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Genetické sekvence a proteiny tykajici se Alzheimerovi

choroby a jejich pouZiti

Oblast technik .

Pfedklddany vyndlez se obecn& tykd oblasti neurologickych a
fyziologickych dysfunkci asociovanych s Alzheimerovou chorobou.
Pfesnéji, vyndlez se tykd identifikace, izolace a klonovani
gend, které jsou asociovadny s Alzheimerovou chorobou, stejné
jako jejich transkriptl, genovych produktd, asociovanych
informaci o sekvenci, a p¥ibuznych gent. Predklddany vyndlez se
také tykd metod pro detekci a diagnostiku nosidt normalnich a
mutovanych alel té&chto gend, metod pro detekci a diagnostiku
Alzheimerovy choroby, metod pro identifikaci gen@ a proteint
tykajicich se nebo interagujicich s Alzheimerovymi geny a
proteiny, metod pro vySet¥ovdni potencidlnich 1&&iv pro 1é&bu
Alzheimerovy choroby a bun&®nych linii a zvifecich modell
pouZitelnych pro hodnoceni potenci&ln& pouZitelnych terapii

Alzheimerovy choroby.

Dosavadni stav techniky

Pro usnadnéni odkazli na rizné &asopisové &lanky je seznam
¢lankd uveden na konci této prihl&sky.

Alzheimerova choroba (AD) je degenerativni onemocn&ni
lidského centralniho nervového systemu charakterizované
progresivnim naruSenim paméti a sni¥enim kognitivnich a
intelektudlnich funkci ve st¥ednim a¥ pozdnim v&ku (Katzman,
1986) . Choroba je doprovdzena souborem neuropatologickych
charakteristik, kde hlavnimi jsou p¥itomnost extraceluldrniho




amyloidu nebo senilnich plakd a neurofibrildrni degenerace

neuroni. Etiologie onemocnéni je komplexni, adkoliv u né&kterych
rodin se zdi byt dédic¢néd autosomdlné dominantnim zplisobem.
Nicméné, i mezi témito dé&di¢nymi formamy AD existuji alespori
t¥i rizné geny, které udéluji dédidnou néachylnost k tomuto
onemocnéni (St. George-Hyslop et al., 1990). €4 (Cl12R) alelovy
polymorfismus genu pro Apolipoprotein E (ApoE) byl asociovan s
AD v signifikantnim poltu p¥ipadd s nastupem v pozdnim véku
(Saunders et al., 1993; Strittmatter et al., 1993). Podobnég,
velmi mald ¢ast familidrnich p¥ipadl s nastupem pfed 65 rokem
véku byla asociovana s mutacemi genu pro R-amyloid prekursorovy
protein (APP) (Chartier-Harlin et al., 1991; Goate et al.,
1991; Murrell et al., 1991; Karlinsky et al., 1992; Mullan et
al., 1992). Tfeti lokus (AD) asociovany s velkou &asti p¥ipada
s Casnym ndstupem AD byl neddvno mapovan na chromosomu 14g24.3
(Schellenberg et al., 1992; St. George-Hyslop et al., 1992; Van
Broeckhoven et al., 1992).

ACkoliv 14q region chromosomu nese n&kolik gent, které mohou
byt povaZovany za kandidaty gent pro umist&ni mutaci
asociovanych s AD3 (nap¥. cFOS, alfa-1-chymotrypsin akathepsin
G), vétS8ina z téchto kandidatl gend byla vyloudena na zakladé
jejich fyzického umisté&ni mimo AD3 region a/nebo absence mutaci
v jejich pf¥islufnych otevienych &tecich ramedcich (Schellenberg
et al., 1992; Van Broeckhoven et al., 1992; Rogaev et al.,
1993; Wong et al., 1993).

Existuje né&kolik smérd vyvoje a komer&nich zam&¥eni nebo
strategii s ohledem na 1é&Zbu Alzheimerovy choroby a jeji
diagnostiky. Publikovand PCT p¥ihl&$ka W094 23049 popisuje
transfekci DNA o vysoké molekulové hmotnosti do specifickych



mySich bunék. Tato metoda miZe byt pouZita pro analyzu velkych

genovych komplexli. Nap¥iklad, transgeni my$§ miZe mit zvySenou
davku APP genu, coZ napodobuje trisomicky stav, ktery p¥evlada u
Downova syndromu, a umoznuje generovani zvifecich modell s
R-amyloidosou podobnou té, kterd pfevaZuje u jedincu s
Alzheimerovou chorobou. Publikovand mezinadrodni p¥ihléaska WO 94
00569 popisuje transgeni non-lidska zvifata nesouci velké
transgeny jako je transgen obsahujici lidsky APP gen. Takové
zvifeci modely mohou poskytnout uZiteéné modely lidskych
genetickych onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba.

~

Kanadska patentova prihlaska ¢. 2096911 popisuje nukleovou
kyselinu kodujici APP-$té&pici proteasu, kterd je asociovéna s
Alzheimerovou chorobou a Downovym syndromem. Geneticka
informace, kteréd byla izolovana z chromosomu 19, miZe byt
pouZita pro diagnosu Alzheimerovy choroby. Kanadskd patentova
prihlaska &. 2071105 popisuje detekci a 1é&bu d&didné nebo
ziskané Alzheimerovy choroby za pouZiti YAC nukleotidovych
sekvenci. YAC jsou identifikovany &isly 23CB10, 28CAl2 a 26FF3.

U.S. patent 5297562 popisuje detekci Alzheimerovy choroby
asociované s trisomii chromosomu 21. Lé&ba zahrnuje metody pro
redukci proliferace trisomie chromosomu 21. Kanadsk& patentova
pfihlaska &. 2054302 popisuje monoklondlni protilatky, které
rozpoznavaji jaderny protein lidskych mozkovych bun&k kodovany
na chromosomu 21 a které jsou pouZity pro detekci zmé&n exprese
b&hem Alzheimerovy choroby nebo Downova syndromu. Monoklondlni
protilatka je specifickd pro protein kodovany lidskych
chromosomem 21 a je nachdzena ve velkych pyramidalnich builkach
lidské mozkové tkané.



Obla nalezu

P¥edkladany vyndlez je Castelné zaloZen na identifikaci,
izolaci, klonovani a sekvencovani dvou savfich genl, které byly
oznaleny presenilin-1 (PS1) a presenilin-2 (PS-2). Tyto dva
geny, a jejich korespondujici proteinové produkty, jsou &leny
vysoce konzervované rodiny gend, presenilinG, s homology nebo
orthology u jinych sav&ich druhid (nap¥. mySi, krys) stejné& jako
orthology u bezobratlych (napf., C. elegans, D. melanogaster).
Mutace v t&chto genech jsou spojeny u 1lidi s vyvojem forem
familidrni Alzheimerovy choroby a mohou byt pricinnou i jinych
onemocn&ni (nap¥. jinych kognitivnich, intelektudlnich,
neurologickych nebo psychologickych onemocnéni jako je mozkové
krvaceni, schizofrenie, deprese, mentdlni retardace a
epilepsie) . Predkladany vynédlez poskytuje genomovou a CDNA
nukleotidovou sekvenci pro lidsky PS1 (hPS1) a lidsky PS2
(hPS2) gen, my8i PS1 homolog (mPS1l) a p¥ibuzné geny od C.
elegans )sel-12, Spe-4) a D. melanogaster (DmPS). Vyndlez také
poskytuje predpokladané aminokyselinové sekvence presenilin
proteinl kodovanych témito geny a strukturdlni charakterizaci
presenilint, v&etné putativnich funkénich domén a antigenich
determinant. MnoZstvi mutaci presenilind, které jsou pricinou
Alzheimerovy choroby (AD) u lidi je také popsano a uvedeno do

vztahu k funk&nim doménédm proteinu.

