGTGGGGAG

ATC
Ile

GGG

Gly

AAC
Asn
125
GCT
Ala

ATT
Ile

CGA
Arg

AAC

Asn

GAT
Asp
205
ATC
Ile

T™rc
Phe

TGC
Cys

GGC
Gly

GCT
Ala
285

Ccca
Pro
AAC
Asn
110

CcTC
Leu

CAC
His

GTG
val

GAG
Glu

GCC
Ala
190
GAC
Asp

TGC
Cys

TCC
Ser

AAT
Asn

CAC
His
270
GTG
val

CTG
Leu

CTG
Leu

95

TTT
Phe

Lys

ACA
Thr

ACC.

Thr

GGG
Gly
175
ATC
Ile

GCT
Ala

TTC
Phe

CTC
Leu

GTC
val
255
GAT
Asp

GCC
Ala

GTG
val

TCC
Ser

GGT
Gly

AGC
Ser
160
ACC
Thr

TGT
Cys

TCC
Ser

TCC
Ser

AGT

Ser.

240
TGG
Trp

ARC
Asn

ACA
Thr

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

917

977

1037




CATGGGACTG TGCCTTTGGG AGGCAGCATC AGGGACACAG GGGC

L X ] s00 0
[ ] ]

AAN

GaA cT

°
.
(4
.

GCCCCATC

TCCTCCCATG GCCTTCCCTC CCCACAGTCC TCACAGCCTC TCCCTTAATG AGCAAGGACA
ACCTGCCCCT CCCCAGCCCT TTGCAGGCCC AGCAGACTTG AGTCTGAGGC CCCAGGCCCT
AGGATTCCTC CCCCAGAGCC ACTACCTTTG TCCAGGCCTG GGTGGTATAG GGCGTTTGGC
CCTGTGACTA TGGCTCTGGC ACCACTAGGG TCCTGGCCCT CTTCTTATTC ATGCTTTCTC
CTTTTTCTAC CTTITTTTTCT CTCCTAAGAC ACCTGCAATA AAGTGTAGCA CCCTGGT

(2) INFORMACE O SEK. ID. &.:2:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 299 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(D) TOPOLOGIE: linedrni

Met
Gln
Leu
Arg
Thr

6_5
val

Ser

Ala

TyTr
145
Ser

Cys

(ii) TYP MOLEKULY: protein

(xi) POPIS SEKVENCE: SEK.

Gly
Ile
val
Thr

50
Asp

Trp

Ser
Cys
Glu
130
Leu

Gly

Arg

Glu
Ala
Ser

35
Leu
Ser
Asp
Trp
Gly
115
Gly
Ser

Asp

Gln

Met
Asp

20
Gly
Arg
Lys
Ser
val
100
Gly
Asn
Cys

Thr

Thr
180

clu
Ala
Leu
Gly
Leu
Tyr

85
Met
Leu
val
Cys
Thr

165
Phe

Gln
Arg
Glu
His
Leu

70
Thr
Thr
Asp
Lys
Arg
150

Cys

Thr

Leu-

Lys

val

Leu

Ala

val
40
Ala

55

val
Thr
Cys
Asn
val
135
Phe

Ala

Gly

Ser
Asn
Ala
Met
120
Ser
Leu

Lys

His

16

ID.

Gln
Cys

25
Gly
Lys
Ala
Lys
Tyr
105
Cys
Arg
Asp

Leu

Glu
185

(@

Glu

10
Ala
Arg

Ile

Ser

vVal

90
Ala

Ser

Glu

Asp

Trp

- 170

Ser

Ala

Asp
val
Tyr
Gln

75
His
Pro
Ile
Leu
Asn
155

Asp

Asp

Glu
val
Gln
Ala

60
Asp
Ala
Ser
Tyx
Ser
140
Asn

val

Ile

Gln
Thr
Met

45
Met
Gly
Ile
Gly
Asn
125
Ala
Ile
Arg

Asn

Leu
Leu

30
Axg
His
Lys
Pro
Asn
110
Leu
His
val

Glu

Ala
190

Lys

15
Ala
Thr
Trp
Leu
Leu

95
Phe
Lys
Thr
Thr
Gly

175
Ile

Lys

Glu

Arg.

Ala

Ile
80
Arg

val .

Ser
Gly
Ser
160

Thr

Cys




Phe

Cys

His

225
Gly

Asp
Arg

Gly

Phe
Arg
210
Glu
Arg
Ser

val

Ser
290

Pro
195
Leu

Ser
Leu
Met
Ser

275
Trp

Asn
Phe
Ile
Leu
Lys
260

Cys

Asp

Gly
Asp
Ile
Phe
245
Ser

Leu

Ser

Glu
Leu
Cys
230

Ala

Glu

Gly

Phe

Ala
Arg
215
Gly
Gly
Arg

val

Leu
295

Ile
200
Ala

Ile

Tyr

val

Thr
280
Lys

17

Cys
Asp
Thr
Asp
Gly
265

Ala

Ile

Thr
Gln
Ser
Asp

250
Ile

Asp

Trp

Gly Ser Asp

205

Glu Leu Ile

220

val Ala Phe

235

Phe Asn Cys

Leu Ser Gly

Asp Ala Ser
Cys Phe Ser

Ser Leu Ser
240
Asn Val Trp
255
His Asp Asn
270

Gly Met Ala Val Ala Thr

Asn

285
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. Podjednotka beta-3 lidského G-proteinu, kde tato podjed- ///ﬁbtf//
notka zahrnuje maximdlné& Sest opakovani motivu WD.

. Protein podle ndroku 1, kde tento protein mi aminokyseli4

novou sekvenci popsanou jako SEK. ID. ¢: 2.

