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Transkripéni regulaéni DNA kfed&&iho EF-la

Oblast techniky

Vyndlez se tykd reguladnich sekvenci DNA pochéze-
jicich z krec&¢iho genu EF-la. Dale se vynilez tyka expres-
nich konstruktu obsahujicich vySe uvedenou regulacéni DNA,
hostitelskych bunék transformovanych nebo transfekovanych
touto regula¢ni DNA a zpusobl zvySovani transkripce genu za
pouziti této reguladni DNA. Vyndlez se rovnés tykd expres-
nich konstrukti obsahujicich vy&e uvedenou regulac¢ni DNA

operativné pfipojenou ke specifickym genovym sekvencim.

Dosavadni stav techniky

Transkripce jakéhokoliv daného eukaryontniho genu
se provadi pomoci jednoho ze tri enzymi, RNA polymeras,
z nichz kazdy u¢inkuje na konkrétni podsoubor genl. Zatimco
transkripce velkych ribosomdlnich RNA probiha pomoci RNA
polymerasy I a mald ribosomdlni RNA a tRNA se prepisuji RNA
polymerasou III, DNA sekvence kédujici proteiny a vétsina
malych jadernych RNA jsou transkribovany RNA polymerasou II.
U kaZdého typu genu transkripce vyZaduje interakci prislusné
polymerasy s promotorovymi sekvencemi genu a vznik stabilni-
ho transkripéniho iniciaéniho komplexu. Obecné je moZno
uvést, Ze trankripce od kterékoliv ze tri polymeras také
vyzZaduje interakci uré&itého vazebného faktoru s promotorovou
sekvenci a rozeznani vazebného faktoru pomoci druhého
faktoru, ktery tak umoZni interakci polymerasy se sekvenci
genu. Zatimco tento mechanismus je minimdlnim pozZadavkem
transkripce katalyzované RNA polymerasami I a III, proces
vedouci k transkripci katalyzované RNA polymerasou II je

slozitéjsi.




Vzhledem k rozsdhlému mnozZstvi genovych sekvenci
transkribovanych RNA polymerasou II a vzhledem ke skuted-
nosti, Ze regulaéni schemata pro tyto geny jsou vysoce
proménliva ve stejné burice a 1i$i se také od jedné bunky ke
druhé, je transkripce katalyzovana RNA polymerasou II je
kromé interakci jinych vazebnych proteint k regulac¢nim
sekvencim DNA, jinym neZ je promotor, ovlivnéna vazbou rady
trankripénich faktord v iniciaénim komplexu. Tyto jiné
vazebné proteiny mohou slouZit pro aktivaci transkripce nad
bazalni hladinu nebo zcela potladuji transkripci. Pfipojeni
represoru lze rovnéZ povazZovat za prostredek jak zabranit
aktivaci, vzhledem k tomu, Ze bazalni trankripéni hladina
u vysSich eukaryotl je normédlné velmi nizka. Na druhé
strané, aktivace je obvyklou koneéhou odpovédi na urcéity
fyziologicky signdl a vyZaduje bud odstranéni represorového
vazebného proteinu nebo alteraci v chromatinové strukture,
aby se umoznil vznik aktivniho transkrip&niho inicia&niho

komplexu.

Jadrem vzniku transkripéniho komplexu a nezbytnou
podminkou pro bazdlni hladinu exprese genu je promotorova
sekvence, kterd je oznadovana jako "TATA box" a ktera je
umisténa pred transkripénim startovacim mistem polymerasy
IT. TATA box je vazebnym mistem pro vsudypritomny trankripé-
ni faktor oznagovany jako TFIID, avsak jak jiZz bylo uvedeno,
transkripce od promotorové sekvence je u vétSiny gent silné
ovlivnéna dalsimi regula¢nimi oblastmi DNA, které mohou
zesilovat nebo potlacovat transkripci genu. Elementy DNA
tohoto typu jsou v ruznych polohdch vzhledenm ke kédujici
sekvenci v genu a vzhledem k TATA boxu. Tyto dalsi trans-
kripéni regulacni elementy ¢asto pracuji tkanové nebo

bunééné specificky.

Pri expresi rekombinantnich proteini je zvlasté
dilezité zvolit regulaéni DNA, ktera obsahuje sekvenci




promotoru TATA a dal$i regulaéni elementy kompatibilni s
transkripénim apardtem hostitelské buiiky. Z tohoto davodu se
obvykle dava prednost regulaénim DNA, které jsou endogenni
vzhledem ke zvolené hostitelské burice. Znadného uspéchu bylo
také dosazZeno za pouziti regulaéni DNA odvozené od sekvenci
virového genomu, vzhledem k tomu, Ze rozmezi hostiteld je u
vird Siroké a Ze byla prokdzana aktivita virovych regulac-
nich DNA v ruznych typech bunék. Jako priklad virovych
regula¢nich DNA, jichZ se bé&Zné vyuZiva pro expresi
rekombinantniho proteinu, je moZno uvést promotor/zesilovad
raného genu SV40 [Dijkema et al., EMBO J. 4: 761 (1985)1],
koncovou dlouhou repetici DNA viru Rousova sarkomu [Gorman
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 79: 6777 (1982b)],
fragmenty hovéziho papillomaviru [Sarver et al., Mol. Cell.
Biol. 1: 486 (1981)] a elementy promotoru/zesilovacde
lidského cytomegaloviru [Boshart et al., Cell. 41: 521
(1985)]. Pres siroké rozmezi buneéénych typl, na nichz byla
demonstrovana funkénost virovych reqguladnich DNA, je mozZné,
Ze existuji nevirové DNA elementy promotoru/zesilovace,
které umozZnuji zvysSit transkripci rekombinantniho proteinu
ve specifickych bunéénych liniich prostrednictvim uc¢innéj-

8iho vyuZiti transkripéniho apardtu hostitelské bunky.

V tomto oboru tedy existuje potreba identifikovat
sekvence regula¢ni DNA promotoru/zesilovade, které funguji
v homolognich a heterolognich typech bunék, pficem# Géelem
Je zvyseni exprese rekombinantniho proteinu a vysoky vytézZek
pozZadovaného proteinového produktu. Zv1aste dalezZitou potre-
bou je identifikovat takové reguladni DNA promotoru/zesilo-
vace, které mohou byt s vysokou udinnosti vyuzity v savdéich
burikach, za ucelem zvySeni produkce rekombinantnich proteinu
in vitro, které jsou glykosylovany podobnym zpusobem, jako
Je tomu u glykosylaénich profild, které jsou vysledkem
exprese proteinu in vivo. U takto exprimovanych proteinu pri
terapeutickém nebo profylaktickém podavani existuje mensi




pravdépodobnost Ze budou antigenni a vétsi pravdépodobnost,
Ze budou fyziologicky G&inné. Reguladni oblasti DNA tohoto
typu jsou také snadno insertovatelné do hostitelskych bunék
za ucelem zvysSeni exprese gent, které jsou endogenni vzhle-
dem k hostitelskym burikdm nebo genim dfive zavedenym do
genomu hostitelské buriky, zpUsoby, které jsou v tomto oboru

dobre znamy a rutinné vyuZivany.

Podstata vyndlezu

Predmétem vyndlezu jsou purifikované a izolované
polynukleotidy odvozené z bunék kredka, které reguluji
transkripci genu. Tyto polynukleotidy zahrnuji regulaéni
DNA sekvence od 5' konce do translatované oblasti genu EF-la
vajec¢nikld ¢inského krecka. Prednostni DNA podle vynalezu je
oznacovana jako CHEF1l reguladni DNA a obsahuje priblizné
3,7 kb DNA, kterda saha od restrikéniho mista SpeI do ini-
cia¢niho methioninového kodonu (ATG) proteinu EF-la.
Predmétem vynalezu jsou rovnész polynukleotidy o méné nez
3,7 kb, pokud jsou tyto men$i fragmenty polynukleotidu
schopny zvySovat transkripci operativné pripojeného genu.
Aktivni fragmenty DNA podle vynalezu, definované schopnosti
regulovat (tj. zesilovat) transkripci genu, jsou snadno
identifikovatelné delec¢nimi studiemi, které jsou v tomto
oboru dobre znadmé a béiné vyuZivané. Regulaéni DNA podle
vynalezu zahrnuje polynukleotidy izolované z prirodnich
zdroju, jako bunéénych kultur, jakosz i polynukleotidy
produkované enzymatickymi nebo cisté chemickymi syntetickymi
postupy. Podle jednoho provedeni tedy vyndlez poskytuje
zpusob pripravy CHEF1 DNA z genomové knihovny. Alternativné
miZe byt DNA pripravena enzymatickou syntézou, kterd napri-
klad vyuzivad polymerdzové retézové reakce (PCR), nebo &isté
chemickou syntézou, pri niZ se postupné pridavaji jednotlivé
nukleotidy nebo se hybridizuji a liguji prekryvajici se
oligonukleotidy. NejvyhodnéjSi DNA sekvence je popsana v SEQ




ID NO: 1. Predmétem vyndlezu jsdu dale DNA sekvence, které
za stringentnich podminek hybridizuji s DNA popsanou v SEQ
ID NO: 1. Stringentni podminky zahrnuji promyti v pufru
obsahujicim asi 2X SSC a asi 0,1% SDS pfi asi 65°C nebo

podminky ekvivalentni.

Predmétem vyndlezu je dale DNA plasmid obsahujici
regula¢ni polynukleotidy CHEF1. Plasmidy podle vyndlezu
rovnéZ mohou obsahovat DNA sekvence kédujici protein, ktery
Je predmétem zdjmu, nebo RNA produkt, ktery je predmétem
zajmu, operativné p¥ipojené k polynukleotidové sekvenci
CHEFl. Dale je predmétem vyndlezu hostitelska bufika trans-
formovana, transfekovana a/nebo elektroporovana polynukleo-
tidem nebo plasmidem podle vyndlezu. Plasmidov& DNA podle
vynalezu miZe byt zavedena do genomu hostitelské buriky nebo
se v bunce miZe vyskytovat ve formé uzavfeného kruznicového
plasmidu. Jako prednostni plasmidy podle vynalezu, které
jsou zvlasté pristupné pro zavedeni poZadované DNA sekvence,
je mozZno uvést plasmidy pDEF14 a pDEF2. Bakterialni hosti-
telska burika transformovana pDEF14 byla uloZena ve sbirce
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852 9. dubna 1997 pod priristkovym
¢islem 98389 a bakteridlni hostitelska buiika transformovana
PDEF2 byla uloZena ve sbirce American Type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852
4. brezna 1997 pod prirustkovym ¢islem 98343.

Predmétem vyndlezu je také linedrni DNA vektor
obsahujici polynukleotid CHEF1l. Vektor podle vynalezu je
mozZno ziskat z virového zdroje nebo ho lze syntetizovat in
vitro. Predmétem vyndlezu je dédle hostitelska burika trans-
fekovana nebo elektroporovanad se sekvenci linearniho
vektoru. DNA tohoto typu je zv1asté uZitedna pro expresi
sekvence heterologniho genu operativné pripojené k DNA
sekvenci CHEF1 nebo pro mistné cilenou homologni rekombi-




naci, pfi niZ sekvence CHEF1l mliZe byt zavedena do genomu
hostitelské buriky za tUdelem modulace exprese operativné
pripojené sekvence.

Dédle je predmétem vynalezu molekula chimérické
rekombinantni DNA, kde je CHEF1 DNA operativné pripojena
(tj. podnécuje transkripci) k sekvenci genu kédujici pozZa-
dovany proteinovy produkt. Chimérické molekuly jsou obecné
molekulami, které obsahuji domény, jeZ se normdlné nevy-
skytuji ve spojeni s prost¥edim divokého typu. Chiméricka
DNA podle vynadlezu miZe zahrnovat Gast nebo celou regulac¢ni
DNA CHEF1 v asociaci s DNA sekvenci, ktera je odlisna od
genu pro kre¢¢i protein EF-la. Jako proteinové produkty
kédované chimérickymi molekulami je moZno uvést fyhiologicky
aktivni proteiny, &asti nebo podjednotky aktivnich proteinu,
jakoZz i markerové nebo reporterové proteiny. Polynukleoti-
dova sekvence kédujici proteinovy produkt mtzZe byt odvozena
od komplementdrni DNA (cDNA), genomové DNA, syntetické DNA
nebo DNA odvozené kombinacemi molekul téchto typl. Protei-
nové produkty mohou byt endogenni (tj. normilné se nalézaji
VvV genomu CHO bez transforma¢niho, transfek&niho nebo podob-
ného zavedeni DNA) vzhledem k buiikdm vajednika &inského
kfeCka (CHO). Kromé toho proteinové produkty mohou byt
kédovany exogennimi zdroji, pricemz exogennim zdrojem je
zdroj odlisny od genomu buiiky CHO, jako je napriklad
syntetickd DNA. Jako prednostni chimérické molekuly podle
vynalezu je moZno uvést molekuly, v nichz je DNA CHEF1
operativné pripojena k DNA kédujici: (i) tézky retézec
anti-ICAM3 protildtky ICM3, (ii) lehky retézec ICM3, (iii)
tezky fetézec anti-CD11/CD18 protilatky hu23F2G, (iv) lehky
Yetézec hu23F2G, (v) chitinasu, (vi) acetylhydrolasu faktoru
aktivujiciho desti¢ky (PAF-AH) a (vii) chemokin odvozeny od
makrofdgu (MDC). Bakteridlni hostitelské bunky transformo-
vané plasmidovou DNA, které obsahuji chimérické molekuly (i)
az (vii), byly uloZeny ve sbirce American Type Culture




Collection 1. dubna 1997 pod prirastkovymi &isly: (i)
98381, (ii) 98382, (iii) 98383, (iv) 98384, (Vv) 98385, (vi)
98386 a (vii) 98387.

Predmétem vyndlezu je dale hostitelska bufika trans-
formovana nebo transfekovanid DNA CHEF1 podle vynalezu.
Prednostni hostitelska burika podle vynalezu je odvozena
z bunky ¢inského krecka (Circetulus griseus), o jejiz
regulacni DNA CHEF1 by se predpokladalo, Ze poskytne vyss&i
Uroven exprese proteinu. Predmétem vynalezu jsou vsak také

dalsi typy bunék odvozenych z jinych druhti, jako napriklad
z bunék arménského kredka (Cricetulus migratoris) nebo

syrského (zlatého) kredka (Mesocricetus auratus), jakoz

i typy bunék odvozené od buné&k jinych Zivoc¢isnych rodu.
Bunky mohou byt ziskédny z plic, vajeéniku, peritonea, svalu,
sleziny, ledvin, melanomu nebo somatického zdroje, jakoz

i 2 celého zarodku nebo celého embrya. Hostitelské buriky
podle vyndlezu uvedené vysSe, jakoz i dalsi typy bunék,
napriklad myelomatické buné&né linie, o jejichZ reguladéni
DNA CHEF1 by se predpoklddalo, Ze poskytnou vysokou uUroven
transkripce, je moZno ziskat ze sbirky American Type Culture
Collection nebo je moZno je napéstovat primo z Zivo&isného

zdroje.