Tak v jedné serii provedeni predklddany vynalez poskytuje
izolované nukleové kyseliny v&etné sekvenci nukleotidl
obsahujici nebo odvozené od genu pro presenilin a/nebo kodujici
polypeptidy obsahujici nebo odvozené od presenilin proteina.
Presenilin sekvence podle p¥edkladaného vyndlezu obsahuji

specificky popsané sekvence, sestf¥iZené varianty téchto sekvenci,



alelické varianty t&chto sekvenci, synonymni sekvence

a homologni nebo orthologni varianty té&chto sekvenci. Tak
napt¥iklad vyndlez poskytuje genomové a cDNA sekvence hPS1 genu,
hPS2 genu, mPS1 genu a DmPS genu. Pfedkladany vyndlez také
poskytuje alelické varianty a homologni nebo orthologni sekvence
poskytnutim metod, kterymi mohou byt takové varianty rutiné
ziskény. P¥edkladany vyndlez také specificky poskytuje mutantni
nebo onemocn&ni zpisobujici varianty presenilini popsanim mnoha
specifickych mutantnich sekvenci a poskytnutim metod, kterymi
mohou byt takové varianty rutiné& ziskény. ProtoZe nukleové
kyseliny podle p¥edklddaného vyndlezu mohou byt pouzity pro razné
diagnostické, terapeutické a rekombinantni aplikace, jsou také
poskytnuty rizné podsady sekvenci pro preseniliny a kombinace
sekvenci pro preseniliny s heterolognimi sekvencemi. Naptiklad,
pro pouZiti alelicky specifickém hybridiza&nim vySet¥eni nebo
technikdch PCR amplifikace, podsada podsady sekvenci pro
preseniliny, v&etn& sense a antisense sekvenci a vietné
normalnich a mutovanych sekvenci, stejné& jako intronovych,
exonovych a netranslatovanych sekvenci, jsou také poskytnuty.
Takové sekvence mohou obsahovat maly po&et sousednich nukleotidd
ze sekvenci, které jsou popsédny nebo jinak zde podany, ale
preferovan& obsahuji alespoil 8 - 10, lépe 9 - 25 sousedicich
nukleotidd ze sekvence pro presenilin. Jiné preferované podsady
sekvenci pro presenilin zahrnuji ty, které koduji jednu nebo vice
funk&nich domén nebo antigenich determinant presenilinovych
protein®, zejména mohou obsahovat bud normdlni (divokého typu)
nebo mutantni sekvence. Vyndlez také poskytuje razné konstrukty
nukleovych kyselin ve kterych jsou sekvence pro presenilin, bud’
kompletni nebo podsady, operativné& pfipojeny na exogeni sekvence
za tvorby klonovacich vektorh, fasnich vektorll, transgenich

konstrukt®, a podobn&. Tak, podle jiného aspektu vynalez je



poskytnut rekombinantni vektor pro transformaci bun&k tké&né& savcl

nebo bezobratlych pro expresi normdlni nebo mutované sekvence pro

presenilin.

V jiné serii provedeni poskytuje predkladany vynalez
hostitelské buiiky, které byly transfektovany nukleovymi
kyselinami podle p¥edkléddaného vynalezu. Butiky mohou byt
transformovany prost& za G&elem propagace konstruktl nukleovych
kyselin podle p¥edkladaného vyndlezu, nebo mohou byt
transformovany tak, aby exprivovaly sekvence pro presenilin.
Transformované buiiky podle pfedklddaného vynalezu mohou byt
pouZity v testech pro identifikaci proteind a/nebo jinych
sloufenin, které ovliviiuji normdlni nebo mutantni expresi
presenilinu, které interaguji s normdlnimi nebo mutantnimi
presenilinovymi proteiny a/nebo které moduluji funkci nebo
G&inek normalnich nebo mutantnich proteini, nebo pro produkci
presenilinovych proteinf, fisnich proteint, funk&nich domén,
antigenich determinant a/nebo protilatek podle predkladaného
vynalezu. Transformované builky mohou také byt implantovany do
hostitele, v&etn¥ &lov&ka, pro terapeutické nebo jiné ucely.
Preferované hostitelské bufiky zahrnuji sav¢i buliky z
neurondlnich, fibroblastovych, splenickych, organotypickych,
smiZenych kultur, nebo z kultur kostni d¥ené&, stejné jako
bakteridlni, kvasinkové, nematodni, hmyzi a jiné buniky
bezobratlych. Pro pou¥iti popsané déle preferované buiiky také
zahrnuji ebryondlni kmenové buliky, zygoty, gamety, a bunky
zarodelné linie.

V jiné serii provedeni poskytuje pfedklddany vynalez modely
transgenich zvi¥at pro AD a jiné choroby nebo onemocnéni

asociované s mutacemi v genech pro presenilin. Zvi¥ata mohou



byt savci, v&etn& krys, mySi, ktelkt, mordat, kralikd, psud,

ko&ek, ovei, prasat, a non-lidskych primatd. Kromé& toho, modely
bezobratlych, v&etn& hlistl a hmyzu, mohou byt pouzity pro
urdité aplikace. Zviteci modely jsou produkovany standartnimi
transgenimi metodami v&etné mikroinjekce, transfekce, nebo
jingch forem transformace embryonalnich kmenovych bunék, zygot,
gamet a bun&k zdrode¢né linie vektory obsahujicimi genomové
nebo cDNA fragmenty, minigeny, homologni rekombinantni vektory,
virové inser&ni vektory a podobné. Vhodné vektory zahrnuji
virus vakcinie, adenovirus, adeno asociovany virus, retrovirus,
liposomovy transport, neuraltropni virus a Herpes simplex
virus. Zvi¥eci modely mohou obsahovat transgeni sekvence
obsahujici nebo odvozené od presenilini, véetné& normédlnich a
mutantnich sekvenci, intronovych, exonovych a netranslatovanych
sekvenci, a sekvenci kodujicich podsady presenilind jako jsou
funkdni domény. Hlavni typy poskytovanych zvi¥ecich modell
jsou:

1) Zvifata, u kterych byl normdlni gen pro lidsky presenilin
rekombinantn& zaveden do genomu zvifete jako dalSi gen, pod
regulaci bud exogeniho, nebo endogeniho promotorového elementu
a a bud jako minigen, nebo jako velky genomovy fragment; kde
normalni gen pro lidsky presenilin byl rekombinantné
substituovan za jednu nebo ob& kopie zvifeciho homologniho genu
pro presenilin homologni rekombinaci nebo zamé¥enim genu;
a/nebo kde jedna nebo obé& kopie zvi¥eciho homologniho genu pro
presenilin byly rekombinantné "humanizovany" &astelnou
substituci sekvenci kodujicich lidsky homolog homologni

rekombinaci nebo zam&fenim genu.

2) Zvitata, u kterych byl mutantni gen pro lidsky presenilin



rekombinantn& zaveden do genomu zvifete jako dal$i gen, pod

regulaci bud exogeniho, nebo endogeniho promotorového elementu
a bud jako minigen, nebo jako velky genomovy fragment; kde
mutantni gen pro lidsky presenilin byl rekombinantné
substituovan za jednu nebo ob& kopie zvifeciho homologniho genu
pro presenilin homologni rekombinaci nebo zamé¥enim genu;
a/nebo kde jedna nebo ob& kopie zvifeciho homologniho genu pro
presenilin byly rekombinantné "humanizovany" &astecnou
substituci sekvenci kodujicich lidsky homolog homologni

rekombinaci nebo zamé&¥enim genu.

3) Zvitata, u kterych byla mutantni verse jedno ze zvitecich
geni pro presenilin rekombinantn& zavedena do genomu zvirete
jako dal¥i gen, pod regulaci bud exogeniho, nebo endogeniho
promotorového elementu a bud jako minigen, nebo jako velky
genomovy fragment; a/nebo kde byla mutantni verse jedno ze
zvi*¥ecich gend pro presenilin rekombinantné substituovana za
jednu nebo ob& kopie zvifeciho homologniho genu pro presenilin

homologni rekombinaci nebo zamé&fenim genu;

4) "Knock-out" zvi¥ata, u kterych byla jedna nebo obé& kopie
genu pro zvi¥eci presenilin parcialné nebo kompletné deletovéana
homologni rekombinaci nebo zamé¥enim genu, nebo byla
inaktivovana inserci nebo substituci exogeni sekvence homologni
rekombinaci nebo zam&¥enim genu. V preferovanych provedenich ma
transgeni my$i model pro AD transgen kodujici normalni lidsky
PS1 nebo PS2 protein, mutantni lidsky nebo mySi PS1 nebo PS2
protein, nebo humanizovany normdlni nebo mutantni my$i PS1 nebo
PS2 protein.

V jiné serii provedeni poskytuje predkladany vynalez v



podstat& &isté proteinové pripravky v&etnd polypeptidl

obsahujicich nebo odvozenych od presenilinovych proteini.
Proteinové sekvence presenilinu podle p¥edkladaného vynalezu
zahrnuji specificky popsané sekvence, varianty te&chto sekvenci
vzeslé z alternativniho sest¥ihu mRNA, alelické varianty téchto
sekvenci a homologni nebo orthologni varianty téchto sekvenci.
Tak nap¥iklad, predklédany vyndlez poskytuje aminokyselinové
sekvence hPS1 proteinu, mPS1 proteinu a DmPS proteinu.
Predkléddany vyndlez také poskytuje alelické varianty a
homolognich nebo ortholognich proteint poskytnutim metod,
kterymi mohou byt takové varianty rutiné ziskdny. P¥edkladany
vynédlez také specificky poskytuje mutantni nebo onemocnéni
zpisobujici varianty presenilinG popsénim mnoha specifickych
mutantnich sekvenci a poskytnutim metod, kterymi mohou byt
takové varianty rutin& ziskdny. ProtoZe proteiny podle
p¥edkladaného vyndlezu mohou byt pouZity pro rizné
diagnostické, terapeutické a rekombinantni aplikace, jsou také
poskytnuty rizné podsady proteinovych sekvenci pro preseniliny
a kombinace proteinovych sekvenci pro preseniliny

s heterolognimi sekvencemi. Nap¥iklad, pro pouZiti jako
imunogen nebo v testech vazby, podsady proteinovych sekvenci
pro preseniliny, v&etn& v&etné normdlnich a mutovanych sekvenci
jsou také poskytnuty. Takové proteinové sekvence mohou
obsahovat maly polet sousednich aminokyselinovych zbytkl ze
sekvenci, které jsou popsédny nebo jinak zde podany, ale
preferovan& obsahuji alesponi 4 - 8, lépe 9 - 15 sousedicich
aminokyselinovych zbytkl@ z presenilinové sekvence. Jiné
preferované podsady proteinovych sekvenci pro presenilin
zahrnuji ty, které koduji jednu nebo vice funk&nich domén nebo
antigenich determinant presenilinovych proteinli a zejména mohou
obsahovat normalni (divokého typu) nebo mutantni sekvence.