. Nukleotidova sekvence kédujici protein podle ndroku 1

nebo 2.

. Nukleotidovd sekvence podle ndroku 3, kde tato sekvence

je popsédna jako SEK. ID. C: 1.

. Zplsob p¥ipravy proteinu podle jakéhokoliv z p¥edchozich
narokid vyznacujici s e t i m, Ze tento
zplisob zahrhuje pou¥iti nukleotidové sekvence pbdle jaké- -
hokoliv z pY¥edchozich naroku spolﬁ s vhodnymi reguladnimi

sekvencemi a expresi provedenou v hostitelském organizmu.

. Zpusob podle naroku 5 vyznadcuijici s e

t I m, Ze zmin&nd exprese je provedena v bullkdch imunit-
niho systému pacientl trpicich selhdnim imunity.

. Zplisob podle nédroku 6 vyznaduijici s e

t i m, Ze zminény pacient je HIV pozitivni.

. ZpUsob podle naroku 5 vyznadcuijici s e

t 1 m, Ze zminénd exprese je provedena v lidskych soma-

tickych builkach.

. PouZiti nukleotidové sekvence podle jakéhokoliv

z p¥edchozich ndrokld k p¥ipravé 1lédivych latek pouZitel-
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nych k 1&&b& onemocn&ni spojenych s poruchou funkce G-

proteind.

10. PouZiti genetické modifikace v genu pro podjednotku B3

lidského G-proteinu k diagndze onemocn&ni.

11. PouZiti genetické modifikace v genu pro podjednotku B3
lidského G-proteinu ke stanoveni rizika postiZeni onemoc-

né€nim spojenym s poruchou regulace funkce G-proteint.

12. PouZiti podle néroku 10 nebo 11, kde zmin&n&d geneticka
modifikace zahrnuje nukleotidovou sekvenci popsanou jako

SEK. ID. C: 1.

13. Pouziti podle nérokd 10 aZ 12, kde zmin&nym onemocn&nim
je kardiovaskuldrni porucha, metabolickd porucha nebo po-

rucha imunitniho systému.

14. PouZiti podle ndrokd 10 aZ 12, kde zmin&nym onemocndnim

je hypertenze.

15. PouZiti nukleotidové sekvence podle jakéhokoliv

z pY¥edchozich ndrokd k p¥ipravé transgennich Zivod&ichi.

16. PouZiti nukleotidové sekvence komplementdrni
k nukleotidové sekvenci podle nédroku 3 nebo 4 k p¥ipravé

antisense 1lé&iva k 1é&Cb& nebo prevenci onemocné&ni.

17. PouZiti podle ndroku 16, kde zmin&njym onemocn&nim je
hypertenze, gravidni hypertenze, onemocnéni srdeénich

vénlitych tepen, restendza po revaskularizadnich procedu-

rach nebo mrtvice.
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18.

19.

20.

21.

22.

oe (XXX ) o
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PouZiti podle ndroku 16, kde zmin&nym onemocn&nim je
onemocnéni, které je dusledkem diabetu, jako napt¥iklad

nefropatie, polyneuropatie nebo retinopatie.

PouZiti podle néroku 16, kde zmin&nym onemocn&nim je

metastdzujici nidor.

Zplsob pouZitelny ke stanoveni relativniho rizika po-
stiZeni pacienta onemocn&nim spojenym s poruchou regulace
funkce G-proteint vyznaduijici s e

t i m, Ze tento zplsob zahrnuje srovnidni sekvence genu
pro podjednotku B3 lidského G-proteinu s nukleotidovou
sekvenci popsanou jako SEK. ID. C: 1 a v p¥ipad®, %e zmi-
néna sekvence genu pro podjednotku B3 lidského G-proteinu
odpovidd SEK. ID. C: 1, p¥izndni zvySeného rizika onemoc-
néni danému subjektu.

Zplsob podle nédroku 20 vyznadcuijici s e

t i m, Ze srovnadni genl je provedeno sekvenovanim, re-

strikéni analyzou nebo selektivni hybridizaci.

PouZiti proteinu podle ndroku 1 nebo 2 k p¥ipravé& pro-

tiladtek specificky nami¥enych proti tomuto proteinu.

20




OOOOOO
L4 L]

00000

3

Podjednotka ¥y

C— :>
Pq-——f——-{ }

N[




Obrazek 2

100,0

1 i -
o o oo
o S o
A -
(3) SAdI® ®gzZeA BPURAOTNWTE]S

10,0

MAS-7 (uM)




Sti a ‘ .
imulovani vazba [**sleTPys (%)

¢ oe9se e 0
. . L3 L e .
* ] L3 2 e e .0 [ ]
Ld L4 L ] ¢ e o *ee8 oo
. L3 LJ L4 . L) L]
seee o (2] ] e ee

Obrazek 3

-~

100
80
60
40

20

0 200 400 600 800 1000

Cas (sekundy)




Obrazek 4

10

GDP (pmol/1)

0,1

1 1 P

|

(ws ] 0 o n
O N~ wn ™
-~

(%) SAIID[S;] eqzea puesornursg




Obrazek 5

o
~
~
~
-
Q
]
4 O
(S
o
~
Qo
(o
L~
. o
1 1 \
Q 0. - o O
S - e

Ammv lw..an.mh.w H.,.mmm“_ BqzZeA .W,ﬂ.mbo._”d..ﬁ.mum

Mg*? (umol/1)




Obrazek 6

6000
4000~

(wdo) shaId[s.] LuezeaeN

(minuty)

Cas




Obrazek 7

Nova podjednotka Gp3

e
-~
e

e T,
\\\\\




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