Rekombinantni molekuly podle vyndlezu, které obsa-
huji regulaé¢ni DNA CHEF1l umozni zvySenou urover exprese mRNA
operativné pripojenych heterolognich polynukleotidu (tj.
téch které se bez transfekéniho, transformaé¢niho nebo podob-
ného zavedeni v hostitelském genomu normalné nenachazeji).

V zavislosti na povaze polynukleotidu pripojeného k sekven-
cim polynukleotidi CHEF1l, by zvysena transkripce vedla ke
zvySenym drovnim polypeptidd nebo zvySenym tGrovnim riznych
druht RNA v pripadech, kdy pF¥ipojeny polynukleotid kéduje
napriklad transferovou RNA, ribosomalni RNA, malou jadernou
RNA apod. Takovym druhem RNA také miZe byt kédujici RNA




komplementdrni k mRNA ziskané transkripci endogenni nebo
exogenni genové sekvence. Zvysena translace polypeptidu bude
nezbytné zaviset na pritomnosti vhodnych translacénich

signalu pritomnych v mRNA.

Pfedmétem vyndlezu je dale zpUsob zavadéni DNA
CHEF1l do specifickych mist genomové DNA hostitelskych bunék
za UCelem zvySeni tUrovné transkripce endogenni genové
sekvence. Pro zavedeni celé nebo Gasti DNA CHEF1 je mozZno
pouzit homologni rekombinaci. V hostitelskych burikdch, které
Jsou modifikovény timto zpisobem, je DNA CHEF1 operativné
pripojena ke kédujicim sekvencim DNA (viz napriklad mezina-
rodni prihlasky PCT WO/94/12650, WO 92/20808 a WO 91/09955,
Predmétem vynalezu jsou tedy nezbytné také sekvence
alterované genomové DNA se zavedenou regula¢ni DNA CHEF1.

Alternativné je predmétem vyndlezu hostitelska
burika, v niZ je exogenni DNA insertovana v sousedstvi a v
operativni poloze vzhledem k DNA CHEF1 pritomné v genomu.
Hostitelské buiiky tohoto typu zahrnuji CHO bunky a inserto-
vana sekvence bud nahrazuje DNA kédujici EF-la nebo je tato
sekvence vloZena mezi reguladni DNA CHEF1 a DNA kédujici
EF-la. Do rozsahu vynalezu také spadaji i jiné hostitelské
buriky nez CHO, do jejichZ genomu byla drive insertovéna DNA
CHEF1l a poté do operativné pripojené polohy insertovana
dalsi DNA.

Predmétem vyndlezu je ddle zplsob zvysSovani trans-
kripce poZadovaného genu, jehoZ podstata spocCiva v tom, Ze
se do hostitelské buriky zavede polynukleotid zahrnujici
kfe¢i regulaéni sekvenci EF-la tak, Ze se tato regulac¢ni
sekvence zacleni do genomové DNA hostitele v operativné
pfipojené poloze vzhledem k poZadovanému genu. Dale do
rozsahu vynalezu spadd zpusob zvysSovani transkripce
poZzadovaného genu, jehoZ podstata spo¢ivad v tom, Ze se do




hostitelské buriky zavede polynukleotid zahrnujici krecééi
regulaéni oblast EF-la a zamérovaci oblast, pricemzZ tato
zamérovaci oblast je sestavena tak, Ze umozZnuje integrovat
regulaéni oblast v misté operativné pfipojeném k poZadova-
nému genu kédujicimu protein odlisnému od EF-la. Do rozsahu
vyndlezu také spada zplUsob zvySovani transkripce gena, které
Jsou endogenni vzhledem k CHO burikdm, jakoZ i zplasob
zvysovani transkripce genl, které jsou exogenni vzhledem

k CHO bunikéan.

Rekombinantnich molekul podle vynalezu Jje mozZno
vyuzivat pro produkci transgennich zivoéichl, p¥i niz se do
vyvijejiciho se zArodku nebo somatické bunky zZivod¢icha
zavede chiméricka rekombinantni DNA obsahujici DNA CHEF1
operativné pripojenou k sekvenci DNA, ktera je predmétem
zdjmu. Chimérické rekombinantni molekuly je moZno zavadét
napriklad mikroinjekcemi, a pokud se pouzije zarodednych
bunék, mohou vSechny bunky vysledného Zivod&icha obsahovat
rekombinantni DNA podle vyndlezu. Alternativné lze chimé-
rickou rekombinantni DNA podle vynalezu zavadét do bunék
embrya, a v tomto pfipadé DNA podle vyndlezu miZe obsaZena
ve velkeém podtu bunék vysledného Zivo&icha.

DNA CHEF1 je rovnéZ uZite¢nd pri identifikaci
blizce pribuznych regulaénich oblasti DNA, které mohou
poskytovat expresi genu vyssi a dlouhodobéjsi, neZ jakou
umoZnuje CHEFl. Podobné, znalost sekvenci DNA CHEF1 umozni
sestrojit syntetické DNA bud syntézou de novo nebo jedno-
duchou nebo nékolikandsobnou modifikaci sekvenci CHEF1,
pricemZ vysledné syntetické DNA budou mit sekvence podobné
sekvenci CHEFl, av$ak budou schopny poskytnout vys$gi drovné

transkripce genu.

Nasleduje podrobnéjsi popis vynalezu.
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Vynalez je bliZe objasnén v nasledujicich prikla-
dech provedeni. V pfikladu 1 je popsano klonovani krecciho
genu EF-la a pribuzné reguladni DNA CHEFl. Priklad 2 se tyka
subklonovani a sekvenéni analyzy reguladéni oblasti CHEF1. v
prikladu 3 je charakterizovan polynukleotid promotoru CHEF1
a v prikladu 4 je popsan zplsob sestrojeni ruznych expres-
nich vektoru obsahujicich DNA CHEF1l. V pfikladu 5 je popséano
transfekéni stanoveni pro zjisténi Gdinnosti regula¢ni DNA
CHEF1l. V pfikladu 6 je podrobné popsano porovnani urovni
exprese rekombinantniho proteinu za pouziti bud regulaéni
DNA CHEF1 nebo promotoru cytomegaloviru (CMV). V prikladu
7 Jsou zkoumdny rozdily v regulad&ni kapacité DNA CHEF1
o ruznych délkach.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Klonovani CHEF1

Pri pokusu izolovat kredé&i homolog lidského genu
EF-la se DNA genomova knihovna bunék vajedniku &inského
krecka (CHO-K1) (Stratagene, La Jolla, CA, USA) podrobi
screeningu s cDNA pro lidsky EF-1la.

Knihovna CHO-K1, ¢&stedné $tépend Sau3A v klonova-
cim vektoru Lambda FIX(R)II, byla ziskana od firmy Stratagene
(La Jolla, CA, USA) v hostitelské burice kment XL-1-Blue MRA
a XL1-Blue MRA (P2). Hostitelské buriky se p¥ipravi podle
protokolu doporuc¢eného vyrobcem s modifikacemi, které jsou

struéné popsédny dale.

Buiiky z glycerolového zasobniho roztoku se v prous-
cich nanesou na LB misky, které neobsahuji Z&dné antibioti-
kum. Pro inokulac¢ni kapalné LB médium se vyberou jednotlivé
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kolonie a nechaji rust do pozdni logaritmické faze a optické
hustoty ODggp asi 0,9. Poté se buriky skladuji podle protoko-
lu navrzeného vyrobcem nebo se jich bezprostredné pouzZije

zpusobem popsanym dale.

PEi pripravé kultur pro dal&i kultivaci se jednotlivé
kolonie sejmou z misek pripravenych vyse popsanym zpusobem
a pouZije se jich pro inokulaci. Buniky se péstuji v 50 ml LB
média doplnéného 0,5 ml 1M siranu horednatého a 1 nml 10%
maltosy v deionizované vodé. Buriky se péstuji pfes noc pri
30°C a sklidi centrifugaci ve stolni centrifuze (2000 min~1
po dobu 5 minut p¥i teploté mistnosti) a resuspenduji v 10mM
siranu horecnatém pri ODggg 0,5.

Fag lambda dodany vyrobcem se zfedi v SM pufru (1
litr zasobniho roztoku obsahuje 5,8 g chloridu sodného, 2,0
g hydratu siranu hofe&natého, 50 ml 1M Tris-HCl, pH 7,5
a 5 ml 2% (hmotnost/objem) Zelatiny) na 10 aZ 10°nasobné
zfedéni. 2pl roztoku o kaZdé koncentraci se pridaji ke 400
ul hostitelskych bunék v 10mM siranu hofed&natém (OD600 asi
0,5). Vysledna smés se inkubuje 15 minut pfi 37°C, aby se
umozZnilo pripojeni fagu k burikdm a p#idd se k ni vrchni agar
(0,75% LBM agarosa o teploté 48°C). KaZdad smés se dvojmo
nanese na LBM agarosové misky. Z vysledkl je zrejmy titr
3 x 10° jednotek tvoricich plak (pfu)/pl fégového zasobniho
roztoku.

Pripravi se Cerstvé hostitelské bunky za pouZiti
vySe popsaného postupu pred prohledavanim knihovny. Pfibliz-
né 50 000 fagovych pfu se prida k 600 pl hostitelskych bunék
(o ODgqo PribliZné 0,5) s 6,5 ml 0,75% LBM agarosy o teploté
48°C. Smés se rozprostfe na agarosové misky, které se poté
inkubuji pribliZné 8 hodin p¥i 37°C. Misky se poté 5 hodin
chladi pri 4°C, aby se zabranilo pfilepeni vrchni agarosy ke
kryci vrstvé nitrocelulosy. Na misky se umisti membrany
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BA-85 o velikosti pérl 0,45 pm (S+S, Keene, NH) a v pfenosu
se pokracuje po dobu 2 minut. Membrany se z misek odstrani

a prenesend DNA se denaturuje 2 minuty v 1,5M chloridu
sodném/0,5M hydroxidu sodném. Filtry se neutralizuji 5 minut
Vv 1,5M chloridu sodném/1,0M Tris-HCl (pH 8,0) a blotuji na
papir Whatman 3-MM a zahrivaji za sniZeného tlaku pri 80°C
po dobu asi 1,5 aZz 2 hodin.

Jako sondy pro prohledani knihovny se pouzije
sekvence cDNA lidského EF-la [Uetsuki et al., J. Biol. Chem.
264: 5791 aZ 5798 (1989)], u niZ se drive ukazalo, zZe
vykazuje 95% shodu s kédujici oblasti CHO EF-1aq [Hayashi et
al., J. Biochem. 106: 560 aZ 563, 1989], ktera se pripravi
nasledujicim postupem. 1,4kb sonda lidského EF-la se ziska z
plasmidu M0107, pRc/CMV (Invitrogen, San Diego, CA, USA)
vektoru obsahujiciho cDNA lidského EF-la insertovaného v
misté EcoRI. Za G&elem prvniho potvrzeni, Ze plasmid M0107
obsahuje predpokladanou lidskou cDNA, se insert DNA
sekvenuje s 3' a 5' vektorovymi primery.

94-17 AGGCACAGTCGAGGCTGATC (SEQ ID NO: 2)
94-18 TTCCAGGGTCAAGGAAGGCA (SEQ ID NO: 3)

Prvnich 263 parh bazi insertu vykazuje vice neZ 90% shodu

S publikovanou sekvenci kédujici lidsky EF-la, a zatimco

u 3' konce je presné stanoveni obtiZné, malé Useky by mohly
byt ve shodé s predpokladanou sekvenci. Souhrnné tato shoda
ukazuje, Ze plasmid kéduje poZadovanou sekvenci.

Cely huménni insert se odstrani z plasmidu Stépenim
EcoRI a pas cDNA o 1,4 kb se dvakrat podrobi gelové purifi-
kaci za pouziti soupravy QIAGEN QIAquick Gel Extraction Kit
podle pokynl vyrobce. DNA se eluuje 50 ul TE, vysledny
roztok se zkoncentruje v zarizeni Microcon-10 (Amicon,
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Beverly, MA, USA) na 25 pl, alikvot se oznadi 32P—a—dTTP

a 32p-g-dcTp za pouziti soupravy pro znacdeni Boehringer
Mannheim Random Primed DNA podle pokyna vyrobce. Znadena
sonda se purifikuje za pouziti rotujici kolony G50, aby se
odstranily nezacdlenéné nukleotidy. Pri porovnani purifi-
kovana sonda vzhledem k nepurifikovanému alikvotu vykazuje
46% zavedeni radioaktivni znadky a 5 x 103 cpm/min/pl (cpm
= pocet impulst za minutu).

Nitrocelulosové membrany pripravené vySe popsanym
zpusobem se zkou$eji nasledujicim postupem. Pripravi se
zasobni roztok prehybridizadniho/hybridizaéniho pufru, ktery
obsahuje 22,5 ml 20X SSC, 30,0 ml 50X Denhardtova roztoku,
3,0 ml 1M fosfatového pufru (pH 6,8) (69 ml 1M dihydrogen-
fosforec¢nanu sodného, 31 ml 1M hydrogenfosforednanu sodné-
ho), 0,75 ml 20% SDS a 78,75 ml destilované vody. Za uGcelem
prehybridizace se 1,4 ml 10 mg/ml DNA lososiho sperma
(Stratagene) vafi 5 minut s 0,6 ml destilované vody a poté
pridd k 7 ml destilované vody a 72 ml z&sobniho roztoku
pufru. Filtry se inkubuji v prehybridizad&nim pufru minimalné
2 hodiny p¥i 65°C.

Za uc¢elem hybridizace se spoji 30 pl sondy, 200 ul
10 mg/ml DNA z lososiho spermatu a 770 ul destilované vody.
Vznikla smés se 5 minut varfi a pridd ke 36 ml zasobniho
pufru se 3 ml destilované vody. Z filtrd se odstrani
prehybridiza¢ni roztok a nahradi se hybridizaénim pufrem.
Filtry se inkubuji p¥es noc pri 65°C, po hybridizaci se
filtry 3 hodiny promyvaji p¥i 65°C se tremi vyménami pufru
obsahujiciho 2X SSC a 0,1% SDS, a poté na 48 hodin podrobi
autoradiografii.

47 kolonii identifikovanych jako pozitivni se
zachyti do 1 ml SM pufru obsahujiciho 20 pl chloroformu. Za
U¢elem vyrazeni moZnych pseudogeni, kterym chybi jeden nebo
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vice intronl, se vytvori pary PCR primeru tak, aby lemovaly
vzdy dva introny: primery 95-136 (SEQ ID NO: 4) a 95-137
(SEQ ID NO:5) lemujici introny 2 a 3; primery 95-138 (SEQ ID
NO: 6) a 95-139 (SEQ ID NO: 7) lemujici introny 3 a 4;
primery 95-140 (SEQ ID NO: 8) a 95-141 (SEQ ID NO: 9)
lemujici introny 4 a 5; a primery 95-142 (SEQ ID NO: 10)

a 95-143 (SEQ ID NO: 11) lemujici introny 6 a 7.