Vyndlez také poskytuje rizné proteinové konstrukty, bud

kompletni nebo podsady, p¥ipojené na exogeni sekvence za tvorby
fisnich proteint a podobné&. Tak, podle tohoto aspektu vyndlezu
je také poskytnuta metoda pro produkci vSech vySe popsanych
proteinli, které obsahuji, nebo jsou odvozeny od presenilind.

V jiné serii provedeni poskytuje pfedkladany vynidlez
produkci a pouziti polyklondlnich a monoklondlnich protilétek,
vEetné fragmentd protilatek, v&etné& Fab fragmentd, F(ab')  a
jednoretézcovych fragmentl protildtek, které se selektivné
vazou na preseniliny, nebo na specifické antigeni determinanty
presenilini. Protilatky mohou byt ziskdny od my8i, kralikdé, koz
nebo jinych vhodnych zvi¥at, nebo mohou byt produkovany
rekombinantn& v kultivovanych burikdch jako jsou hybridomni
buné&fné linie. Preferované jsou protildtky namifeny proti
sekvencim pro presenilin obsahujicim alespoii 4 - 8, lépe 9 - 15
sousednich aminokyselinovych zbytkt ze sekvence pro presenilin.
Protilatky podle p¥edkladdaného vyndlezu mohou byt pouZity v
raznych diagnostickych, terapeutickych a technickjych
aplikacich, které jsou zde popsany.

V jiné serii provedeni poskytuje p¥edklddany vyndlez metody
pro vy8et¥ovani a identifikaci proteinti, malych molekul nebo
jinych sloudenin, které jsou schopné indukce nebo inhibice
exprese genll pro presenilin a jejich proteinti (nap¥. PS1 nebo
PS2) . Testy mohou byt provedeny in vitro za pouZiti
netransformovanych bunék, imortalizovanych bun&&nych 1linii nebo
rekombinantnich buné&énych linii, nebo in vivo za pouZiti
transgenich zvifecich modeld zde popsanych. Jednotlivé, testy
mohou detekovat pfitomnost zvySené nebo snifené exprese PS1,

PS2 nebo jinych genl ve vztahu k presenilinu, zvySené nebo



sniZzené hladiny proteinovych produktli ve vztahu k presenilinu

nebo zvySené nebo zniZené hladiny exprese markerovych geni
(napf¥. R-galaktosidasy, zeleného fluorescentniho proteinu,
alkalické fosfatasy nebo luciferasy) operativné& vazanych na
presenilinovy 5' reguladni region v rekombinantnim konstruktu.
Butlky, o kterych je znamo, Ze exprivuji urlity presenilin, nebo
transformované tak, aby exprivovaly urdity presenilin, jsou
inkubovany a jedna nebo vice testovanych sloulenin je p¥idéna
do media. Po dostatecné Casové periodé (nap¥. 0 - 72 hodin)
umoZiiujici indukci nebo inhibici exprese presenilinu
slouCeninou, je jakékoliv zména v hladin& exprese vzhledem k
stanovené zdkladni expresi detekovana za pouZiti jakékoliv
techniky popsané vySe. V zejména preferovanych provedenich jsou
bunikky z imortalizovanych bun&énych 1linii jako je lidska
neuroblastomovd, glioblastomovd nebo hybridomni bun&&na linie,

nebo to jsou transformované butiky podle p¥edkladaného vyndlezu.

V jiné serii provedeni poskytuje p¥edkladany vynédlez metody
pro identifikaci proteind a jinych slou&enin, které se vaZi na,
nebo jinak p¥imo interaguji s preseniliny. Proteiny a
slou€eniny budou zahrnovat endogenni bun&&né sloZky, které
interaguji s preseniliny in vivo a které proto poskytuji nové
cile pro famaceutické a terapeutické intervence, stejn& jako
rekombinantni, syntetické a jiné exogeni slou&eniny, které
mohou mit vazebnou kapacitu pro presenilin a proto mohou byt
kandidaty pro farmaceuticka agens. Tak, v jedné serii
provedeni, buné&&né lysaty nebo homogenizaty tkéané&
(napf.homogenizdty mozkové tkané&, lymfocytdrni lyséty) mohou
byt vySet¥ovany na proteiny a jiné slouleniny, které se vaZi na
normdlni nebo mutované preseniliny. Alternativné&, mnoho raznych
exogenich sloulenin, jak p¥irozené& se vyskytujicich, tak



syntetickych (nap¥. knihovny malych molekul nebo peptidd) mohou

byt vySetfovany na vazebnou kapacitu pro presenilin. V kaZdém
z t&chto provedeni je test proveden na detekovani vazby mezi
"presenilinovou slofkou" a néjakou jinou skupinou.
"presenilinovd sloZka" v téchto testech miZe byt jakykoliv
polypeptid obsahujici nebo odvozeny od normidlniho nebo
mutovaného presenilinového proteinu, v&etn& funk&nich domén
nebo antigenich determinant presenilini, nebo presenilinovych
fisnich proteinli. Vazba miZfe byt detekovdna nespecifickymi
m&¥enimi (nap¥. zm&nou intraceluldrniho Ca®**, pomé&ru GTP/GDP)
nebo specifickymi m&fenimi (nap¥. zm&nami v AR produkci peptidua
nebo zm&nou exprese jinych downstream genu, kterd miZe byt
detekovana rtznymi testy, 2D elektroforesou, ruznou hybridizaci
nebo SAGE metodou). Preferované metody obsahuji variace
nasledujicich technik:

1) ptimé extrakce afinitni chromatografii;

2) ko-izolace sloZek presenilinu a navazanych proteini nebo
jinych sloufenin imunoprecipitaci;

3) Biomolecular Interaction Assay (BIAcore); a

4) kvasinkovych dvou-hybridnich systemu.

V jiné serii provedeni poskytuje ptedkladany vyndlez metody
pro identifikaci proteind, malych molekul a jinych sloulenin,
které jsou schopny modulace aktivity normdlnich nebo mutovanych
presenilind. Za pouZiti normdlnich bunék nebo zvirat,
transformovanych bundk a modeld transgenich zvirat podle
predkladaného vyndlezu, nebo bun&k ziskanych od subjektl
nesoucich normdlni nebo mutované geny pro presenilin poskytuje
p¥edkladany vyndlez metody pro identifikaci takovych sloucenin
na zéaklad® jejich schopnosti ovliviiovat expresi presenilindg,

intraceluldrni lokalizaci presenilint, intraceluldrni hladiny



Ca2*, Na*, K* nebo jinych iontl nebo jejich metabolismus,

vyskyt nebo stupell apoptosy nebo bun&éné smrti, hladiny nebo
stav AR produkce peptidd, p¥itomnost nebo hladiny fosforylace s
mikrotubuly asociovanych proteint nebo fyziologické markery,
které odli%uji builky nesoucil normialni a mutované sekvence pro
presenilin. Za pouZziti transgenich zvifat podle ptedkladaného
vyndlezuje metoda pro identifikaci takovych sloulenin
poskytnuta na zdkladeé schopnosti slouleniny ovliviiovat
behaviordlni, fyziologické nebo histologické fenotypy

asociované s mutacemi presenilint.

V jiné serii provedeni poskytuje pfedkléddany vynalez metody
pro vyset¥eni nosi&l presenilinovych alel asociovanych s AD.
Pro diagnosu obéti AD, a pro vySet¥eni a diagnosu pribuznych
presenilnich a senilnich demenci, psychiatrickych onemocnéni
jako je schizofrenie a deprese a neurologickych onemocnéni jako
je iktus a mozkoveé krvaceni, které jsou asociovany s mutacemi v
PS1 nebo PS2 genech. Vyfet¥eni a/nebo diagnosa maZe byt
provedena metodami zaloZenymi na nukleovych kyselindch (v&etné
genomové a mRNA/cDNA sekvencich), proteinech, a/nebo
protilatkdch zde popsanych a danych, v&etné& funk&nich testl pro
detekovani selh&ni nebo zesileni normilni aktivity presenilinu
a/nebo pritomnosti specifickych novych aktivit zplsobenych
mutantnimi preseniliny. Tak jsou poskytnuta vy§etfeni
a diagnostika zaloZené na presenilinovych proteinech, které
detekuji rozdily mezi mutantnimi a normalnimi preseniliny v
elektroforetické mobilité&, vzorcich proteolytického Sté&peni,
molarnich pom&rech raznych aminokyselinovych zbytkd, ve
schopnosti vézat se na specifickou protilatku. Krom& toho jsou
poskytnuta vySet¥eni a diagnostika zalo%end na nukleovych
kyselindch (gDNA, cDNA nebo mRNA), ktera detekuji rozdily v



sekvenci nukleotidld p¥imym sekvencovanim nukleotidd,

hybridizaci za pouZiti alelové specifickych nukleotidd, traveni
restrikénimi enzymy a mapovani (nap¥. RFLP, REF-SSCP),
elektroforetické mobility (nap¥. SSCP, DGGE), PCR mapovani,
RNAsové ochran&, chemickym chybnym St&penim, ligasou
zprost¥edkovanou detekci a rUznymi jinymi metodami. Jsou
poskytnuty také jiné metody, které detekuji abnormalni
zpracovani PS1, PS2, APP nebo proteinli reagujicich s PS1, PS2
nebo APP (napf. abnormédlni fosforylace, glykosylace, amidace
nebo proteolytické Stépeni), alterace v presenilinové
transkripci, translaci a posttransladni modifikaci; alterace v
intraceluldrnim nebo extraceluldrnimptepravé presenilinového
genového produktu; nebo abnormélni intraceluldrni lokalizaci
presenilinG. V souladu s t&mito provedenimi jsou také
poskytnuty diagnostické kity, které budou obsahovat reagens
nezbytna pro vySe popsand diagnosticka vySet¥eni.

V jiné serii provedeni poskytuje pfredkladany vyndlez metody
a farmaceutické pripravky pro pouZiti v 1é&b& s preseniliny
asociovanych onemocnéni jako je AD. Tyto metody a farmaceutické
pfipravky jsou zaloZeny na:

1) podani normdlnich PS1 nebo PS2 proteind,

2) genové terapii normdlnimi PS1 nebo PS2 geny pro
kompenzaci nebo ndhradu za mutantni geny,

3) genové terapii zaloZené na antisense sekvencich k
mutantnim PS1 nebo PS2 gend, které "vyfadi" mutantni geny,

4) genové terapii zaloZené na genech, které koduji protein,
ktery blokuje nebo koriguje pofkozujici Gdinek PS1 nebo PS2
mutantd,

5) imunoterapii zaloZené na protilatkach k normélnim a/nebo
mutantnim PS1 nebo PS2 proteinfim, nebo



6) malych molekuldch (1é&ivech), které pozménuji expresi Psl

nebo PS2, blokuji abnormdlni interakce mezi mutantnimi formami
PS1 nebo PS2 a jinymi proteiny nebo ligandy, nebo které jinak
blokuji aberantni funkce mutantnich PS1 nebo PS2 proteinud
zmdnou struktury mutantnich proteindi, zvySenim jejich
metabolické clearence nebo inhibici jejich funkce.

V souladu s jinym aspektem pfedkladaného vyndlezu mohou byt
proteiny podle ptedkladaného vyndlezu pouZity jako polatelni
bod pro raciondlni vyvoj 1lé&iv pro poskytnuti ligandd,
terapeutickych 1é&iv, nebo jinych typd malych chemickych
molekul. Alternativn&, malé molekuly nebo jiné slouleniny
identifikované vySe popsanymi vySet¥ovacimi testy mohou slouZit

jako "vedouci slouleniny" v raciondlnim vyvoji 1léciv.

Jednotlivé popsané nukleotidové a aminokyselinové sekvence
podle predkladaného vyndlezu jsou oznaleny SEQ ID NO: 1 - 25.
Krom& toho, ve smyslu Budape$tské smlouvy, biologické deposita
jednotlivych sekvenci nukleovych kyselin zde popsanych mohou
byt ozna&ena ATCC (Rockville, MD). Tato deposita zahrnuji
priristkové &islo 97124 (uloZeno 28.5.1995), pfirlistkové ¢islo
97214 (ulo¥eno 28.6.1995), a prirtstkové &islo 97428 (uloZeno
26.1.1996) .

Popis obrazkl na priloZenych vykresech

Obrizek 1: Tento obrézek je representaci strukturélni
organizace hPS1 genomové DNA. Nekodujici exony jsou zndzornény
vyte&kovanymi rémelky. Kodujici exony jsou zndzorn&ny prazdnymi
rédme&ky nebo Srafovanymi ramelky pro alternativné pripojené



sekvence. Restrikéni mista jsou: B = BamHI; E = EcoRI; H =
HindIII; N = NotI; P = PstI; V = PvulIl; X = Xbal. PreruSeni v

horizont&dlni linii mezi restrik&nimi misty representuji

nedefinované gnomové sekvence. Klonované genomové fragmenty
obsahujici kaZdy exon jsou zndzornény oboustranymi
horizontdlnimi Sipkami. Velikost genomovych subklond a

prirtstkova &isla pro kaZdou genomovou sekvenci jsou také dany.

Obréazek 2: Tento obrdzek representuje hydropaticky graf
putativniho PS1 proteinu. Graf byl kalkulovén podle metody Kyte
a Doolittle (1982).

Obréazek 3: Tento obrazek presentuje sefazeni sekvence

proteinovych sekvenci hPS1 a mPS1 proteinu. Vertikdlni &arky

ukazuji identické aminokyseliny.

Obrézek 4: Tento obrdzek presentuje sefazeni sekvence

proteinovych sekvenci hPS1 a hPS2 proteinu. Vertikdlni &arky
ukazuji identické aminokyseliny.

Obréazek 5: Tento obrédzek je schematické znézornéni
predpokladané struktury PS1 proteinu. Rimské &islice ukazuji
transmembranové domény. Putativni glykosylacni mista jsou
ukdzéna hv&zdilkou a v&t8ina fosforylalnich mist je umisténa na
stejné strané& membrany jako dvé acidické hydrofilni smy&ky. MAP
kinasa misto je p¥itomno na zbytku 115 a PKC misto je na zbytku

114. FAD mutadni mista jsou ukdzéna horizontdlnimi Sipkami.

Obrazek 6: Tento obrdzek je schematické znazornéni
predpokladané struktury PS2 proteinu. Rimské &islice ukazuji

transmembranové domény. Putativni glykosyladni mista jsou



ukédzéna hv&zdidkou a vét&ina fosforyladnich mist je umisténa na

stejné stran& membrény jako dv& acidické hydrofilni smylky. FAD

mutadni mista jsou ukézdna horizontdlnimi Sipkami.

I. Definice

Pro usandné&ni p¥ezkoumdni rtznych provedeni predkladaného
vyndlezu a pro pochopeni r@znych elementl a slozek pouZitych ve
tvorb& a pouiti vyndlezu jsou poskytnuty ndsledujici definice

pro jednotlivé terminy pouZité v popisu a p¥ipojenych narocich.

Presenilin: Jak je zde pouZito bez dal8i modifikace, znamena
termin "presenilin" nebo "preseniliny" presenilin-1 (PS1)
a/nebo presenilin-2 (PS2) geny/proteiny. Jednotlive,
nemodifikovany termin "presenilin" nebo "preseniliny" oznaluje
sav&i PS1 a/nebo PS2 geny/proteiny a preferované lidské PS1
a/nebo PS2 geny/proteiny.

Presenilin-1 gen: Jak je zde pouZito, znamend termin
"presenilin-1 gen" nebo "PS1 gen" sav&i gen prvné& objeveny
a popsany v U.S. prihl&8ce seriové &. 08/431048 podané
28.5.1995 a pozd&ji popsany Sherringtonem et al (1995), v&etné
alelickych variant a heterospecifickych sav&ich homologi. Jedna
1lidskd presenilin-1 (hPS1) cDNA sekvence je zde popsand jako
SEQ ID NO: 1. Jin& lidsk& cDNA sekvence, vze$la
z alternativniho sest¥iZeni hPS1 mRNA transkriptu, je zde
popsdna jako SEQ ID NO: 3. Krom& lidskych sest¥iZenych variant,
jak je popsédno niZe, bylo také nalezeno, ve kterém regionu
kodujicim t¥icet t¥i zbytkd miZfe byt sest¥iZena v né&jakém
transkriptu. cDNA myS§iho homologu (mPS1l) je popséana jako SEQ ID



NO: 16. Termin "presenilin-1 gen" nebo "PS1 gen" se primarné

tykd kodujici sekvence, ale mi¥e také zahrnovat né&které nebo
v8echny sousedni regulaéni regiony a/nebo introny. Termin PS1
gen specificky zahrnuje arteficidlni nebo rekombinantni geny
vytvorené z cDNA nebo genomové DNA, v&etné rekombinantnich genu
zalo¥enych na sest¥iZfenych variantach. Presenilin - 1 gen byl
také oznadovdn jako S182 gen (napf. Sherrington et al., 1995)
nebo jako Alzheimer Related Membrane Protein (ARMP) gen (napt.
U.S. prihlaska seriové &. 08/431048 podand 28.5.1995.