95-136 (SEQ ID NO: 4) GCCACCTGATCTACAAATGT
95-137 (SEQ ID NO: 5) GAGATACCAGCCTCAAATTC
95-138 (SEQ ID NO: 6) ATGTGACCATCATTGATGCC
95-140 (SEQ ID NO: 8) GTTGGAATGGTGACAACATG
95-141 (SEQ ID NO: 9) CAGGTTTTAAAACACCAGTC
95-142 (SEQ ID NO: 10) AATGACCCACCAATGGAAGC
95-143 (SEQ ID NO: 11) ACAGCAACTGTCTGCCTCAT

Pfedpokladanad velikost PCR produktti za pouziti CHO
EF-la DNA templatu je naloZena na velikosti a umisténi
intront v publikované sekvenci lidského EF-la. Kazdi PCR
reakce zahrnuje 2 pl fagu, 2,5 pl kazdého vhodného paru
primert (100 pg/ml), 2 pl 2mM smési dNTP, 2,5 pl 10X PCR
pufru (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA), 1,5
Hl 25mM chloridu horeénatého, 0,125 pl Taq polymerasy (5
jednotek/pl) (Perkin Elmer) a 11,8 pl destilované vody.
Amplifikace se provadi 4 minuty pri 94°C, nade3 nasleduje
30 cyklld zahrnujicich 1 minutu pri 90°c, 2 minuty p¥i 50°C
a 4 minuty pri 72°C. Amplifikaé&ni produkty se rozdéli na
1,2% agarosovém gelu za pouZiti 1X TAE. U tFi ze 47 pozi-
tivnich plakd bylo zjis&téno, Ze kéduji pravé geny (¢&. 2,
7 a 40) obsahujici vSechny introny. Tyto t¥i pozitivni
vzorky se podrobi tretimu prohleddvani za pouzZiti nasledu-
jiciho postupu. VySe popsanym postupem se pripravi miskové
kultury a pro kazdy ze tr¥i pozitivnich plaka se pripravi




Oi. .8
- 15 - ‘:lo os »

oese
*Sen
>
*toooaw
sene

zédsobni roztoky ve zredénich 10 az 10°. 20 az 50 izolovanych
plaki z kaZdého zdsobniho roztoku se podrobi prohledavani
pomoci PCR s nasledujicimi vysledky. Klon &. 2 vykazuje 2
pozitivni plaky (oznac¢ené jako 2.12 a 2.17) z celkem 22
plakl podrobenych screeningu, klon &. 7 vykazuje 1 pozitivni
plak (oznaceny jako 7.44) z 50 prohledanych plakd a klon 40
vykazuje jeden pozitivni plak (oznadeny jako 40.24) ze 40
plakd podrobenych creeningu. Z kazdého z téchto ¢tyr vzorka
se dale popsanym zpusobem izoluje fagova DNA.

Hostitelské bunky XL-1 Blue MRA (P2) se v prouicich
navzorkuji na LB agarosové misky a nechaji rust pres noc pri
37°C. Vybere se jedind kolonie, kterou se zaockuje 50 ml LB
média (obsahujiciho 0,2% maltosu a 10mM siran horec¢naty).
Kultura se nechd rust pres noc pri 30°C. Bunky se sklidi
pétiminutovou centrifugaci pri teploté mistnosti pri 2000
min~l na stolni centrifuze a resuspenduji v 50 ml 10mM
siranu horec¢natého. Resuspendované hostitelské bunky (50
Hl) se smisi se 100 pl zasobniho roztoku kazdého =z pozitiv-~
nich fagh a vznikla smés se inkubuje 15 minut pri 37°C, aby
se umoznil pripojeni fégu k burikdm. Ke smési t¥epané 2
hodiny prfi 37°C se pridd asi 500 pl LBM média a poté dalsich
200 ul hostitelskych bunék. Vznikla smés se inkubuje dal&ich
15 minut p¥i 37°C. Pridad se vrchni agar (8 ml 0,75% LBM
agarosy o 48°C), nadezZ se smés nanese ha misky a necha rust
pres noc pr¥i 37°C.

Poté se ke kaZdé misce pridd 12 ml zredovaciho roz-
toku lambda (10mM Tris-HCl, pH 7,5, 10mM siran hofecnaty)
a miskami se mirné kyva po dobu 2 hodin. Zfedovaci roztok se
odstrani a 10 minut centrifuguje pri 4000 x g ve stolni
centrifuze. K supernatantu se prida vidy 1 pl RNasy A o kon-
centraci 1 mg/ml a DNasy I o koncentraci 1 mg/ml. Vznikla
smés se inkubuje 15 minut pri 37°C a pr¥ida se k ni stejny
objem srazZeciho pufru (20% polyethylenglykol 8000, 2M
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chlorid sodny, 20mM Tris-HCl, pH 7,5, 10mM siran horecnaty)
a vyslednd smés se 1 hodinu inkubuje na ledu a poté 20 minut
centrifuguje pri 8000 x g. Superantant se odstrani, peleta
se 10 minut su$i na vzduchu pri teploté mistnosti, resuspen-~
duje v 500 pl TE, kratce centrifuguje, aby se odstranily
Castice a supernatant se prevede do Gisté 1,65ml zkumavky
epitube. Do zkuvky se prida asi 2,54 20% SDS (smés se 5
minut inkubuje pri 65°C) a prid4 se k ni 2,5 pl proteinasy
K o koncentraci 10 mg/ml (inkubace 1 hodinu pri 65°C) a 10
pl 5M chloridu sodného. Smés se extrahuje jednou stejnym
objemem smési fenolu a chloforormu a jednou stejnym objemem
chloroformu. Po pridavku stejného objemu isopropylalkoholu

a nasledné trihodinové inkubaci pri -70°C se smés 15 minut
centrifuguje v epifuze pfi nejvyssi rychlosti. Ziskana
peleta se promyje 70% ethanolem, vysusi na vzduchu

a resuspenduje ve 100 ul TE.
Priklad 2
Subklonovani reguladniho tseku EF-1a

Za ucelem stanoveni velikosti insertu DNA EF-la se
fagova DNA pripravena zptsobem popsanym v prikladu 1 Stépi
NotI a vysledné restrikc¢ni fragmenty se rozdéli na 0,6% 1X
TAE agarosovém gelu. Kromé predpokladanych lemujicich
fragmentd lambda o délce 19 kb a 10 kb, klony 2.12 a 2.17
vykazuji identické profily &tépeni s pasy o 11 kb a 4,5 kb.
Rovnéz klony 7.44 a 40.24 vykazuji profily Stépeni shodné
S pasy insertu o 12 kb a 7 kb, coZ spolu s udaji o Stépeni
kloni 2.12 a 2.17, dokazuje pritomnost vnit#niho restrikcé-
niho mista NotI v DNA EF-la. Fragmenty insertu z klont 2.12
a 7.44 se subklonuji ndsledujicim postupem.

Fagova DNA (60 pl) pfipravena zpusobem popsanym v
pfikladu 1 se $tépi NotI a $tépena DNA se vysrazi pridavkem
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20 pl 3M octanu sodného a 400 pl 100% ethanolu. VysrazZena
DNA se shromazZdi centrifugaci, promyje ve 200 nl 70% etha-
nolu, susi 15 minut na vzduchu a resuspenduje ve 20 pl TE.
Suspenze se 10 minut zahfivd na 65°C a pridaji se k ni 2 pl
pufru pro elektroforézu. DNA se rozdéli elektroforézou na
agarosovém gelu a pasy o 4,5 kb, 7 kb, 11 kb a 12 kb se
odrfiznou ve formé agarosovych rezli. Z kazdého agarosového
Tezu se za pouzZiti soupravy pro extrakci QIAGEN QIAquick
podle pokynt vyrobce extrahuje DNA. Cistota past

a koncentrace se ovéri oddélenim 5pl alikvotu z kazdého
izolovaného fragmentu na 0,6% 1X TAE agarosovém gelu.

Jednotlivé fragmenty se oddélené liguji

k pBluescriptsw’ stépenému NotI. P¥i ligacich 11 a 12kb
fragmentld se pred zavedenim insertu fragmentu linearizovany
vektor oSetri teleci alkalickou fosfatasou. 2 pl kazdého
ligatu se pouZije pro elektroporaci 40 pl elektrokompetent-
nich bunék XL-1 Blue. Transformované buriky se nanesou na
misky s LBM/carb agarosou se 40 pl 5% X-gal v dimethylform-
amidu (DMF) a 20 ul 0,1M IPTG na misku. Buniky se inkubuji
pres noc p¥i 37°C a rano ochladi na 4°C, aby se zvy$ila

intenzita modré barvy.

Pri druhém vybéru se bilé kolonie naprouzkuji na
misky s agarosou LBM/carb obsahujici X-gal a IPTG vyse
popsanym zpusobem a kolonie, které jsou nasledujiciho dne
bilé, se nechaji rlst ve 3 ml LBM/carb pres noc pri 37°C.
Plasmidovd DNA z bilych kolonii péstovanych pres noc se
pripravi za pouZiti WIZARD Plus Minipreps DNA Purification
System (Promega, Madison, WI, USA) podle protokolu
navrZeného vyrobcem.

Restrikéni analyza izolované plasmidové DNA ukaze,
Ze 4,5kb, 7kb a 12kb fragment se Uspésné ligoval k vektoru
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pBluescript swt a vysledné plasmidy se oznadi jako
PSK/EF.1.4.5, PSK/EF1.7 a PSK/EF1.12.

Kazdy z plasmidl se pripravi za pouziti soupravy
QIAGEN midi prep kit podle protokolu navrZzeného vyrobcem.
PCR se podrobi kaZdy z novych vektort, vytitruje se templa-
tova DNA a pouZije se primertd kédujici oblasti (SEQ ID NO:
4 az 11, jichz se pouzZiva v parech zplsobem popsanym vys$e
pro selekci pseudogeni postradajicich jeden nebo vétsi pocet
ruznych intronll). Titrace se provadi poté co se pri vysokych
koncentracich zjisti, Ze vSechny t#i fragmenty obsahuji
Uplnou oblast pro EF-la, co32 naznacuje moznou krizZovou
kontaminaci tri plasmidonch pripravku. Pri titraci se PCR
provadi v reakéni smési obsahujici 2,5 pl templatové DNA
o koncentraci 0,001, 0,01, 0,1, 1 nebo 10 ng/pul a zahrnujici
2,5 pl 10X PCR pufru (Perkin Elmer), 2,0 pl 2mM smési dNTP,
1,5 pl 25mM chloridu hofednatého, 0,125 pl Taq polymerasy
(Perkin Elmer) a 11,4 pl destilované vody. Amplifikace se
provadi za nasledujicich podminek: 4 minuty pri 94°C a poté
30 cykll, z nichZ kazdy zahrnuje 1 minutu pri 90°C, 2 minuty
pri 50°C a 4 minuty pri 72°C. Vysledky ukazuji, Ze Uplna
oblast pro EF-la je umisténa v 4,5kb a 7kb fragmentu.

Pro kazdy insert se za pouZiti soupravy Stratagene
FLASH Nonradioactive Gene Mapping Kit uréené pro pouZiti s
vektorem Lambda FIX II(R) sestroji restrikéni mapa. Namisto
fagové DNA se vSak pouZije plasmidové DNA vyStépené NotI z
vektorl pSK vySe popsanym zplisobem. Pro sestrojeni mapy se v
podstaté pouZije protokolu navrZeného vyrobcem. Tento postup
lze struéné popsat takto: plasmidy se sekvenuji za pouZiti
primeru M13 (SEQ ID NO: 12) a reversniho primeru M13 (SEQ ID
NO: 13) (komplementdrniho k oblastem v mnohodetné klonovaci
oblasti pBluescript SW+), aby se lokalizovaly sekvence
primert T3 (SEQ ID NO: 14) a T7 (SEQ ID NO: 15) vnitfnich
vzhledem k mistu NotI pro kazdy insert.
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M13 GTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO: 12)
M13rev GGAAACAGCTATGACCATG (SEQID NO: 13)
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG (SEQ ID NO: 14)
T7 GTTAATACGACTCACTATAGGGC (SEQ ID NO: 15)

Primeri T7 a T3 se pouZije jako sond pro protokol
sestaveni genové mapy. JelikoZ se ukézalo, Ze insert EF-1la
obsahuje vnitrni misto NotI, predpoklada se, Ze pary
fragmentd (4,5kb/11kb a 7kb/12kb) zahrnuji jednu nebo druhou
sekvenci primert, a tedy se stanovilo, Ze 4,5 a 12kb insert
obsahuje sekvenci primeru T7, zatimco 7kb insert ma sekvenci
T3.

4,5 a 7kb inserty obsahujici oblast pro EF-la se
vyStépi z vektoru Stépenim NotI. Stépend DNA se oddéli na
agarosovém gelu a oddélené fragmenty se z gelu odriznou.

Z kazdého agarosového Fezu se za pouzZiti soupravy pro
extrakci QIAGEN QIAquick podle pokynu vyrobce izoluje DNA.
Mapovani se provadi za pouzZiti sedmi ruznych enzymd pri
castecném restrikénim Stépeni. Reakéni produkty se rozdéli
na agarosovém gelu, DNA se pFevede na nylonovou membrinu
Duralon-UV a zkousi za poZiti oligonukleotida T3 a T7 jako
sondy. Stanovi se velikost pasi a sestroji se restrikéni

mapy.

Plasmid pSK/EF1.7 se sekvenuje s vnitrnimi primery
puvodné zkonstruovanymi pro PCR prohleddvani (SEQ ID NO: 4
az 11 (drive popsané primery 95-136 aZ 95-143)), &imZ se
ovéri, Ze sekvenci genu je sekvence drive identifikovaného
proteinu. Stanovi se orientace kédujici oblasti a sestroji
se dalsi primery, které umoZfiuji sekvenovani k vnitfnimu
mistu NotI. Stanovi se sekvence celé kédujici oblasti, ktera
se poté porovnd s predpokléadanou sekvenci cDNA popsanou
v Hayashi et al. (viz vySe). Analyza sekvence potvrdi, Ze
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izolovana DNA skuteéné kdéduje stejnou sekvenci EF-la, jako
DNA popsana Hayashim (viz vySe). Kromé& toho je oblast
prvniho exonu identickd s d¥ive publikovanou oblasti
sekvence krec¢c¢i cDNA EF-la u 5' konce (Hayashi, viz vyse)
a bylo identifikovadno sedm intrond, z &ehoZ se z¥rejmé, Ze
struktura se podova struktufe znamé pro lidsky homolog.

Sekvence a restrikéni mapa ziskand ze 7kb fragmen-
tu ukazuje, Ze ¢ast 5' lemujiciho intronu a promotor jsou
umistény ve 12kb fragmentu od 5' do vnitrniho mista NotI.