Presenilin-1 protein: Jak je zde pouZito, znamena termin
"presenilin-1 protein" nebo "PS1 protein" protein kodovany PS1
genem, vé&etn& alelickych variant a heterospecifickych sav&ich
homologt. Jedna lidské presenilin-1 (hPS1) proteinovéa sekvence
je zde popsand jako SEQ ID NO: 2. Jind lidskd proteinové
sekvence, vze$ld z alternativniho sestt¥iZzeni hPS1 mRNA
transkriptu, je zde popsédna jako SEQ ID NO: 4. Krom& lidskych
sest¥iZenych variant, jak je popsano niZe, bylo také nalezeno,
ktery region obsahujici t¥icet tfi zbytk miZe byt sestfiZen
v n&jakém transkriptu. Tyto varianty také spadaji do terminu
presenilin - 1 protein jak je zde pou¥it. Proteinovd sekvence
my8iho homologu (mPS1) je popsana jako SEQ ID NO: 17. Protein
miZe byt produkovan rekombinantnimi buttkami nebo organismy,
miZe byt podstatné& purifikovan z ptrirozenych tké&ni nebo
bun&énych linii nebo miZe byt syntetizovan chemicky nebo
enzymaticky. Proto termin "presenilin - 1 protein" nebo "PS1
protein" zahrnuje protein v glykosylované, Castelné
glykosylované nebo neglykosylované form&, stejneé jako
fosforylovanou, &aste&né& fosforylovanou, nefosforylovanou,
sulfatovanou, &aste&nd sulfatovanou nebo nesulfatovanou formu.

Termin také zahrnuje alelické varianty a jiné funk&ni ekvivalenty



PS1 aminokyselinové sekvence, v&etné& biologicky aktivnich nebo

jinych fragmentt. Tento protein byl také oznalovan jako S182
protein (nap¥. Sherrington et al., 1995) nebo jako Alzheimer
Related Membrane Protein (ARMP) (nap¥. U.S. p¥ihl&8ka pofadové &.
08/431048 podana 28.5.1995.

hPS1 gen a/nebo protein. Jak je zde pouZito, znamend zkratka
"hPS1" 1lidské homologni nebo alelické varianty PS1 genu a/nebo
proteinu. Dv& cDNA sekvence lidského PS1 genu jsou zde uvedeny
jako SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 3. Korespondujici hPS1
proteinové sekvence jsou zde popsény jako SEQ ID NO: 2 a SEQ ID
NO: 4. Mnoho alelickych variant, v&etn& poSkozujicich mutantd,

je popsdno a déno v popisu, ktery nésleduje.

mPS1 gen a/nebo protein. Jak je zde pouZito, znamend zkratka
"mPS1" my%i homologni a my8i alelické varianty PS1 genu a/nebo
proteinu. cDNA sekvence jednoho my8§iho PS1 genu je zde uvedena
jako SEQ ID NO: 16. Korespondujici mPS1 proteinovd sekvence je
zde popséna jako SEQ ID NO: 17 Alelické varianty, v&etné
podkozujicich mutantd, jsou popsdny a dany v popisu, ktery

nasleduje.

Presenilin-2 gen: Jak je zde pouZito, znamend termin
"presenilin-2 gen" nebo "PS2 gen" savli gen prvné& objeveny
a popsany v U.S. p¥ihléa%ce seriové &. 08/496841 podané
28.6.1995 a pozdéji popsany Rogaevem et al (1995)
a Levy-Lahadem et al. (1995), v&etn& alelickych variant
a heterospecifickych sav&ich homologl. Jedna lidska
presenilin-2 (hPS2) cDNA sekvence je zde popsand jako SEQ ID
NO: 18. U dal3ich lidskych sest¥iZenych variant, jak jsou

popsény ni¥e, bylo také nalezeno, ve kterém jednom kodonu nebo



regionu kodujicim t¥icet t¥i zbytkd miZe byt sestfiZena

v néjakém transkriptu. Termin "presenilin-2 gen" nebo "PS2 gen"
se primarn& tyka kodujici sekvence, ale miZe také zahrnovat
nékteré nebo v8echny sousedni regulalni regiony a/nebo introny.
Termin PS2 gen specificky zahrnuje arteficidlni nebo
rekombinantni geny vytvo¥ené z cDNA nebo genomové DNA, vietné
rekombinantnich gend zaloZenych na sest¥iZenych variantéch.
Presenilin - 2 gen byl také oznalovan jako E5-1 gen (napft.
Rogaev et al., (1995); U.S. p¥ihlaSka seriové &. 08/496841
podand 28.6.1995) nebo STM2 gen (nap¥. Levy-Lahad et al.,
(1995)) .

Presenilin-2 protein: Jak je zde pouZito, znamend termin
"presenilin-2 protein" nebo "PS2 protein" protein kodovany PS2
genem, v&etn& alelickych variant a heterospecifickych sav&ich
homologli. Jedna lidsk&d presenilin-2 (hPS2) proteinova sekvence
je zde popsand jako SEQ ID NO: 19. U dalSich lidskych
sest¥iZenych variant, jak jsou popsény niZe, bylo také
nalezeno, ve kterém jednom zbytku nebo regionu obshujicim
t¥icet t¥i zbytkd miZe byt sest¥iZena v néjakém transkriptu.
Protein miZe byt produkovadn rekombinantnimi butikami nebo
organismy, miZe byt podstatné purifikovan z p¥irozenych tkéni
nebo buné&énych 1linii nebo miZe byt syntetizovan chemicky nebo
enzymaticky. Proto termin "presenilin - 2 protein" nebo "PS2
protein" zahrnuje protein v glykosylované, c¢astelné
glykosylované nebo neglykosylované form&, stejné jako
fosforylovanou, Castedné fosforylovanou, nefosforylovanou,
sulfatovanou, ¢asteéné sulfatovanou nebo nesulfatovanou formu.
Termin také zahrnuje alelické varianty a jiné funkéni ekvivalenty
PS1 aminokyselinové sekvence, véetné& biologicky aktivnich nebo

jinych fragmentl. Tento protein byl také oznacovan jako E5-1



protein (nap¥. Sherrington et al., 1995; U.S. pf¥ihl&Ska pofadové
&. 08/496841 podand 28.6.1995) nebo STM2 protein (napf.
Levy-Lahad et al., (1995)).

hPS2 gen a/nebo protein. Jak je zde pouZito, znamend zkratka
"mPS1" lidské homologni a lidské alelické varianty PS2 genu a/nebo
proteinu. cDNA sekvence jednoho lidského PS2 genu je zde uvedena
jako SEQ ID NO: 18. Korespondujici hPS2 proteinovd sekvence je
zde popsdna jako SEQ ID NO: 19. Mnoho alelickych variant,
véetnd podkozujicich mutantl, je popsdno a déno v popisu, ktery
nasleduje.

DmPS gen a/nebo protein. Jak je zde pouZito, znamend zkratka
"mPS1" Drosophila homologni a alelické varianty PS1 a PS2 genu a/nebo
proteinu. Tato definice je chdpéna tak, Ze zahrnuje
polymorfismus sekvenci nukleovych kyselin a aminokyselin, kde
substituce, inserce nebo delece genu nebo proteiné sekvence
neovliviiuji zadkladni funkce genového produktu. Nukleotidova
sekvence nebo jedna cDNA sekvence DmPS genu je zde uvedena
jako SEQ ID NO: 20 a korespondujici aminokyselinova sekvence je
zde popséana jako SEQ ID NO: 21. Termin "DmPS gen"
se primdrné tyka kodujici sekvence, ale miZe také zahrnovat

n&které nebo v8echny sousedni regulacni regiony a/nebo introny.

Normalni: Jak je zde pouZito s ohledem na geny znamena
termin "normidlni" gen, ktery koduje normdlni protein. Jak je
zde pouZito s ohledem na proteiny znamend termin "normalni"
protein, ktery provadi svou bé&Znou nebo normé&lni fyziologickou
roli a ktery neni asociovan s, nebo neni pridinou patogenich
stavi. Proto, jak je zde pouZito, termin "normdlni" je v

podstaté synonymni s obvyklym vyznamem fraze "divokého typu".



Pro jakykoliv dany gen nebo korespondujici protein mize

existovat mnoho normialnich alelickych variant, kde Zadnd z nich
neni asociovédna s vyvojem patogenich stavi. takové normalni
alelické varianty zahrnuji, ale nejsou omezeny na, varianty, ve
kterych jedna nebo vice substituci nukleotidl nevede ke zméné
kodované sekvence aminokyselin.

Mutantni: Jak je zde pou?ito s ohledem na geny znamena
termin "mutantni" gen, ktery koduje mutantni protein. Jak je
zde pou¥ito s ohledem na proteiny znamend termin "mutantni"
protein, ktery neprovddi svou bé&Znou nebo normalni fyziologickou
roli a ktery je asociovén s, nebo je p¥iéinou patogenich
stavli. Proto, jak je zde pouZito, termin "mutantni" je v
podstat& synonymni s terminy "dysfunk&ni", "patogeni',
"onemocnéni zpisobujici", a "poskozujici". S ohledem na
presenilinové geny a proteiny podle ptedkladaného vynalezu
oznafuje termin "mutantni" presenilinové geny/proteiny nesouci
jednu nebo vice nukleotidovych/aminokyselinovych substituci,
inserci a/nebo deleci, které typicky vedou k rozvoji p¥iznaki
Alzheimerovy choroby a/nebo jinych p¥ibuznych d&diénych
fenotypli (napt¥. mozkové hemorhagie, mentadlni retardace,
schizofrenie, psychosy a deprese), pokud jsou exprivovany u
1idi. Tato definice je chipéna tak, Ze zahrnuje rizné mutace,
které se ptrirozen& vyskytuji, stejné jako syntetické nebo
rekombinantni mutace vyvolané lidskym z&sahem. Termin
"mutantni" jak je aplikovan na presenilinové geny, neni minén
tak, aby zahrnoval varianty sekvence které, diky degeneraci
genetického kodu, koduji proteiny identické k normalnim
sekvencim zde popsanym nebo jinak uvedenym; ani neni minén tak,
aby zahrnoval varianty sekvence které, alkoliv koduji rizné

proteiny, koduji proteiny, které jsou funkén& ekvivalenti k



normalnim presenilinovym proteind.

Funkéni ekvivalent: Jak je zde pouZito pri popisovéani
genovych sekvenci a aminokyselinovych gsekvenci znamend termin
"funkéné ekvivalentni" to, e uvedena sekvence nemusi byt
identicka s jednotlivou popsanou sekvenci seznamu sekvenci, ale
poskytuje pouze sekvenci, ktera G&inkuje biologicky a/nebo

chemicky jako ekvivalent popsané sekvence.

V podstat& &isty: Jak je zde pouZito s ohledem na proteiny
(vdetn& protilatek) nebo jiné p¥ipravky znamend termin "v
podstaté ¢isty" pIipravek, ktery je alespoil ze 60% hmotnosti
(suché hmotnosti) sloZen z poZadované slouleniny. Preferované
je pripravek alespoili ze 75% lépe alespoil ze 90% a nejlépe
alespon z 99% hmotnosti slo¥en z poZadované sloudeniny. Cistota
mi¥e byt m&fena jakoukoliv vhodnou metodou, napt.
chromatografii na kolong&, gelovou elektroforesou nebo HPLC

analysou.

S ohledem na proteiny, v&etné protilédtek, pokud ptipravek
obsahuje dvé nebo vice poZadovanych slou&enin (nap¥. dvé nebo
vice ruznych protilatek, imunogend, funkénich domén nebo jinych
peptidd podle ptedkladaného vynalezu) znamend "v podstaté
gisty" pripravek, ve kterém je celkova hmotnost (sucha
hmotnost) vEech pofadovanych sloucenin alespoil 60% celkové
suché hmotnosti. Obdobn&, pro takové pripravky obsahujici dveé
nebo vice pofadovanych sloulenin je preferovano, aby celkova
hmotnost po%adovanych slouenin byla alespoifi 75%, lépe alesponl
90% a nejlépe alespori 99% hmotnosti celkové suché hmotnosti

pripravku.



Izolovand nukleovad kyselina: Jak je zde pouZito, "izolovana

nukleova kyselina" je ribonukleovd kyselina, deoxyribonukleova
kyselina nebo analog nukleové kyseliny obsahujici
polynukleotidovou sekvenci, kterd byla izolovana nebo
separovana ze sekvenci, které jsou bezprostfedn& sousedici
(jedné na 5' konci a jedné na 3' konci) v prirozené se
vyskytujicim genomu organismu, ze kterého je odvozena. Termin
proto zahrnuje, nap¥iklad, rekombinantni nukleovou kyselinu,
kterd je inkorporovana do vektoru, do autonomné se
replikujiciho plasmidu nebo viru nebo do genomové DNA
prokaryotického nebo eukaryotuického organismu; nebo ktera
existuje jako separatni molekula (nap¥. cDNA nebo genomovy DNA
fragment produkovany PCR nebo oSet¥enim restrikéni
endonukleasou) nezavisly na jinych sekvencich. Také zahrnuje
rekombinantni DNA, kterd je &&asti hybridniho genu kodujiciho
dalsi peptidové sekvence a/nebo obsahujiciho exogeni reguladni
elementy.

V podstat& identické sekvence: Jak je zde pouZito je "v
podstat® identicka" aminokyselinovd sekvence aminokyselinova
sekvence, kterd se 1i8i pouze konzervativnimi substitucemi
aminokyselin, nap¥iklad, substitucemi aminokyselin jedné za
druhou stejné t¥idy (nap¥. valin za prolin, arginin za lysin,
atd.) nebo jednou nebo vice nekonservativnimi substitucemi,
delecemi nebo insercemi umisténymi v takovych pozicich
aminokyselinové sekvence, kde neni¢i funkci proteinu
(testované, nap¥. jak je zde popsano). Preferované, takova
sekvence je alespoil z 85%, lépe z 90% a nejlépe z 95% identické
na Grovni aminokyselin se sekvenci proteinu nebo peptidu, se
kterym je srovndvéna. Pro nukleové kyseliny, délka srovnéni
sekvenci bue alespoil 50 nukleotidl, lépe alesponl 60 nukleotidi,



jest& lépe alespon 75 nukleotidd a nejlépe alespoil 110

nukleotid. "V podstaté& identicka" sekvence nukleovych kyselin
koduje v podstaté& identickou aminokyselinovou sekvenci jak byla

definovéna vySe.

Transformované buitky. Jak je zde pouZito, "transformovand
bufika" je butika, do které (nebo do jejihoZ predka) byla
zavedena, prost¥edky rekombinantni DNA techniky, poZadovana
molekula nukleové kyseliny. PoZadovana nukleovad kyselina bude
typicky kodovat peptid nebo protein. transformovana burika maZe
exprivovat poZadovanou sekvenci nebo miZe byt pouzita pro
propagaci sekvence. Termin "transformovana" miZe zde byt pouZit
pro obsaZeni jakékoliv metody pro zavedeni exogeni nukleové
kyseliny v&etné&, ale nejenom, transformace, transfekce,
elektroporace, mikroinjekce, virem zprost¥edkované transfekce

a podobné.

Operativn& spojené. Jak je zde pouZito, o kodujicich
sekvencich a regulanich regionech je feleno, Ze jsou
"operativn& spojené", pokud jsou kovalentn& vazané takovym
zplisobem, %e umistuji expresi nebo transkripci kodujici
sekvence pod vliv nebo kontrolu regulainiho regionu. Pokud je
pofadovano, aby kodujici sekvence byly translatovany do
funk&niho proteinu, pak o dvou sekvencich je Yeleno, Ze jsou
operativné spojené, pokud indukce funkce promotoru vede ke
transkripci kodujici sekvence a pokud charakter vazby mezi
dvéma DNA sekvencemi 1) nevede k mutaci posunu ramecku, 2)
neinterferuje se schopnosti regula&niho regionu ridit
transkripci kodujicich sekvenci, nebo 3) neinterferuje se
schopnosti korespondujiciho RNA transkriptu byt translatovan na

protein. tak, regula®ni region miZe byt operativné spojen s



kodujici sekvenci, pokud je regulaéni region schopen zpusobit

transkripci této DNA sekvence, tak ¥e vznikly transkript mazZe
byt translatovan do poZadovaného proteinu nebo polypeptidu.