Z 12kb insertu se vyStépi SpeI/NotI 3kb fragment od 5' do
vnitfniho mista NotI a subklonuje do pBluescriptSK+ predem
Stépeného stejnymi enzymy. Vysledny plasmid se oznadi jako
PSK/EF1.3. 3kb fragment se mapuje vySe popsanym zplusobem za
pouziti KpnI a ClaI, &¢imZ se potvrdi restrikéni mista

a sekvenuje za pouzZiti soupravy Erase-a-Base (Promega,
Madison, WI, USA) za pouziti ClaIl a KpnI mist pro vytvoreni
prodlouZeni 5' a 3'. Sekvenéni analyza ukdZe oblasti obsahu-
jici promotor, TATA box a 0,9kb intron v 5' netranslatované
lemujici oblasti o stejné délce jako m& prvni intron

v lidském genu [Uetsuki, 1989, viz vysSe]. Sekvence CHEF1
promotoru a 5' intronu je uvedena v SEQ ID NO: 1, pricemz
intron zahrnuje nukleotidy 2699 aZ 3641.

Priklad 3
Charakterizace regulaé&ni DNA CHEF

Sekvence pred ATG start kodonem (v&etné) kre&&iho
genu EF-la je popsdna v SEQ ID NO: 1. Vét&ina identifikova-
telnych vazebnych mist transkripéniho faktoru se pravdépo-
dobné vyskytuje od 3' do (protismérné) SacI mista umisténého
1,56 kb od 5' do inicia¢niho ATG kodonu genu EF-la. Kazdy
z expresnich vektorl obsahuje sekvence CHEF1 popsané dale,
avSak obsahuje také 2 kb CHEF1 sekvence od 5' k mistu SacI.
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Sekvenovani ukdzZe pfitomnost dokonale konsensuil-
niho TATA boxu umisténého asi 1 kb od 5' smérem k iniciag¢-
nimu ATG start kodonu a oblast mezi protismérné umistenin
- mistem Sacl a TATA boxem obsahuje radu moZnych vazebnych
mist pro transkripéni faktor [Boulikas, Crit. Rev. Euk. Gene
ExXp. 4: 117 aZ 321 (1994)], jako jsou mista Spl (SEQ ID NO:
16 nebo 17), mista ATF (SEQ ID NO: 18) a mista NF-1 (SEQ ID
NO: 19).

GGCGGG SEQ ID NO: 16
GGGCGG SEQ ID NO: 17
TGACGY(C/A)R  SEQID NO: 18
TTGGCN,(T/G)CCR SEQ ID NO: 19

Podobné jako u lidského genu EF-la [Uetsuki et al., viz
vySe] se zde vyskytuje 943bp intron v 5' netranslatované
oblasti (UTR) kred¢éiho genu EF-la, coz je zrejmé z umisténi
sestfihd donorni a akceptorni sekvence. Aviak za pouziti
analytického programu Geneworks DNA bylo zjisténo, zZe
sekvence intronu v 5' UTR je pouze ze 62 % identicka se
sekvenci v lidském genu. Intron 5°' zahrnuje radu moZnych
vazebnych mist pro transkripéni faktory, ktery zhruba
odpovida poc¢tu vazebnych mist mezi mistem SacI a TATA boxem,
coZz ukazuje, Ze intron 5' by mohl byt daleZity pro optimalni
transkripci ¥izenou promotorem EF-1q.

Za pouziti analytického programu Geneworks DNA bylo
zjisténo, Ze sekvence CHEF1l od restrikéniho mista SacI
(v protisméru) az do (ale ne vCetné) intronu 5' (po sméru)
Je ze 64 % shodnd se sekvenci lidského EF-la. Porovnani
umisténi vazebnych mist transkripéniho faktoru Spl lidské
a kre¢¢i regulac¢ni sekvence je uvedeno v tabulce 1. Uplna
sekvence lidského genu EF-la [Uetsuki et al., viz vyse] je
uvedena v SEQ ID NO: 29.
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Tabulka 1

Vzdalenost mist Spl od TATA boxu

Krecek

Poloha nukleotidu

Clovék
Poloha nukleotidu

-424
~-304
=183
=171
=151
=135
=26
63
156
168
257
261
425
495
589
594
688

=335
=220
-208
432
476
573
581
690

Priklad 4

Konstrukce expresnich plasmidl

Cetné plasmidy, jichZ se pouziva v nasledujicich

pfikladech, byly ziskdny ddle popsanymi postupy.

Plasmid pSV2-dhfr (prirastkové &islo ATCC 37146) se
rozstépi SphI/BamHI a 1,8kb fragment kédujici dihydrofolat
reduktasu (DHFR) se precisti (fragment 1). Fragment kédujici
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DHFR také obsahuje sekvenci promotoru/operitoru SV40
umisténou smérem k 5' a polyadenylac¢ni sekvenci umisténou
smérem 3' vzhledem k dhfr genu. Plasmid PSL1190 (Pharmacia)
se rozstépi HindIII, posunuté konce se doplni Klenowemn

a tupé zakonc¢end DNA se znovu liguje, aby se eliminovalo
misto HindIII, za vzniku plasmidu PSL1190H, ktery se poté
Stépi SphI/BamHI a 3,4kb fragment se predisti (fragment 2).
1,8kb fragment pSvV2-dhfr (fragment 1) se liguje k 3,4kb
fragmentu pSL1190H (fragmentu 2), &imZ se ziska plasmid
PSL1190H~-dhfr.

Plasmid pSL1190H~-dhfr se modifikuje nasledujicim
postupem, aby se z néj odstranilo nékolik restrikénich mist.
Plasmid se nejprve $tépi XbaI/NheI (&imZ se ziskaji komple-
mentarni posunuté konce) a linearni plasmid se znovu liguje,
¢imZ se odstrani obé& mista Xbal a NheI. P¥i druhém postupu
se pSL1190H-dhfr Stépi HindIII, posunuté konce se doplni
Klenovovym fragmentem a linedrni plasmid se znovu liguje,
¢imZ se eliminuje HindIII misto. Pri tretim postupu se
PSL1190H-dhfr se S$tépi BglII, posunuté konce se doplni
Klenowem a linedrni plasmid se znovu liguje, ¢imZ se odstra-
ni misto BglII. Vysledkem téchto tri stupnd je plasmid
PSL1190H-dhfr/NXHB, z néhoZ byla odstranéna mista XbalI,
NheI, HindIII a BglII. Plasmid pSL1190H-dhfr/NXHB se Stépi
EcoRI/BamHI, insertuje se do néj linker NPB1/NPB2 (ziskany
anelaci oligonukleotidli NPB1 a NPB2 [SEQ ID NO: 20 a 21}) za
vzniku plasmidu pSL/dhfr/NotI, ktery md jedinedné restrikéni
misto NotI.

NPB1 GATCGCGGCCGCGTTTAAACGGATCC (SEQ ID NO: 20)
NPB2 AATTGGATCCGTTTAAACGCGGCCGC (SEQ ID NO: 21)

Tento plasmid pSL/dhfr/NotI se $tépi Asp718/BamHI a 1,8kb
fragment kédujici DHFR se predisti (fragment 3). Plasmid
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PRc/CMV (Invitrogen, San Diego, CA, USA) se stépi Asp718/BglII,
¢imZ se odstrani promotor CMV a polyadenyla&ni DNA hovéziho
rustového hormonu (BGH) a 3,7kb fragment se predisti (frag-
ment 4). 1,8kb fragment pSL/dhfr/NotI kédujici DHFE obsahu-
jici sekvenci promotoru/operatoru SV40 a polyadenylacni
sekvenci (fragment 3) se liguje k 3,7kb fragmentu PRc/CMV
(fragmentu 4) za vzniku plasmidu pRc/DHFR/NotI.

Plasmid pRc/CMV se sStépi Asp718/Xbal a 0,8kb frag-
ment kédujici polyadenylaéni DNA BGH se predisti (fragment
5). Plasmid pRc/DHFR/NotI se rozstépi BamHI/Asp718 a 4kb
fragment obsahujici sekvence DHFR, promotoru/operatoru SvV40
a polyadenylac¢ni sekvenci se predisti (fragment 6). Plasmid
PCEP4 (Invitrogen, San Diego, CA, USA) se $tépi BglII/SacI
a 0,7kb fragment kédujici promotor CMV se predisti (fragment
7). 0,8kb fragment pRc/CMV (fragment 5), 4kb fragment
PRc/DHFR/NotI (fragment 6), 0,7kb fragment PCEP4 (fragment
7) a fragment syntetického adaptoru SacI/XbaI se spoji
CtyFfcestnou ligaci, ¢imZ se ziskd plasmid pDC1. Adaptor se
vytvori anelaci oligonukleotidd SXP1 a SXP2.

SXP1 (SEQID NO: 22)

5-CGTTTAGTGAACCGTCAGATCTACATAACAACATTCCTC
CTCTAAAGAAGCCCCAAGCTTGATATCTGCAGAATTCT-3"

SXP  (SEQID NO: 23)

5 -CTAGAGAATTCTGCAGATATCAAGCTTGGGGCTICTTTAGAG
GAGGAATGTTGTTATGTAGATCTGACGGTTCACTAAACGAGCT-3°

Plasmid pDCl tedy obsahuje promotor CMV, oblast polylinkeru,
polyadenylaéni misto z BGH a gen dhfr ¥izeny promotorem SV40
a sekvenci SV40 sesttrihu/polyadenylaéniho mista.

Plasmid pDCl se $tépi XhoI a izoluje se 4,5kb
fragment, ktery neobsahuje promotor CMV a polyadenyla¢ni DNA
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BHG, ktery se liguje k plasmidu pDCil. Plasmid pDCil se poté
Stépi BamHI/XhoI a 4,5kb fragment se predisti (fragment 8).

4,5kb fragment pDCil (fragment 8) se liguje k PCR fragmentu

Stépenému BamHI/Sall kédujicimu Gastednou sekvenci promotoru
CMV ziskanou ze pouziti primert 96-13 a 96-14 (plasmid pDC1,
Jako templat), ¢imZ se zisk& plasmid pDCi2.

Primer 96-13 (SEQID NO: 24)

5CAGTTCAGTCGACGGCGCGCCAACCCGGGAATCC
GGACGGGATCTATACAITGAATCAATATTGGCAG’

Primer 96-14 (SEQ ID NO: 25)
ATGTCAGGATCCACGCGGAACTCCATATATGGGCTATGAACT

Plasmid pDCi2 se &tépi Asp718/Spel a 4,2kb frag-
ment kédujici DHFR obsahujici sekvenci promotoru/operatoru
SV40 a polyadenylac¢ni sekvenci se purifikuje (fragment 9) a
pDC1l se Stépi Asp718/Spel a 1,5kb fragment obsahujici
¢asteénou DNA promotoru CMV s BGH polyadenylac¢nimi signaly
se purifikuje (fragment 10). 4,2kb fragment pDCi2 (fragment
9) se liguje k 1,5kb fragmentu pDC1 (fragmentu 10), &imZ se
ziska plasmid pDC31. Plasmid pDC31 se od pDC1 1isi tim, Ze
obsahuje nékolik novych restrikénich mist, jako SmaI a AscI
u 5' konce promotoru CMV, které byly vytvoreny. Plasmid
pDC31 se Stépi NotI, posunutd DNA se otupi za pouziti
polymerasy T4 a plasmid se znovu liguje, aby se vyloudilo
misto NotI, ¢imZ se zisk& plasmid pDC36. Plasmid pDC36 je
stejny jako pDC31 s vyjimkou mista NotI, které bylo zniceno.

Plasmid pDC36 se Stépi Apal/BamHI, posunuté konce
se doplni a plasmid se znovu liguje za vzniku pDC38. pDC38
Je stejny jako pDC36, aZ na fragment ApaI/BamHI obsahujici
polyadenyla¢ni sekvenci hovéziho rGstového hormonu, kterd z
néj byla odstranéna. Plasmid pDC38 se gtépi SmaI/HindIII a
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4,6kb fragment, ktery neobsahuje DNA promotoru CMV, se
purifikuje (fragment 11).

Plasmid pSK/EF1.3 se s$tépi EcoRV/NotI/PvuI a 2,9kb
fragment kédujici sekveci promotoru CHEF1l a protismérnou
sekvenci DNA se purifikuje (fragment 12). Bluescript SsWhII
(pSK+) se Stépi NotI a 2,9kb fragment se purifikuje
(fragment 13). 7kb NotI fragment z fagu lambda 7.4 se liguje
k 2,9 psk" fragmentu (fragmentu 13), ¢imZ se ziskd plasmid
PSK/EF1.7.

Plasmid pSK+ se Stépi HindIII/NotI a 2,9kb fragment
se purifikuje (fragment 14). Plasmid pSK/EFl.7 se &§tépi
NotI/NcoI a 620bp fragment kédujici Sast 5' netranslatova-
ného intronu CHEFl se purifikuje (fragment 15). 123bp PCR
fragment sStépeny HindIII/Ncol kédujici zbyvajici 5' intron
vytvoreny za pouZiti primert 96-36 a 96-45 a pSK/EF1.12 jako
templatu se precisti (fragment 16).

Primer 96-36 (SEQ ID NO: 26)
- GGCTTAGCTCCGAGGAGGG

Primer 96-45 (SEQ ID NO: 27)
CGTGACAAGCTTGGTTTITCACAACAC

2,9kb fragment pSK+ (fragment 14), 620bp fragment PSK/EF1
(fragment 15) a 123bp fragment HindIII/NcoI (fragment 16) se
liguji, ¢imZ se ziskd plasmid pSK/5'EF-1 obsahujici dplnou
sekvenci 5' intronu CHEF1.

Plasmid pSK/5'EF-1 se Stépi HindIII/NotI a 0,7kb
fragment kédujici 5' intron se purifikuje (fragment 17).
4,6kb fragment pDC38 neobsahujici promotor CMV (fragment
11), 2,9kb fragment pSK/EF1.3 obsahujici sekvenci promotoru
CHEF1 a protismérnou sekvenci (fragment 12) a 0,7kb
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PSK/5'EF-1 fragment kédujici dplny 5' intron (fragment 17)
se spoji pfi tficestné ligaci, &imZ se ziska plasmid PDEF1,
ktery tedy obsahuje kompletni 5' reguladni DNA CHEF1l, gen
dhfr a poc¢atek replikace SV40, ktery umozni replikaci za
vzniku velmi vysokého poctu kopii v butikdch transformovanych
antigenem SV40 T.