P¥isné hybridizaéni podminky. p¥isné hybridizaéni podminky
je termin v oboru pouZivany a odbornikd zndmy. Pro jakoukoliv
danou sekvenci nukleovych kyselin jsou prisné hybrldlzacnl
podminky podminky teploty, chaotrofni kyseliny, pufr, a iontové

sily, které umo¥ni hybridizaci této sekvence nukleovych kyselin
na jeji komplementdrni sekvenci a nikoliv na podstatné odlisnou
sekvenci. Presné podminky, které tvori "ptrisné" podminky,
zaviseji na charakteru sekvence nukleovych kyselin, délce
sekvence, a frekvenci vyskytu podsad této sekvence v jinych
neidentickych sekvencich. odliZnosti hybridiza&nich podminek od
hladin& p¥isnosti, ve které se vyskytuje nespecifickéa
hybridizace do hladiny, pri které je pozorovana pouze
specificka hybridizace mtise odbornik v oboru urlit bez
zbyte&ného experimentovani podminky, které umoZni hybridizaci
dané sekvence pouze S komplementarni sekvenci. Vhodné rozsahy
takovych podminek prisnosti jsou popsény v Krause and Aaronson
(1991) . Hybridizadni podminky, Vv zdvislosti na délce a b&Znosti
sekvence, mohou zahrnovat teploty od 20 °C - 65 °C a iontovou
gilu od 5x do 0,1x SSC. Vysoce pFisné podminky hybridizace
mohou zahrnovat teploty ni#Si neZ 40 °oc - 42 °C (pokud jsou
obsaZeny denaturanty Jjako je formamid) a% vy&81i neZ 60 - 65 °cC
v iontové sile ni¥8i neZ 0,1 x SSC. Tyto rozsahy jsou, nicméné,
pouze ilustrativni a v zavislosti na charakteru cilové
sekvence, a mozného budouciho vyvoje techniky, mohou byt
prisn&jsi, nez je nezbytné. Méné& nef prisné podminky jsou
vyuZity pro izolaci sekvence nukleovych kyselin, které jsou Vv

podstaté shodné, alelické nebo homologni k jakékoliv dané



sekvenci.

Selektivné se vaZe. Jak je zde pouzito s ohledem na
protiléatky, o protilatce je teleno, Ze se ngelektivné véazZe" na
c¢il, pokud protilatka rozpoznadva a vaze se na po¥adovany cil,
ale v podstat& nerozpoznava ani se neva¥e na jiné molekuly ve
vzorku, nap?. biologickém vzorku, ktery obsahuje poZadovany

-

cil.

II. Preseniliny

predklédany vyndlez je Castelné zalo¥en na objevu rodiny
savéich genti, které, pokud jsou mutovany, jsou asociovany s
vyvojem Alzheimerovy choroby. Objev té&chto gent, oznaenych
presenilin-1 a presenilin-2, stejné& jako charakterizace téchto
genti, jejich proteinovych produktd, mutantd a mo¥nych G¢inki,
je popsén nize. Homology presenilini u bezobratlych jsou zde
také uvedeny, protoZe mohou vnést svétlo do 4&inkd presenilind
a dale mohou byt uZite&né v ruznych provedenich, kterda jsou

popséna niZe.

1. Izolace lidského genu presenilinu-1

A. Genetické mapovani AD3 regionu

Podatedni izolace a charakterizace PS1 genu, potom
popisovaného jako AD3 gen nebo S182 gen, byla popséana Vv
Sherrington et al. (1995). Po podateénim regiondlnim mapovani
AD3 genového lokusu na 14g24.3 pobliZ anonymnich
mikrosatelitnich markert D14S43 a D14S53 (Schellenberg et al.,
1992; St. George-Hyslop et al., 1992; Van Breckoven et al.,



1992) bylo dvacet jedna rodokmenud pouZito pro segregaci AD jako

putativniho autosomdlné dominantniho rysu (St. George-Hyslop et
al., 1992) a pro zkoumdni segregace 18 dalSich genetickych
markert z 14g24.3 regionu, které byly organizovény do
vysokodensitni mapu genetickych vazeb (Weissenbach et al.,
1992; Gyapay et al., 1994). D¥ive publikované parova maxima
pravdépodobnostni analyzy potvrdily zékladni kumulativni ddkaz
pro vazbu mezi familidrni Alzheimerovou chorobou (FAD) a vSemi
témito markery. Nicméné&, mnoho genetickych dat podporujicich
vazbu na tyto markery bylo odvozeno od Sesti rozséhlych
rodokmenli s Casnym nastupem, FAD1 (Nee et al., 1983), FAD2
(Frommelt et al., 1991), FAD3 (Goudsmith et al., 1981; Polenn,
1993), Fad4 (Foncin et al., 1985), TOR1.1 (Bergamini, 1991) a
603 (pericak-vance et al., 1988), kde kazdy z nich poskytuje
alesponl jeden anonymni geneticky marker z 14gq24.3 (St.
George-Hyslop et al., 1992).

Pro presnéj&i definovadni umisténi AD3 genu ve vztahu k
znamym umisténim genetickych markerd z 14g24.3 byly
rekombina&ni orientalni body vyhleddvany p¥imou inspekci z dat ze
surovych haplotypl z té&ch genotypovanych postifenych &lend Sesti
rodokment, kte¥i vykazovali definitivni vazbu na chromosom 14.
Tato selektivni strategie v tomto urditém pripad€ nezbytné& rudi
data z rekonstruovanych genotypl zesnulych postiZenych &lent
stejné jako od starych asymptomatickych &lend velkych rodokmenti
a nebere v Gvahu malé rodokmeny nejistého stavu vazby. Nicméné&,
tato strategie je velmi dikladnad, protoZe vyluduje ziskéani
potencidlné zavad&jicich dat genotypl ziskanych bud diky chybéam
v rekonstruovanych genotypech zesnulych postiZenych &lent
vzniklych z nepaternity nebo chyb vzorkl, nebo z pouZiti
nevazanych rodokmena.



Po prohlidce dat haplotypd od postifenych subjektd byly u

¢lent Sesti velkych rodokmenl, jejich¥ genotypy byly p¥imo
urceny, zjiSt&ny obligadtni rekombinace v D14S48 a D14S53, a v
D145258 a D14S63. Jedna rekombinace v D14S253, ktera zndzoriuje
telomerickou vazbu na FAD region, se vyskytla u stejného AD
postiZeného jedince FAD1 rodokmenu, ktery byl d¥ive popsan jako
rekombinantni v né&kolika jinych markerech umist&nych
telomericky do D14S53, v&etné& D14S48 (St. George-Hyslop et al.,
1992) . Oproti tomu, jedna rekombinace v D14S258, kterd znadi
centromerickou vazbu FAD regionu, se vyskytla u postiZeného
Clena FAD3 rodokmenu, ktery byl také rekombinantni v n&kolika
jinych markerech centromerickych k D14S258 v&etn& D14S63. Oba
rekombinantni subjekty m&ly nesporny dikaz Alzheimerovi

choroby potvrzeny standartnimi klinickymi testy pro onemocn&ni
u jinych postiZenych &lenl jejich rodin a genotyp obou
rekombinantnich subjektd byl informativni a kosegregujici v
mnoha lokusech v intervalu centromerickém k D14S53 a
telomerickém k D14S258.

Pokud byly analyzy haplotypu roz&i¥eny tak, aby zahrnovaly
rekonstruované genotypy zesnulych postifenych &lenli Sesti
velkych rodokmenlt stejné jako data ze zbyvajicich patnacti
rodokmenli s pravd&podobnosti vazby mensi ne¥ 0,95, pak bylo
detekovano n&kolik dalSich rekombinantd v jednom nebo vice
markerovych lokusech v intervalu mezi D14S53 a D14S258. Tak
jeden dal$i rekombinant byl detekovdn rekonstruovanim genotypa
zesnulych postiZenych &lend ka¥dého ze t¥i velkych FAD
rodokment (FAD1, FAD2 a jinych p¥ibuznych rodin) a osm dalZich
rekombinantd bylo detekovano u postifenych &lenti péti mensgich
FAD rodokmeni. Nicméné&, proto¥e n&kte¥i z t&chto rekombinanti

mohou mit sprdvné umist&ny AD3 gen v lépe definovaném cilovém



regionu, bylo nezbytné povaZovat tyto potencidlné tésnéjsi

"vnit¥ni rekombinanty" za nedivéryhodné nejen z dtdvoda
uvedenych vy8e, ale také proto, Ze poskytuji vzadjemné
neslufitelné umisténi pro AD3 gen v D14S53 - D14S258 intervalu.