Plasmid pDEFl se $tépi HindIII, posunuté konce se
doplni a plasmid se S$tépi NotI. 2,6kb fragment obsahujici
kromé castedné sekvence 5' intronu sekvenci promotoru CHEF1
a protismérnou sekvenci DNA se purifikuje (fragment 18).
Plasmid pDEF1l se $tépi NotI/Asp718 a 1,3kb fragment kédujici
zbytek 5' intronu se purifikuje (fragment 19). Plasmid
pDC38 se Stépi Smal/Asp718 a 4kb fragment kédujici DHFR
obsahujici sekvenci promotoru/operidtoru SV40 a polyadeny-
laéni DNA se purifikuje (fragment 20). 2,6kb fragment pDEF1
(fragment 18), 1,3kb fragment pDEF1l (fragment 19) a 4kb
fragment pDC38 (fragment 20) se spoji tricestnou ligaci,
¢imZz se ziskd plasmid pDEF2. Plasmid pDEF2 v E. coli kmene
XL-1 Blue byl uloZen 4. brezna 1997 ve sbirce American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,
20852, USA pod prirustkovym ¢islem 98343. Plasmid pDEF2 se
od pDEF1l 1isi v tom, Ze z néj byl odstranén 0,3kb fragment
HindIII/Spel umistény 2,3 Kb proti sméru od TATA boxu CHEF1
a Ze obsahuje pouze jedno misto HindIII umisténé v oblasti
polylikeru. pDEF2 se pouZije v pripadech, kdy gen, ktery ma
byt exprimovan, obsahuje vlastni polyadenyla&ni misto.

Za UCelem linearizace se plasmid pDEFZ Stépi
Asp718/Xbal, pricemZ se vSak také odstrani podatek repli-
kaénich sekvenci a 7,4kb fragment se purifikuje (fragment
21). Plasmid pDCl se S$tépi Asp718/XbaI a 0,8kb fragment,
ktery kromé polyadenylac¢nich sekvenci BGH obsahuje zaménu
poc¢atku nebo replikaéni DNA, se purifikuje (fragment 22).
7,4kb fragment pDEF2 (fragment 21) a 0,8kb fragment pDC21
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(fragment 22) se spoji za vzniku plasmidu PDEF10, ktery se
1i81 od pDEF1 stejnym zplsobem jako PDEF2. Plasmid pDEF10 se
od pDEF2 1isi v tom, Ze v pDEF10 u 3' konci oblasti poly-
linkeru je polyadenylaéni misto z genu hovéziho riustového

hormonu.

Plasmid pDEF10 se S$tépi HindIII/XbaIl za udelem
linearizace a 8,2kb fragment se purifikuje (fragment 23).
Plasmid pDC1/MDC, plasmid kédujici chemokin odvozeny od
chemokinu lidského makrofagu (MDC) se Stépi HindIII/XbaI, a
0,4kb fragment kédujici MDC se purifikuje (fragment 24).
Ligaci 8,2kb fragmentu pDEF10 (fragmentu 23) s 0,4kb
fragmentem pDC1/MDC (fragmentem 24) se vyrobi plasmid
pDEF10/MDC.1.

 Plasmid PRc/CMV se Stépi BamHI, posunuté konce se
doplni Klenowem, plasmid se $tépi Asp718, a 1,5kb fragment
se purifikuje (fragment 25). Plasmid pDCl se Stépi Notr,
posunuté konce se doplni Klenowem, plasmid se stépi Asp718,
a 3,9 kbfragment se purifikuje (fragment 26). 1,5kb frag-
ment pRc/CMV (fragment 25) se liguje s 3,9kb fragmentem
pDC1 (fragmentem 26), ¢imZ se zisk& plasmid PNCX.

Plasmid pNCX se podobd pDCl s tou vyjimkou, Ze dhfr
gen je nahrazen genem resistence viéi neomycinu (NeoR).
Plasmid pNCX se sStépi Asp718/Pvul, a 2,1kb fragment se
purifikuje (fragment 27). Plasmid pDEF1l se stépi Asp718/Pvul,
a 5,9kb fragment se purifikuje (fragment 28). 2,1kb fragment
PNXC (fragment 27) se liguje do 5,9kb fragmentu PDEF1
(fragmentu 28) za vzniku plasmidu pNEF1. PNEF1l se 1lisi od
PDEF1l tim, Ze nese bakteridlni gen resistence vaci neomycinu
(NeoR), ktery kéduje resistenci va&i neomycinu nebo G418.
Geny, které maji byt insertovdny do pNEF1 jsou obecné
fragmenty HindIII/XbaI, které se insertuji po Gasteéném
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Stépeni HindIIT nebo tficestné ligaci, jelikoZz plasmid
obsahuje dvé mista HindIII.

Priklad 5
Transfekce bunék DG44 a zkouska produktivity

Za ucelem transfekce hostitelskych bunék DG44
jedinym plasmidem se obvykle linearizuje 50 aZ 100 ug
plasmidu Stépenim restrikénim enzymem Pvul nebo AscI. PTi
transfekci, kdy se maji do bunék CHO zavadét dva plasmidy,
se plasmidy ponechaji ne&tépené. Pred transformaci se
plasmidy vysrdZeji ethanolem a promyji dvakriat 70% ethano-
lem. DNA pelety se kratce susi a resuspenduji ve 400 pl
sterilni destilované vody. K resuspendované DNA se prida
400 pl sterilniho 2X HeBS (40mM HEPES-hydroxid sodny, pH
7,0; 274mM chlorid sodny; 10mM chlorid draselny; 1,4mM
hydrogenfosforeé¢nan sodny; 12mM dextrosa). Netransfekované
buniky DG44 se kultivuji v médiu DMEM/F-12 doplnéném hypo-
xanthinem (na koneénou koncentraci 0,01mM) a thymidinem (na
kone¢nou koncentraci 0,0016mM), také oznacovanym jako HT. Za
ucelem péstovani netransfekovanych i transfekovanych bunék
DG44 se k médiu pridd dialyzované FBS do koneé&né koncentrace
5 az 10 % objemovych. Buriky DG44 se pripravi na transfekci
tak, Ze se kultury nechaji rust do asi 50% nebo nizsi kon-

2 osetfenych polystyrenovych nddobich pro

fluence v 150cm
tkanovou kultivaci (Corning). Buriky se z plastu odstrani
tak, Ze se nejprve odsaje médium a ulpélé bunky se promyji
jednou solnym fosfatovym pufrovacim roztokem bez vapniku

a hof¢iku (CMF-PBS: 2,7mM chlorid draselny; 1,5mM dihydro-
genfosfore¢nan draselny; 137mM chlorid sodny a 8,1mM
hydrogenfosforeé¢nan sodny), pridaji se k nim 4 ml roztoku
obsahujiciho 0,0125% ozafeny trypsin (Worthington
Biochemical Corporation) v CMF-PBS a inkubuji se nékolik
minut pri 37°C. K buikdm se pfidd médium (4 ml) obsahujici
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hovézi fetdlni sérum (FBS), stanovi se koncentrace bunék

a alikvoty 2 x 10’ bunék se peletizuji centrifugaci. Kazda
buné¢ni peleta se promyje jednou v CMF-PBS a resuspenduje

v 0,8 ml roztoku obsahujiciho HeBS s poZadovanou plasmidovou
DNA. Resuspendované bunky se pri teploté mistnosti prevedou
do 0,4cm kyvety Gene Pulser (Bio-Rad) a umisti do elektro-
poraéniho zarizeni Bio-Rad GenePulser. Buiky se elektropo-
ruji pri teploté mistnosti s vybijenim kondenzatoru 290

V. a 960 puF (puls 9 aZ 11,5 ms). Bunky se asi 10 minut
ponechaji v kyveté a poté pridaji do 10 ml DMEM/F-12
doplnéného 5 aZ 10% dialyzovanym FBS a HT. Poté se stanovi
umrtnost (vyloucdeni trypanové mod¥i), ktera je obvykle asi
50 %. Buiiky se peletizuji centrifugaci, pelety se resuspen-
duji ve 2 ml DMEM/F-12 doplnéném 5 az 10% dialyzovanym FBS
a HT ("neselektivni médium") a zaodkuji na 10cm polystyre-~
nové misky pro tkarnovou kultivaci. Po dvoudennim riustu se
buniky, v tuto dobu obvykle konfluentni, z misek odstrani za
pouziti trypsinu, jak je popsano vyse a v raznych zredénich
v DMEM/F-12 doplnéném 5 az 10% dialyzovanym FBS a bez HT
("selektivni médium") zaodkuji na 10cm? misky. Pét a devét
dni poté k burikdm pridd selektivni médium. Po asi 2 tydnech
se kolonie transfektantu (obvykle vice neZ 1000 na kazdou
transfekci) z misek odstrani za pouZiti trypsinu, vyse
popsanym zpUsobem a po pridavku selektivniho média se
stanovi koncentrace bunék. Alespori dva alikvoty 2 x 106
bunék na kaZdou transfekci se pridaji k 10cm miskam
obsahujicim 10 ml selektivniho média. Burky se nechaji rist
az do zéniku, kdy je vétsina bunék odpojena od desky vlivem
preplnéni. Supernatant ze zanilech kultur se zkousi metodou
ELISA, ¢imZ se stanovi prumérny titr produktu.

P¥riklad 6

Produkce rekombinantniho proteinu za pouZiti CHEF1
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Buniky DG44 popsané v prikladu 5 se transfekuji
plasmidy nesoucimi geny uvedenymi v tabulce 3 operativné
pfipojenymi k regulaéni DNA CHEFl. Bakteri&lni kmeny
transformované plasmidy kédujicimi kazdy z gent, kterych bylo
pouzito pri zkousce, byly uloZeny ve sbirce American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,
20852, USA, 1. dubna 1997 pod prirtstkovymi &isly uvedenymi
v tabulce 2.

Tabulka 2

Prirustkova ¢isla plasmidi

Kédovany gen Oznac¢eni plasmidu Priristkové
‘ ¢islo
Tézkého retézce PDEF1/ICM3H.2 28381

protilatky ICM3

Lehkého retézce pNEF1/ICM3L.3 98382
protilatky ICM3

Tézkého retézce PDEF1/F2GH.1 98383
protilatky 23F2G

Lehkého retézce PNEF1/F2GL.1 98384
protilatky 23F2G

Chitinasy PDEF1/CTN.1 98385

Acetylhydrolasy PDEF2/HPH. 4 98386
aktivacéniho faktoru
desticek (PAF-AH)

Chemokinu odvoze- PDEF10/MDC.1 98387
ného od makrofagu
(MDC)
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Po selekci na transfektanty se spojené kolonie
(vice nez 200) z kaZdé transfekce odstrani z misek za
pouziti trypsinu a stejny pocdet bundk z kazdé transfekce se
nanese na misky a nechad rast do thynu. Supernatanty se
odstrani a exprese proteinu se stanovuje za pouZiti metody
ELISA nebo enzymového stanoveni. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 3.

Tabulka 3

Exprese proteinu za pouZiti regulaénich sekvenci CHEF1 a CMV

Transfekovany gen Titr proteinu
CMV CHEF1

ICM3 H+L 554 1862
ICM3 H+L 288 2153
Hu23F2G H+L 337 1848
MDC 360 2100
PAF-AH 590 6574
Chitinasy-1 3200 2300
Chitinasy-2 8900 12850

S vyjimkou prvni zkousky na expresi chitinasy
(v tabulce 3 ozna&ena jako chitinasa-1) se za pouziti
regulac¢ni DNA CHEF1 dosadhne vyznamné vys$s$ich drovni produkce
proteinu, které jsou t¥ikrat aZ jedendctkrat vysSi, nez pri
expresi s promotorem CMV.

Za ucelem stanoveni, zda se u sniZené exprese,
kterd byla zjisténa u zkoudky na chitinasu, jednd o abnomalni
nebo o opakovatelny vysledek, ktery by byl charakteristicky
a/nebo jedineény pro chitinasu, se zkougka zopakuje, avsak
za pouziti dvou oddélenych transfekci, na rozdil od jediné

transfekce pouZité pri prvni zkousce, jejimZ vysledkem byl
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neobvykle nizky poc¢et ziskanych transfektantli. Kromé toho se
pouzije jiné zkousky na aktivitu chitinasy, u niz se proka-

zalo, Ze je presnéjs$i neZ postupy pouzité pri prvni zkousce.

Vysledkem transfekci pri druhé zkousce je pocet
transfektantu, ktery je konsistentn&jsi s predchozimi
vysledky dosaZenymi za pouziti plasmidu PDEF2, ktery pri
dalsich zkouskadch produkuje vice nez 150 % poc¢tu transfek-
tantl dosaZeného s plasmidem CMV. Vysledky z druhého pokusu
(ozna¢eného v tabulce 3 jako chitinasa-2) jsou vnit¥né
konsistentni, coZ zvySuje duvéryhodnost vysledki, prestoZe
zjisténé zvysSeni exprese proteinu (asi 1,4x), ve srovnani
s expresi za pouziti promotoru CMV, je niZs$i nez zvysSeni
zjisténa u ostatnich proteint zkouSeych d¥ive.

P¥riklad 7

Produkce rekombinantniho proteinu za pouzZiti regulac¢ni DNA
CHEF1 o ruznych délkach

Zkonstruuje se expresni vektor obsahujici dalgich 8
kb 5' lemujici DNA z genu EF-la a ozna¢i se jako PDEF14.
Plasmid pDEF14 se od pDEF2 1i§i v tom, Ze pDEF14 obsahuje
priblizné 11,7 kb DNA lemujici 5' k¥e&&iho EF-la, zatimco
PDEF2 obsahuje pouze 3,3 kKb této sekvence. Plasmid PDEF14
také obsahuje 4 kb krec¢é¢i 3' lemujici DNA pfiléhajici k 3'
konci DHFR expresni kazety. Vétsi plasmid pDEF14 se zkon-
struuje zplsobem, ktery je strucné popsan dale.

Z pDEF2 se odstrani 2,6kb AscI/NotI fragment CHEF1
a na jeho misto se insertuje 11kb AscI/NotI fragment CHEF1.
Inserce delsi sekvence nejprve vyZaduje modifikaci Xbal
mista umisténého 11,7 kb od 5' smérem k iniciaénimu ATG
EF-1a na misto AscI. Kromé toho se insertuje 4kb NsiI/Sall
fragment s tupymi konci, ktery je tvoren lemujici sekvenci




- 34 - 0:00 e L]

CHEF1 s za¢inajici u NsiI mista 118 parQ bazi od 3' ke stop
kodonu EF-la, do PmeI/Sall mista 3' k DHFR expresni kazeté
umisténé na 3' konci oblasti polylinkeru, do jig jsou
insertovany geny, které maji byt exprimovany. Uplna 3' DNA
sekvence s pocCatkem p¥i stop kodonu genu'EF-la je uvedena
v SEQ ID NO: 28. Bakterie transformovanid timto plasmidem
byla uloZena ve sbirce American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852, USA, 9. dubna
1997 pod prirustkovym ¢islem 98398. Vysledny plasmid pDEF14
obsahuje jedine¢nad Xbal a NotI mista spolu s mnohacetnymi
HindIII misty a inserce genu do tohoto plasmidu za udelem
exprese tedy vyZaduje tricestnou ligaci. Tak napriklad gen
miZe byt insertovén do plasmidu ligaci HindIII/XbalI
fragmentu obsahujiciho poZadovany gen se 737bp NotI/HindIII
fragmentem z pDEF14 a 19,7kb XbaI/NotI fragmentem z PDEF14.

Exprese proteinu za pouZiti tohoto vektoru se
porovna s expresi za pouZiti vektoru pDEF2, ktery obsahuje
mens$i ¢ast 5' lemujici oblasti EF-la. Pri pfedchozich
zkouskach byla DNA kédujici tézky i lehky retézec protilatky
23F2G subklonovana do vektorl pDEF2 a pDEF14 a uUrovné
exprese stanovené po transfekci do bunék DG44 jsou popsany

vySe v prikladu 5. Geny kédujici oba retézce protilatky se ve

vektorech umisti linedrné a exprese obou gent se pohani
sekvenci CHEF1l v jednotlivych plasmidech. Kédujici oblasti
pro dva fetézce v kazdém plasmidu se rozdéli identickou
4,3kb DNA odvozenou z 3' netranslatované oblasti lidského
IgG4.

Vysledky ukazuji, Ze exprese 23F2G z vétsi CHEF1
sekvence je v pDEF14 c¢tyrndsobné véts$i, neZ exprese proti-
latky z men$i sekvence pDEF2. Tento vysledek je prekvapujici
vzhledem k tomu, Ze vétSina identifikovatelnych vazebnych
mist transkripéniho faktoru pDEF14 je také v sekvenci DNA
v PDEF2. Je tedy moZné, Ze v DNA CHEF1l v plasmidu pDEF14 je
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umisténo jedno nebo vice dalsich a neidentifikovanych
vazebnych mist transkripéniho faktoru nebo sekvenci
zesilovacl. Jinak fedeno, vét$i DNA CHEF1 mise poskytovat
vyhodu zvysSené transkripce diky urc¢ité vlastnosti 3' DNA
sekvence.

Odbornikim v tomto oboru budou zcela jisté zrejmé
cetné modifikace vyndlezu, jak je popsan a ilustrovan v
predchazejicim textu. Takové modifikace a zmény nepredsta-
vuji dnik z rozsahu tohoto vynalezu, ktery je dén pouze
patentovymi ndroky.
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SEKVENCNI PROTOKOL

(1) OBECNE INFORMACE:

(1)
(ii)
(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(viii)

(1x)

PRIHLASOVATEL: Allison, Daniel S.
NAZEV VYNALEZU: Transkrip&ni requladni DNA kfe&&fho EF-la
POCET SEKVENCI: 29

ADRESA PRO KORESPONDENCI:
(A) ADRESAT: Marshall, O'Toole, Gerstein, Murray & Borun
(B) ULICE: 233 South Wacker Drive, 6300 Sears Tower
(C) MESTO: Chicago
(D) STAT. Illinois
(E) ZEME: USA
(F) ZIP: 60606

POCITACOVE CITELNA FORMA:
(A) TYP MEDIA’ Floppy disk
(B) POCITAC IBM PC compatible
(C) OPERACNI SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, verze #1.30

UDAJE 0 SOUCASNE PRIHLASCE:
(A) CISLO PRIHLASKY:
(B) DATUM PODANT:
(C) zATRIDENT:

INFORMACE O ZASTUPCI:
(A) JMENO: KAREL CERMAK, AKP CERMAK-HOREJS-VRBA,
NARODNT 32, 110 01 PRAHA 1
() EISLO SPISU: 01-11-99-CF

TELEKOMUNIKACNI SPOJENT:
(A) TELEFON: 312-474-6300
(B) TELEFAX: 312-474-0448

(2) UDAJE K SEQ ID NO:1:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 3678 parG bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina

(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcové
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:1:




ACTAGTTCCA
ATTAGTTCTA
TAGGCACTAG
GAAAAAGGGA
TGCCTTGCAT
TTCTGTGGAT
TTGGTTACAA
AACCTGCTTG
TGTGGTGGGG
AAGGCCAGCC
TCCTTTCTTT
CTATCCTGGC
TGCTGGGATT
AACATCAGGA
TGAGTTGGAT
CTCTGGTCCC
TTTTTAAAAA
GTAAGAATCA
CAGTTTTTTT
CAGATCCCAC
AATAATATCA
GCCCATAATC
GAGTGCTTGC
CAAAATACCT

CTTCTGAGAT

AAGATGAATT
TTGCTAGTGT
GGTATCAAGA
TTTGTGAAAT
GCATAGACCC
AGAAAATGAT
TTAACAGAAT
TAGAAGGTTG
CACGTCTGTA
TCAGCAACAC
TTTTTTTTTT
ACTAGCTCTG
AAAGGTATGC
GGTGGTGAGA
CCTTTAGAGC
CACACATAGC
AATTAAAAARC
AGTATCATGT
CCTTCCTAGC
ATGTGGACAC
ATTGTTTGTT
AGGTTATTAG
CTGGTGTGCT

TTTCACCGTC

ACTAACCAGT
TTCATTTTCG
TAATTTTAAC
GAGAGAGGGT
TGTGTTTGAT
TAGTTATATA
TAAGTGCAAA
TAAGGCTCTG
ATCCCAGCAT
AGTGAGTTTG
TTTCTTTTCT
AAGAGCAGGC
ACCACCAACG
GGGCTCAGTG
TACATGGTTG
TATACACAGC
AACAACAGTT
AAATTTGCTT
TTGACTGTGG
CGGACAGTAG
ACTAGGCAGT
GAATAAATAC
GAGACCCTCG

CCTAGCATTA
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GTTTCCAAGG
TATATTTCTT
GACTGGCTGA
AATGTGGCCA
CTCTTAACAC
TACTTTTAGG
CAAAGCCAGA
TAATATAGGA
TGGGAAGTAG
AGGCCACCCT
TTTTTTGGTT
TGGCCTCGAA
CCCCAGGTTT
GTCACAGGCA
AGGGAAGAGA
ATGTGCATTC
TGGGTTGTGA
TCAACTCATC
AGTCTTGTCC
GTCCTCAAAT
GATGTTGTAC
TCTAAGGCTA
GTTCCATCTC

AGAAACAAAA

AAMATAAATGA
ACAATTTCTC
GAACCCTAGA
TTATAGAAAA
CCTCCTTGAC
GAAACGTAGT
AACCTCCTGA
ATTAGGAGAA
AGGTAGAAGA
GAACTACATC
TCTCTGTGTA
CTCAGAGATC
TGTCTCAAAC
TTCTCTGCAA
ACTGACTCCT
ACACACACTA
AAACTAGAAC
CCAAAATTTG
GGAAGCAAAT
GCTCCTTATT
ATCTGGAGGA
AAAATGTAGC
CACAACCCCA

CAACAAAGAA

CCTGCCCGGA GAGGCATTTA AAACTGGCCA GGGCCAAAAA

AAGCAGAGAG
TTGTTACAAA
AAATCTCTGT
GGCTTTTGTG
CAGAAAAAGC
TCTGGATTCT
TAAATGAGAA
AAGAAACCTG
TTAGAAATCA
AGGTTCTGTC
GTTTTGGAGC
AGCCAGCCTC
AAACAAAAAT
AéCCTGACTC
GGAAGGTGTC
AATAATGCTA
TAGATAATAG
TTTTATATTT
AGTTCCTTTG
AGGTTGGTTC
GATCTCTTGA
TTAGTGATAA
TATTCCATTA
GITTTTCTTT

AAAAAAAARA

AAAAGAAAAA AAAGAAAAGA AAACAGGCTA GGGCCGGCAT GGTGGCGCAC GCCTTTAATC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560



CCAGCACGCA
CCTAGTGAGT
CAATCAGAAC
TAAATAATAG
CTGGGCGAGT
TCTTTTCATG
ACACACACAA
GTAAAGCTAA
GCTTCAGGCT
GGGCAGATCC
GGTCCCTAGG
CGGGAGGTGG
CAGGAAGGGT
ATGGAGCCGA
GACCGTCGCT
CGGGAGGAGC
CCCGGCGGTG
GGAAAGTGGT
AAGTGCGGTA
GAGTGGCGGG
GTGCGGGTGT
CGGGAGGGCG
GAGGCCTAGC
CGGCTGCCCT
TGGTAGGGAG

ACCGGGCCCG

GGAGGCAGAG
TTCAGGGCAC
CACAGCAAAA
GACGAGCCAT
AAGATTGCTA
PTCCTCGTCC
TGCGCGCACA
CTGTGGGACT
TCCAGAGAAG
GTCGAGCTCT
ATTGTGCACC
CCTCCACGGG
AGGACAGATT
GAGTAATTCA
ARATTCTGCC
CTGCGCCTAG
GGGGAGGGGC
GTCGTGTGCT
GTCGCATTGE
TGTGGCCTCC
CGTCGGCCEE
AGGGGGGGAG
GTGGCTTCCE
CGATTGCCTG
CCCCGTAGIC

CCCGTCCCGC

GCAGGGCGGA
CCAGGGCTAA
CGCAGTTATG
TTTTGAGAAG
ATGCTGGCCT
TCTATCAAAT
CACAAAATCC
TAAGTATTAT
CAGCTGGCGC
CGGCCACCGA
TCTCCCGCGG
AAGGGACACC
CTGGACGCCC
TACAAAAGGA
CGGCCTCCCA
GGCGGATCGC
GCGCTGAGCG
GGCTCCGCCC
ACGTTCTTTT
GCGGGCCCGG
GCTTCTCTGC
GCCTGGCGGC
CCCCGCCGCG
CCCGCGGCCC
CGCATGTCGG

AGCACATGTC
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TCTCTGTGAG
AGAGACTGTC
ATCCTTGGAA
CTCTGATTTC
CTAAATGAGA
AACTGTACCC
TTTTTTAGCT
TCTGAACGGA
TGGATGGAAT
GCTGAGCCCT
GGGACAAGCA
CGGATCTCGA
TCTTGGCCAG
GGGATCGCCT
GCCCGGAACC
GGGTCGGCGG
GGGGCCCGGG
TCTTCCCGAG
TCGCAACGGG
GCTCCCTCCT
GAGCGTTCCC
GGCCCCGGAG
TGCCACCGCG
GGGCCAACAA
GCAGGGAGAG

CGACGCCGCC

TTTGAGGTCA
TCAAAAACAA
CTGTAGGAAT
ACAAGTGTCA
CCACGTGGAG
AAATACACAC
TAAGAAGCCC
ACTCCCAGGG
GAACCAAGAG
TAGGTTCTGG
GGGGATGGCG
CACAGCCTTG
TCCTCACCGC
TCGCCCCTGG
GCTGTGCCCG
GAGAGCACAA
AGCCAGCGCG
GGTGGGGGAG
TTTGCCGTCA
TTGAGCGGGG
GCCCTGGATG
CCTCGCCTCG
GCCGCGCTTT
AGGGAGGGCG
CGGCAGCAGT

TGGACGGGTA

GCCTGGTCTA
AACAGCCACA
GACAAGCATT
GGGATGGGCT
TTGATTAGAT
ACACACACAC
AGAATCAGAA
CGTGAAGCGC
GCCAGCACAG
GGCTGGGAAG
GGGCTGACGT
GCAGTGGAGT
CCCACCCCCG
GAATCCCAGG
CCCAGCGCGG
GCCCACAGTC
GGGCAAACTG
AACGGTATAA
GAACGCAGGT
TCGGACCGCC
GCGGGCTGTG
TGTCGGGCGT
GCTGTCTGCC
TGGAGCTGGC
CGGGGGGGGG

GCGGCCTGTG

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

3120



TCCTGATAAG
GGCCCGGTCT
CGGCACCAGT
AATGGAGGAC
GGCCTTGCCC
GTCACCCCGG
ATGGCGTTGG
TGGAAGTAAT

GCTTAGCCGT

GCGGCCGGGC
GGCCAGTACC
TGCGTGCGCG
GCGGCAGCCC
CTCGCCGGCC
GCGCTCTTTC
AGTTTGCTCA
TCTTGGAATT

TCAAAGGTAT

GGTGGGTTTT
CCGTAGTGGC
GAAAGATGGC
GGCGGAGCGG
GCTGCTTCCT
GGAGCACCGC
CATTTGGTGG
TGCCCATTTT

TCTTCGAACT
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AGATGCCGGG
TTAGCTCCGA
CGCTCCCGGG
GGCGGGTGAG
GTGACCCCGT
TGGCCTCCGC
GTGGAGACTG
GAGTTTGGAG

TTTTTTTTAA

TAATTCAAAT CCAACATG
(2) UDAJE K SEQ ID NO:2:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:2:
AGGCACAGTC GAGGCTGATC
(2) GDAJE K SEQ ID NO:3:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:3:
TTCCAGGGTC AAGGAAGGCA
(2) UDAJE K SEQ ID NO:4:

(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 20 parl bazi

TTCAGGTGGC
GGAGGGCGAG
CCCTGTAGCA
TCACCCACAC
GGTGTACCGG
TGGGGGAGGG
TAGCCAGGCC
CGAAGCTGAT

GGTGTTGTGA

CCCGGGTCCC
Ccccaeeeeee
AGGAGCTCAA
AAAGGAAGAG
CCGCACTTCA
GATCTGTCTA
AGCCTGGCCA
TGACAAAGCT

AAACCACCGC

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3678

20

20
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(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:4:
GCCACCTGAT CTACAAATGT
(2) ODAJE K SEQ ID NO:5:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofet&zcové
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:5:
GAGATACCAG CCTCAAATTC
(2) GDAJE K SEQ ID NO:6:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parQ bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(i1) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:6:
ATGTGACCAT CATTGATGCC
(2) UDAJE K SEQ ID NO:7:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofet&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:7:

GTGACTTTCC ATCCCTTGAA

.... l.‘. .: .... .... ....
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(2) UDAJE K SEQ ID NO:8:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parid bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:8:
GTTGGAATGG TGACAACATG
(2) UDAJE K SEQ ID NO:9:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 pard bizi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednotfetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(1i) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:9:
CAGGTTTTAA AACACCAGTC
(2) UDAJE K SEQ ID NO:10:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 parQ béazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:10:
AATGACCCAC CAATGGAAGC
(2) UDAJE K SEQ ID NO:1l:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE
(A) DELKA: 20 pari bézi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetdzcovd
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(X XN J
*

(AR XK X J
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:11:
ACAGCAACTG TCTGCCTCAT
(2) UGDAJE K SEQ ID NO:12:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 17 péard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofet&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:12:
GTAAAACGAC GGCCAGT
(2) UDAJE K SEQ ID NO:13:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 pard bazi
(B) TYP: nukleovad kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:13:
GGAAACAGCT ATGACCATG
(2) UDAJE K SEQ ID NO:14:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 20 part bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcovd
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:14:
AATTAACCCT CACTAAAGGG
(2) ODAJE X SEQ ID NO:15:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 23 pard bazi

(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetdzcova

20

17

19

20
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(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:15:
GTTAATACGA CTCACTATAG GGC
(2) UDAJE K SEQ ID NO:16:
(1) CHARAK?ERISTIKA SERVENCE:
(A) DELKA: 6 parid bézi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:16:
GGCGGG
(2) UDAJE K SEQ ID NO:17:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 6 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofeté&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:17:
GGGCGG
(2) UDAJE K SEQ ID NO:18:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 8 pard bdzi
(B) TYP: nukleovéd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:18:
TGACGYMR

(2) GDAJE K SEQ ID NO:19:

23
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(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 13 parl bézi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: line&drni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:19:
TGGCNNNNNKCCR
(2) UDAJE K SEQ ID NO:20:
(1) CHARAK@ERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 26 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:20:
GATCGCGGCC GCGTTTAAAC GGATCC
(2) GDAJE K SEQ ID NO:21:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 26 parQ bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:21:
AATTGGATCC GTTTAAACGC GGCCGC
(2) UDAJE K SEQ ID NO:22:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 77 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA

(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:22:
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CGTTTAGTGA ACCGTCAGAT CTACATAACA ACATTCCTCC TCTAAAGAAG CCCCAAGCTT
GATATCTGCA GAATTCT
(2) GDAJE K SEQ ID NO:23:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 85 par( bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:23:
CTAGAGAATT CTGCAGATAT CAAGCTTGGG GCTTCTTTAG AGGAGGAATG TTGTTATGTA
GATCTGACGG TTCACTAAAC GAGCT
(2) UDAJE K SEQ ID NO:24:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 66 paru bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: line&rni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:24:
AGTTCAGTCG ACGGCGCGCC AACCCGGGAA TCCGGACGGG ATCTATACAT TGAATCAATA
TTGGCA
(2) UDAJE K SEQ ID NO:25:
(1) CHARAK?ERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 42 péard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:25:
ATGTCAGGAT CCACGCGGAA CTCCATATAT GGGCTATGAA CT

(2) UDAJE K SEQ ID NO:26:

717
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(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 périd bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:26:
GGCTTAGCTC CGAGGAGGG
(2) UDAJE K SEQ ID NO:27:
(1) CHARAKTERISTIKA SERVENCE:
(A) DELKA: 26 parl bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednoretézcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(x1) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:27:

CGTGACAAGC TTGGTTTTCA CAACAC

(2) GDAJE K SEQ ID NO:28:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 4263 pard bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofet&zcova
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:28:
TGAATATTAC CCCTAACACC TGCCACCCCA GTCTTAATCA GTGGTGGAAG AACGGTCTCA
GAACTGTTTG TCTCAATTGG CCATTTAAGT TTAATAGTGA AAGACTGGTT AATGATAACA
ATGCATCGGA AAACCTTCAG GAGGAAAGGA GAATGTTTTG TGGAACATTT TTGTGTGTGT
GGCAGTTTTA AGTTATTAGT TTTCAAAATC AGTACTTTTT AATGGAAACA ACTTGACCAA
AAATCTGTCA CAGAATTTTG AGACCCATTA AAATACAAGT TTAATGAGAA GTCTGTCTCT
GTTAATGCTG AAGTCATTAC TAAGTGCTTA GCTTAGCAAG GTATGTGGAT GCCCATTTGT

GTTCCAAGGG ATTGGACTGT TCATCAGGAC CCAGAGCTGA GTTTCAAGGG CTCAAGAGAT

19

26

60
120
180
240
300
360

420



GGCTTATTAC
CAGACATGGT
TTTACACAAG
GCAGGCTTTG
GGATGTTTGA
CTGGGATATA
TGGGGCACAA
ACACACTTTA
ACATCTGATT
GCTCCCAACC
CAAAAAGTTA
AATTGGGTTA
TCAGGAGAAA
ACTAAACCGG
GAATTACTAT
CTCAGAACGT
GGTGTAGCGC
GCTCGGATGG
ACTACATACC
TATAGTGCTT
CTGGAGTTGA
ATGAGGGACC
GAATTTACAG
AGCTTTGACA
GCTGAAATCT

' CTTCCATGTA

CTGTGGGTGT
GACTACCTTC.
TAAATGACAT
CTCTAGCAAT
TTCTATCACT
AATAAGCCTT
AGATTAAGCA
ATGTGTGAGT
GTTTGGAAGG
GCTGAAGCCC
TAGTGTGGAG
GGAGTCACTT
CTGGTACACT
TGACTAAAGG
ACCTGCAAGG
GTACACCATA
CACCTACTGG
GATCCAGGGC
AGCATACATC
GCTTTATTTA
ATTTGTCCTC
TAATGGCCTG
GAATTAGGAA
GGATTTCTTT
TGTCTGCCTG

TATCTGCACA

CTTGAAGGTT
ATCTGGGTGA
CATACAGTTA
TTTAGAACTA
TAGAGTTTAA
TCTGTAGCTT
GAAAAGGTAG
GCTTTAGTGC
CACCTTGTGG
TTGGTAATCT
TTGGTTGAGT
TGAAATACCT
TATCCATTCT
TTTGTCAGTA
AGTCATTGCC
GGATATGGAA
CACTTTAARA
CTCAAGGTTT
AGTCCTTTAG
AGTCTAGCTG
AGACACGTAA
TACCAGGCAC
GGTATTCTTA
GTCATGGCTIG
CCTGGCTTGG

TTAGAAGACG
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CTGGTTGGGA
GTTCAGTTGA
GTGTATTGTT
GTTTTCAGGA
ACTGAAAGTG
GTAATGGTAT
AAGGTGAGAT
ATATAGTACA
TTTCTGGGAA
GCAGGGTGTT
TGGTAGATGT
GGGCCATAAG
ATAGTGCATG
TAAATGGATG
TGATCTGCCT
AAATTTGTCA
GCTTAGCATA
GCATGTAAAT
TGTTGAAAAA
ATTACGTGTT
AATGGAATTT
AAACGTGTCT
ACATTAAAAC
TCCTGGAGCT
ACACTTTTTT

GCACCAGATC

CAAATTAGGA
TTTGTCTTGA
AGTGAATATT
AAGGGTTCAT
CTCAAGAGGT
CAGGAATTTA
TGGGGGACTT
ACTGCCAGAT
TTCAGAATTG
TATTTAGCAG
CATTACAACA
CAAAGTGGCA
CTTGTTCAAT
GGTTGTAGGC
GGAAAGGGGC
CGCCTAGCAT
GAGGAGCATG
AAAAGCCCTT
CAGAAGGGAA
TGGTTGCCAG
GGGATTCACA
ATAAACTACA
ATTATGGGCA
AGTTGTGTAG
ATTATGTATA

TCCTAATGGA

ATGTTTTTGG
GCCTTTGGGG
AATATATGAG
CTTGTGCATT
TTTATTTAGG
AAAGGCCATC
TGAGTACTTC
AAGGGCATCC
GGAGAAAAAT
GAGATAAGGA
GGTGGTCTTA
TTTTCACCTT
TGGGCTGATG
AGACGGTGAG
AGGATTGAGT
TCAACTTAGT
TGTGTTAGGA
TACCAAATTA
AGCTAATATA
TGTGACTAGT
ACACTCTAGT
CAAAACGAAG
TTTTAAAAAR
ACCAGGCTGG
CAACATTCTG

TGGTTGTGAG

480
540

600

- 660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980



CCACCATGTG
CTGAGCCATC
AGGCCTTCTG
GAGCTGCAGG
GCCAAGCTGA
GATGACCAAG
GGTCATTTTT
TTTAAATTAA
GCAGGTATAC
GCTCAGGCAG
AGTATACCGA
ATACTGGGAC
TTGGGGGGCA
CTGTAGACCA
TTAAAGGTGT
AAACAARAGT
TTTTGAGTTT
CACAGAGAAA
CGAACTCAAG
CCAGCCTAAA
TCTGTTTACA
ATAATGGATG
GAGCAGTCAG
ATAGGGTCTC
CATGTACAGC

TTGAGCATAG

GTTGCTGGGA
TCCAGCCCCA
TCAGTAATGA
TCTGCCTCAG
GCTATATTTT
CTGGGACACA
AATGCTCTTG
ACTAGTTTGG
TACTGAACTC
CCCTTAAACT
TCAATATGTG
TAAAGGCTGC
TGGGTGGGAG
GGCTATTCTT
GTGCTACTGC
GGTTCTTTTA
GTCCCAGGAA
TCCTATTTGG
AGAACCACCT
AAATGTCTTT
ATATTCTGCT
GTTGTGAGCC
TGCTCTTAAC
AAGTAGTTTG
TGGGTTTAGT

GGAGTTAATA

ATTGAACTCA
GCTTGGGCAC
AGGGCTTTTG
TGCAGGTTTG
GTTTAAAAAA
AGTAGAAGAA
AGAAGGCTAT
AAATTTTCTT
TCCTCCTCAT
TGTGATTAAG
AATTTTTTTG
ACCACCACAA
AGCAGGGTTT
GAGCTCAGAT
TGCCTGGCTA
GAAGGGTGGT
TGAAGACTGC
AGCCTATCCT
GCCTCTGAAT
TTTTTAAAGA
TCTATGTATA
ACCAAGTGGT
CTCTGAGCCA
AGACTGAGTT
TTACATGGGG

GTGAGGTCAT
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GGACCTCTGG
ATTTTTAATG
GCTACCGAGA
GGAGTCCAGC
AAAATAAGTG
CATAGGCCAA
GCCTACACTA
TGGGGGTAAG
TCCTTTTTGT
CCTGAGAACA
GGATGGGGGT
CCTGGCTCTT
CTCTGTATTA
TAGCCTGTCT
CAAAGACATT
TGGTGTTGGC
ATTACTGCCG
GGTAACTCGC
GCTGGTATTA
TTTTTTTTTT
TCTGCACACT
TGCTGGGAAT
TCTCTCCAGC
GGCTATATAA
TGTTTTTGTC

GTTTTATCTA

AAGAGCAGTG
GCTGGGAAAT
GTAGGATTTA
ATCTTAGAAA
GGTAAAGTGC
TGCTCTATAT
CTCTCAGCCA
CTATTTAACC
TTTTTAAGAA
GTTACGATTA
CAGGCCTCCC
GAAATACTTT
GCCCTGGCTC
CTGCCTCCTA
TTTTTTTTTC
ACATACTCCA
CCCCTCCCTG
TCTGTAGACC
AGGGCAGGCA
TTTTTTTACA
AGAAGAGGGC
TGAACTCAGA
CCCTAAARAAT
ACAAGGCTGG
TCTGGAGGCA

CTCTTCTGAA

CTCTTAACCT
CAAACCCCCT
AGGTTATTCG
ATGCAGTGAA
TGCTGAGCCT
TAAAAGCATG
CCGCAGCGTG
TAGTGCCTTG
TTTCAGTCAG
TGAGCCTATT
TGCCTCCCAA
TCTACATTTT
TCCTGGAACT
AATTCTGGGA
TTAAATTTAA
AGCACTCAGG
GTAAGGGCTA
AGGCTGGCCT
CCACCAACAC
GAATAAACAT
ACCCGATCTC
ACCTCTGGAA
GGCTCTTGAG
CACATAGCAC
GGAGGATCAT

TTGAGAACTA

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540




AGCTGATGCA
AATGTGTCAA
TGGATGTGTA
AGAAATGAGA
GCTATTTAGG
GGCACCAAAG
GAATAGCAAC
TAGCTGTATG
GGTTGAGTTC
TCCTATTACG
TATATCGGCC
ACCATTTAGG

GAC

AAGCAAGTTT

AGATGGCCTT

AGACCTATAT
CATACCCATT
TTATTTTACT
TCACTCACTC
TCAAATACAT
GATGGGTACT
AGTTGAGTTC
GTAAGTGTTT
AGAAGAGGGC

TGCTGGGAAT

GACTGAAGAA
GCATGTGTTT
CTTGACAGGA
TTGTTTCCCC
TGCAAATCCT
CCATGATTTG
TTTCTCAGTA
ADATAGTGAG
AGCAGCAAGT
TGCCTGCAGG
TTTGGATCCT

TGAAACCAAG

(2) UDAJE K SEQ ID NO:29:
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GTCCAGTTTA
TAGATGATGA
GTGAACAGTG
TAAGAATTCA
AGGTGCTCCC
CAAGTCTCTG
CCAATTTTGA
GTTATCTCCA
TTAAGGTTCA
AATATCTGTA
CTGGACTTGA

TCCTCTGGAA

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 4695 p&rd bazi
(B) TYP: nukleovd kyselina
(C) DRUH RETEZCE: jednofetézcovi
(D) TOPOLOGIE: linedrni
(ii) DRUH MOLEKULY: DNA
(xi) POPIS SEKVENCE: SEQ ID NO:29:
CCCGGGCTGG GCTGAGACCC GCAGAGGAAG ACGCTCTAGG
GATGGCAAGG CTGAGGACGG GAGGCTGATT GAGAGGCGAA
CAACCTTTGG AGCTAAGCCA GCAATGGTAG AGGGAAGATT
GCCTCCCCGT CACCACCCCC CCCAACCCGC CCCGACCGGA
AAGGACTCGC CCCTGCCTTG GGGAATCCCA GGGACCGTCG

AACCCAGAGA TCGCTGCGTT CCCGCCCCCT CACCCGCCCG

TGAGAACAAG
CCCAGTCACT
TCTTATAGGT
CTTTTCCTAA
TTACCCAGTA
GGAACTTCCA
AGAAAAAATA
GAAGGCCTAT
TCCATTTTTG
CCACATGCTT
ATTACAGATG

GAACAGCAAG

GATTTGTCCC
GGTACACCCT
CTGCACGTCC
GCTGAGAGTA
TTAAACTCCC

CTCTCGTCAT

GGTGGAAACT
TGGGAATTAC
CCTATATGAA
CCTGGTTCAT
TTGCTTATGT
TGACAACCTA
TTTTGCAAAA
GAAGAATTAA
TACAGTGTTT
GCCTGGTACC
GGTATTAGCC

TGATCGAGTC

GGACTAGCGA
AATCTCAATA
CTTCCAGGCG
ATTCATACAA
ACTAACGTAG

CACTGAGGTG

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080

4140

4200
4260

4263

60
120
180
240
300
360




GAGAAGAGCA
TCCCCGAGAA
GGGTAAACTG
AACCGTATAT
GAACACAGGT
CTTGCGTGCC
CTTCGGGTTG
CGTGCTTGAG
CTTCGCGCCT
GCTGCGACGC
GGTATTTCGG
TCGGCGAGGC
GGCCGGCCTG
AGGCTGGCCC
GCAGGGAGCT
CAAAGGAAAA
GCGCCGTCCA
GGGGAGGGGT
CCAGCTTGGC
TTCATTCTCA
ARACTACCCC
GGACACGTAG
ATCGACAARA
GAAAGGGAAA

AACTAGTGAG

TGCGTGAGGC
GTTGGGGGGA
GGAAAGTGAT
AAGTGCAGTA
AAGTGCCGTG
TTGAATTACT
GAAGTGGGTG
TTGAGGCCTG
GTCTCGCTGC
TTTTTTTCTG
TTTTTGGGGC
GGGGCCTGCG
CTCTGGTGCC
GGTCGGCACC
CAAAATGGAG
GGGCCTTTCC
GGCACCTCGA
TTTATGCGAT
ACTTGATGTA
AGCCTCAGAC
TAAAAGCCAA
ATTCGGGCAA
GAACCATTGA
GATCAACTAA

TGGTTTAGAT

TCCGGTGCCC
GGGGTCGGCA
GTCGTGTACT
GTCGCCGTGA
TGTGGTTCCC
TCCACGCCCC
GGAGAGTTCG
GCCTGGGCGC
TTTCGATAAG
GCAAGATAGT
CGCGGGCGGC
AGCGCGGCCA
TGGCCTCGCG
AGTTGCGTGA
GACGCGGCGC
GTCCTCAGCC
TTAGTTCTCG
GGAGTTTCCC
ATTCTCCTTG
AGTGGTTCAA
AATGGGAAAG
GTCCACCACT
AAAATTTGAG
AATGAGTITTT

CTGAATGCTA

TGCTTTTGGT GACTTCTGTA ATCGTATTGC

._50_

GTCAGTGGGC

ATTGAACCGG

GGCTCCGCCT

ACGTTCTTTT

GCGGGCCTGG

TGGCTGCAGT

AGGCCTTGCG
TGGGGCCGCC
TCTCTAGCCA
CTTGTAAATG
GACGGGGCCC
CCGAGAATCG
CCGCCGTGTA
GCGGAAAGAT
TCGGGAGAGC
GTCGCTTCAT
AGCTTTTGGA
CACACTGAGT
GAATTTGCCC
AGTTTTTTTC
GAAAAGACTC
ACTGGCCATC
AAGGAGGCTG
ACCAGCAGAA
ATAGTTAAGA

TAGTGAGTAG

AGAGCGCACA
TGCCTAGAGA
TTTTCCCGAG
TCGCAACGGG
CCTCTTTACG
ACGTGATTCT
CTTARGGAGC
GCGTGCGAAT
TTTAAAATTT
CGGGCCAAGA
GTGCGTCCCA
GACGGGGGTA
TCGCCCCGCC
GGCCGCTTCC
GGGCGGGTGA
GTGACTCCAC
GTACGTCGTC
GGGTGGAGAC
TTTTTGAGTT
TTCCATTTCA
ATATCAACAT
TGATCTATAA
CTGAGGTATG
TCATTAGGTG
CCTTACTTAT

ATTTGGATGT

TCGCCCACAG
AGGTGGCGCG
GGTGGGGGAG
TTTGCCGCCA
GGTTATGGCC
TGATCCCGAG
CCCTTCGCCT
CTGGTGGCAC
TTGATGACCT
TCTGCACACT
GCGCACATGT
GTCTCAAGCT
CTGGGCGGCA
CGGCCCTGCT
GTCACCCACA
GGAGTACCGG
TTTAGGTTGG
TGAAGTTAGG
TGGATCTTGG
GGTGTCGTGA
TGTCGTCATT
ATGCGGTGGC
TTTAATACCA
ATTTCCCCAG
GAAATAATTT

TAATAGTTAA

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920




GATCCTACTT
CTTTGGACTT
AAGCTGGAGT
- GGCTCCTTCA
ACCATTGATA
GCCCCAGGAC
AATAATTCTA
AGAGTTGACA
GCTGCTGGTG
GCCCTTCTGE
TCCACTGAGC
TACATTAAGA
AATGGTGACA
ARAGCTCTGG
CTTGGTTCAA
TTGAGGCTCT
CTCTCCAGGA
TGATAGAGTA
GTACTGTTCC
TTGCTCCAGT
GTGAAGCTCT
TTCGTCGTGG
TCACTGCTCA
AGACTTTGGA
AGGCCAAATA

CAAGTTTGCT

ATAAAAGTTT
GGAGTTGTAA
TTGTGTTTTA
AGTATGCCTG
TCTCCTTGTG
ACAGAGACTT
GGTTTCTTTA
GGGATATGTC
TTGGTGAATT
CTTACACACT
CACCCTACAG
AAATTGGCTA
ACATGCTGGA
GAATGGCGAT
GGGATGGAAA
GGACTGCATC
TGTCTACAAA
CTGTCTGCCT
TGTTGGCCGA
CAACGTTACA
TCCTGGGGAC
CAACGTTGCT
GGTAACAATT
TTTGCACTGA
AGCGCCGGCT

GAGCTGAAGG
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GATTTTTGGT TGCTTCTGTA ACCCAAAGTG

AGTGGAAACT
GTAACCAAGT
GGTCTTGGAT
GAAATTTGAG
TATCAAAAAC
TCCCAAAAGG
TTTGCTTTCT
TGAAGCTGGT
GGGTGTGAAA
CCAGAAGAGA
CAACCCCGAC
GCCAAGTGCT
TTCATGCTTA
GTCACCCGTA
CTACCACCAA
ATTGGTGGTA
TCATAGGTAT
GTGGAGACTG
ACGGAAGTAA
AATGTGGGCT
GGTGACAGCA
TAAAGTAACA
ATGCAAATCT
ATGCCCCTGT

AAAAGATTGA

GCCAATTAAG
AACGACTCTT
AAACTGAAAG
ACCAGCAAGT
ATGATTACAG
CTTGCTTTGT
TTAAAGGCTG
ATCTCCAAGA
CAACTAATTG
TATGAGGAAA
ACAGTAGCAT
AACGTAAGTG
CACAAATTGG
AGGATGGCAA
CTCGTCCAAC
AGTTGGCTGT
TTAGTATGCT
GTGTTCTCAA
AATCTGTCGA
TCAATGTCAA
AAAATGACCC
TTAACTTATT
TTTTTCCAAG
ATTGGATTGC

TCGCCGTTCT

GGCTGGGGAC
AATCCTTACA
CTGAGCGTGA
ACTATGTGAC
GGACATCTCA
ACACTGGTTT
ACTGTGCTGT
ATGGGCAGAC
TCGGTGTTAA
TTGTTAAGGA
TTGTGCCAAT
GCTTTCAAGA
CATGCTTGTG
TGCCAGTGGA
TGACAAGCCC
AAACAAAGTT
GTAAATATTT
ACCCGGTATG
AATGCACCAT
GAATGTGTCT
ACCAATGGAA
GCAGAGGCTA
GTGATTATCC
CACACGGCTC

GGTAAAAAGC

ACCAAAATCA
AAGGAAATTG
GATGGGAAAG
ACGTGGTATC
TATCATTGAT
GGTTGGGATT
TGTCATTTGG
CCTGATTGTT
CCGAGAGCAT
CAAAATGGAT
AGTCAGCACT
TTCTGGTTGG
CCATTGTTAA
TTTCAGATGC
ACCACGCTGC
TTGCGCCTGC
GAATTTGAGT
TTAGGTATTG
GTGGTCACCT
GAAGCTTTGA
GTCAAGGATG
GCAGCTGGCT
AAGTCATTTG
TGAACCATCC
ACATTGCATG

TGGAAGATGG

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480




CCCTAAATTC
GTGTGTTGAG
AAAGTTGTGT
TTTTTAATAG
AAAGCAGTGG
CAGAAGGCTA
AGAACGGTCT
TTAATGATAA
TTTGGTTTTC
TTAATGGAAA
ARATGAGAAA
ATTCTGGTTT
GGTGGAGAAT
GCTATGGGAG
CTGTCACTAA
AAACCAATGT
TTGAAACGTG
ATAAGTGTAG
GTAAGCTTTA
ACAAGGTTCT

TTGCTTTTCT

TTGAAGTCTG
AGCTTCTCAG
TAAAGATGAA
GTCGCTTTGC
ACAAGAAGGC
AATGAATATT
CAGAACTGTT
CAATGCATCG
TTTTTTGCGT
CAACTTGACC
CCTGTGTGTT
TACGAATCTG
AGGGTTGTTT
GGTTTCTTTG
AACAGGCCAA
TAAGTGAATC
GGTTAAAATG
TGGCTAGTGT
TGCCATTTTG
AATAGAAAAA

CCGAC

GTGATGCTGC
ACTATCCACC
AAATACAACT
TGTTCGTGAT
TGCTGGAGCT
ATCCCTAATA
TGTTTCAATT
TAAAACCTTC
GTGGCAGTTT
AAAAATTTGT
CCTTTGGTCA
GAAACTTCTT
TCCCCCCACA
ATTACAACAC
AAACTGAGTC
TTTGGAAACA
ACTGGGCAGT
ACACCCTATG
ATGGTTTCAC

GATGGCAATT

_52_

CATTGTTGAT
TTTGGGTAAG
GAACAGTACT
ATGAGACAGA
GGCAAGGTCA
CCTGCCACCC
GGCCATTTAA
AGAAGGAAAG
TAAGTTATTA
CACAGAATTT
ACACCGAGAC
GAAAATGTAA
TAATTGGAAG
TGGAGAGAAA
CTTGGGTTGC
AAATGTTTCC
GAAAGTTGAC
AGTGGAAGGG
AAGTTCTATT

TGAAGTAGCT

ATGGTTCCTG
GATGACTACT
TTGGGTAATA
CAGTTGCGGT
CCAAGTCTGC
CACTCTTAAT
GTTTAGTAGT
GAGAATGTTT
GTTTTTAAAA
TGAGACCCAT
ATTTAGGTGA
TTCTTGAGTT
GGGAAGGAAT
TGCAGCATGT
ATAGAAAGCT
AAATTACTGG
TATTTGCCAT
TCCATTTTGA
GAGTGCTATT

ATAAAATTAG

GCAAGCCCAT
TAAATGTAAA
ATTAACTTTT
GGGTGTCATC
CCAGAAAGCT
CAGTGGTGGA
AAAAGACTGG
TGTGGACCAC
TCAGTACTTT
TAAAAAAGTT
AAGACATCTA
AACACTTCTG
ATCATTTAAA
TGCTGATTGC
TCATGTTGCT
GATGTGCATG
GACATAAGAA
AGTCAGTGGA
CAGAATAGGA

ACTAATTACA

3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4695
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PATENTOVE NAROKY

1. Purifikovand a izolovana DNA obsahujici
transkripéni requlaéni DNA kred&d&iho EF-1la.

2. DNA podle naroku 1, kde uvedena regulaéni DNA
obsahuje sekvenci nukleové kyseliny uvedenou v SEQ ID
NO:1.

3. DNA podle naroku 1, kde reguladni DNA obsahuje
¢ast sekvence nukleové kyseliny uvedené v SEQ ID NO: 1,
ktera je schopna podporovat transkripci genu operativné
pripojeného k regulacéni DNA.

4. DNA podle naroku 3, kde reguladni DNA obsahuje
oblast od nukleotidu pribliZné 2114 do nukleotidu priblizné
3656 sekvence uvedené v SEQ ID NO: 1.

5. Hostitelska burika obsahujici DNA podle kterého-
koliv z naroku 1 aZ 4, kde uvedena DNA neni operativné pri-
pojena k EF-la kédujicim sekvencim.

6. Vektor obsahujici DNA podle kteréhokoliv z
naroklt 1 aZ 4, kde uvedena DNA neni operativné p¥ipojena k
EF-la kédujicim sekvencinm.

7. Hostitelsk&d butika transformovana nebo transfe-
kovana vektorem podle naroku 6.

8. Chiméricky polynukleotid zahrnujici regulac¢ni

v v »

DNA kre¢éiho EF-la operativné pfipojenou k DNA sekvenci
kédujici protein, kterdZto sekvence DNA kéduje protein

¥ v 2

odlisny od kre&&iho EF-la.
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9. Chiméricky polynukleotid podle naroku 8, kde
regulaéni DNA obsahuje sekvenci nukleové kyseliny uvede-
nou v SEQ ID NO: 1.

10. Chiméricky polynukleotid podle naroku 8, kde
regula¢ni DNA obsahuje &4st sekvence nukleové kyseliny
uvedené v SEQ ID NO: 1, kterdzto Sast je schopna podporovat
transkripci genu operativné pripojeného k reguladni DNA.

11. Chiméricky polynukleotid podle naroku 10, kde
regula¢ni DNA obsahuje oblast od nukleotidu priblizZné 2114
do nukleotidu pribliZné 3656 sekvence nukleotidi uvedené
v SEQ ID NO:1.

12. Chiméricky polynukleotid podle naroku 8, kde
uvedena sekvence DNA kédujici protein kéduje protein
endogenni vzhledem ke kfe&&im burikam, ktery je odlisny od
EF-1la.

13. Chiméricky polynukleotid podle naroku 8, kde
sekvence DNA kéduje protein heterologni vzhledem ke kfe&&im
bunkan.

14. Hostitelsk&d burika transformovana nebo transfe-
kovand chimérickym polynukleotidem podle kteréhokoliv z
ndroka 8 az 13.

15. Expresni plasmid obsahujici chiméricky poly-
nukleotid podle kteréhokoliv z naroka 8 az 13.

16. Expresni plasmid podle naroku 15, ktery dale
obsahuje sekvenci nukleové kyseliny uvedenou v SEQ ID NO:28.
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17. Expresni plasmid podle naroku 16, kde sekvence
nukleové kyseliny uvedena v SEQ ID NO:28 je umistnéna 3
vzhledem k chimérickému polynukleotidu.

18. Hostitelskad buiika transformovand nebo transfe-

kovana expresnim plasmidem podle naroku 15.

19. Hostitelsk&d burka transformovana nebo transfe-

kovana expresnim plasmidem podle naroku 16 nebo 17.

20. Plasmid pDEF2.

21. Plasmid pDEF14.

22. Plasmid pDEFl./ICM3H.2.

23. Plasmid pNEF1/ICM3L.3.

24. Plasmid pDEF1/F2GH.1.

25. Plasmid pNEF1/F2GL.1.

26. Plasmid pDEF1/CTN.1.

27. Plasmid pDEF2/HPH.4.

28. Plasmid pDEF10/MDC.1.

29. Hostitelska burika transformovana nebo trans-
fekovana expresnim plasmidem podle kteréhokoliv z narokd 20

az 28.

30. Zpusob zvySovani transkripce genu, ktery je
predmétem zdjmu, v hostitelské burice, vyznacdcuiji-

v v o,

c i s e t i m, Ze se DNA obsahujici kre&éi EF-1a re-
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gula¢ni DNA integruje do genomové DNA uvedend hostitelské
bunky v poloze operativné pripojené ke genu, ktery je

predmétem zajmu.

31. Zpusob podle naroku 30, vyznacdc¢cuijici
s e t im, Ze DNA, kterd md byt integrovana, dale zahrnuje
zamérovaci sekvenci.

32. ZpUsob podle naroku 30, vyznacuijici
s e t i m , Ze hostitelskou buiikou je bunka vajeéniku &ins-
kého kredka.

33. ZpUsob podle naroku 32, Vyznac¢cuijici
s e t im, Ze gen, ktery je predmétem zajmu, je endogenni
vzhledem k hostitelské buiice vajedniku &inského krecCka.

34. Zpusob podle naroku 30, Vyznac¢cuijici
5 e t im, Ze pozZadovany gen je heterologni vzhledem
k bunkam vajecéniku &inského kiedka a je stabilné integrovan
do genomové DNA bunék vajedniku &inského kifedka.

01-11-99-Ce
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