B. Konstrukce fyzikdlniho sousediciho ("contig")
pfeklenujiciho AD3 regionu.

Jako polatedéni krok pro klonovani AD3 genu byl konstruovan
spoj presahujicich genomovych DNA fragmentl klonovanych do
kvasinkovych arteficidlnich chromosomovych vektort, fagovych
arteficidlnich chromosomovych vektorl a kosmidovych vektoru.
Studie FISS mapovani za pouZiti kosmidi odvozenych od YAC klonl
932¢c7 a 964f5 naznacily, Ze interval nejpravdépodobnéji nesouci
AD3 gen byl velikosti nejméné pét megabasi. ProtoZe velka
velikost tohoto minimdlniho kosegregalniho regionu &ini poziéni
klonovaci strategie neteSitelnou, byly hledany jiné genetické
vyhledavale, které byly zamé¥eny na umisténi AD3 regionu do
jednoho nebo vice podregiont v intervalu vymezeném D14S53
a D14S258. Haplotypové analyzy markerd mezi D14S53 a D14S258
selhaly pf¥i detekci statisticky signifikantniho dikazu pro
nerovnovahu vazby a/nebo alelickou asociaci mezi FAD rysem
a alelami v jakychkoliv z té&chto markerti, nezévisle na tom, zda
analyza byla restrihovana na rodokmeny s formami &astého nastupu
FAD, nebo generalizovéna na vSechny rodokmeny. Tento vysledek
nebyl neofekavané dany riznymi etnickymi puavody nas$ich rodokment.
Nicméné, pokud byly rodokmeny podobného etnického plhvodu
porovnany, pak primad inspekce haplotypl pozorovanych na chorobu
nesoucim chromosomu segregujicim v rGznych rodokmenech stejného
etnického puvodu odhalila dvé seskupeni markerovych lokusl. Prvni
z téchto seskupeni umisté&né centromericky k D14S77 (D14S786,



D14S277 a D14S268) a preklenujici 0,95 Mb fyzikdlni interval

obsa¥eny v YAC 78842. Druhé z t&chto seskupeni bylo umisténo
telomericky k D14S77 (D14S43, D14S273 a D14S76) a preklenovalo
asi 1 Mb fyzik&lni interval obsafeny v presahujicich YAC klonech
964c2, 74163, 797d11l a Zasti 854f5. Identické alely byly
pozorovany v alespon dvou rodokmenech stejného etnického pavodu.
Jako S4st této strategie byly usouzeno, ¥e pritomnost GEastnicich
se alel v jedné z té&chto skupin fyzikd1ln& seskupenych markerovych
1okus®i miZe odra¥et ko-d&dilnost malych fyzikélnich regionu
obklopujicich PS1 gen na jedinedn& nalezeném chromosomu Vv kazdé
etnické populaci. Signifikantné&, kazdy z t&chto G&astnicich se
roz&i¥enych haplotypu byl vzacny v normdlni Kavkazské populaci

a tyto alely nebyly pozorovany Vv jinych skupinach markerd
preklenujicich stejné genetické intervaly kdekoliv na chromosomu
14g24.3.

C. Transkripéni mapovéni a analyza kandidatl pro geny

Pro izolovani exprivovanych sekvenci kodovanych mezi obéma
kritickymi intervaly byla poufita p¥imad seleklni strategie
vyzadujici imobilizovanou, klonovanou, lidskou genomovou DNA
jako hybridizaéni cil pro znovu ziskani transkribovanych
sekvenci z primérnich komplementdrnich poold DNA odvozenych od
1idské mozkové mRNA (Rommens et al., 1993) . Pr¥iblizZné 900
putativnich DNA fragmenti velikosti 100 a% 600 pard bazi bylo
2iskano z t&chto regionti. Tyto fragmenty byly hybridizovany na
Souther bloty obsahujici genomové DNA od 1idi a od jinych
saved. Tato identifikovand podsada 151 klon®, které vykazovaly
dikazy pro evolu&ni konzervaci a/nebo pro komplexni strukturu,
co% naznadovalo, ¥e byly odvozené od sest¥iZené DNA. Klony Vv
této podsad® byly tfidény na zaklad®& fyzického mapového



umist&ni, zk¥iZené hybridizace a sekvence nukleotidu a byly

pou¥ity pro vySetfeni konvenénich lidskych mozkovych cDNA
knihoven na deldi cDNA. Bylo izolovano alespoti 19 nezdvislych
CDNA klont o délce v&t&i neZ 1 kb a byly potom setazeny do
thstedné transkripéni mapy AD3 regionu. Pouze t¥i z téchto
transkriptl korespondovaly se znadmymi charakterizovanymi geny
(cFOS, dihydrolipoamid sukcinyl transferasa a vazebny protein 2
pro latentni transformujici rastovy faktor).

D. Ziskani kandidatd pro geny

Kasda z ¢&asti otevPeného &teciho ramecku kandidatovych gent
byla zisk&na RT-PCR z mRNA izolované z mrtvé mozkové tkané od
normalnich kontrolnich subjektl a od bud mrtvé mozkové tkéaneé
nebo kultivovangch fibroblastovych linii postiZenych &lent
Sesti rodokment definitivn& vazanych na chromosom 14. RT-PCR
produkty byly potom vySetfovany na rozdily v sekvenci za
pou¥iti chemického &té&peni a metodou vyhledavani restrik&nimi
endonukleasami konformadniho polymorfismu jednoteté&zcové
sekvence (Saleeba and Cotton, 1993; Liu and Sommer, 1995) a
p¥imého sekvencovani nukleotidé. S jednou vyjimkou, vSechny z
vySet¥ovanych gend, i kdyZ ne poZadovanych, neobsahovaly
aterace v sekvencich, které byly jedinecné u postiZenych
subjektd nebo kosegregovaly s onemocn&nim. Jednou vyjimkou byl
kandidatovy gen representovany klonem 5182, ktery obsahoval
serii nukleotidovych zm&n, kterd nebyla pozorovéana u normilnich
subjektl a o kterych bylo predpokladéno, Ze alteruji
aminokyselinovou sekvenci u postiZenych subjektld. Gen
korespondujici tomuto klonu byl nyni oznaden jako presenilin-1
(PS1) . Dvé& PS1 sekvence, representujic alternativni sest¥iZené
varianty popsané niZe, jsou zde popsény jako SEQ ID NO: 1 a SEQ
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ID NO: 3. Korespondujici p¥edpokladané aminokyselinové sekvence
jsou popsény jako SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 4. Bluescript
plsamidy nesouci klony t&chto cDNA byly deponovany v ATCC,
Rockville, Md., pod ATCC p¥irfistkovymi &isly 97124 a 97508
28.5.1995. Sekvence korespondujici SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 2
byly také deponovany Vv GenBank databasy a mohou zde byt ziskéany
pod prirtstkovym Cislem 42110.

2. Izolace genu pro mySi presenilin-1

My&i homolog (mPS1) 1idského PS1 genu byl ziskan vy§etfenim
my$i cDNA knihovny sna&enou lidskou cDNA probou z hPS1l genu.
Timto zpusobem byl ziskan 2 kb gastedny transkript
(retiresentujici 3' konec genu) a n&kolik RT-PCR produktl
representujicich 5' konec. Sekvencovani konsensudlniho cDNA
transkriptu my$iho homologu odhalilo vyznamnou aminokyselinovou
identitu s hPS1. Vyznamné je, jak je popsédno niZe, Ze vSechny
aminokyseliny, které byly mutovany ve FAD rodokmenech byly
konservovany mezi mySim homologem a normalni lidskou variantou.
Tato konservace PS1 genu ukazuje, Ze orthologni gen existuje u
my3i (mPS1) a Ze je nyni moZné klonovat jiné sav¢i homology
nebo orthology vy&et¥ovanim genomovych nebo cDNA knihoven za
pou?iti lidskych PS1 prob. Tak, podobny p¥istup umozZni
identifikaci a charakterizaci PS1 genu u jinych druhl. Sekvence
nukleové kyseliny mPS1l je zde popséna jako SEQ ID NO: 16 a
korespondujici aminokyselinova sekvence je zde popsana jako SEQ
ID NO: 17. Ob& sekvence byly deponovany v GenBank databasy
a mohou zde byt ziskany pod p¥irtstkovym &islem 42177.

3. Izolace genu pro lidsky presenilin-2.



Druhy lidsky gen, nyni oznaleny presenilin-2 (PS2) byl

izolovan a bylo ukézéno, Ze md vyznamnou nukleotidovou a
aminokyselinovou homologii s PS1 genem. Prvni izolace tohoto genu
je detailné popséna v Rogaev et al., (1995). Izolace lidského PS2
genu (také oznafovaného jako "STM2") tém&¥ stejnou metodou je
také popsana v Levy-Lahad et al (1995). Struéné&, PS2 gen byl
identifikovan za pouZiti nukleotidové sekvence cDNA pro PS1 pro
prohliZfeni databasi za pouZiti BLASTN vzoru podle Altschul et
al. (1990). Byla lokalizovéana t¥i vybrand mista exprivované
sekvence, identifikovand p¥irtstkovym &islem T03769, R14600

a R05907, ktera méla vyznamnou homologii (p < 1,0 e *°°, vice neZ

97% identita v alespoml 100 sousednich pérech bazi).

Z téchto sekvenci byly produkovany oligonukleotidové primery
a byly pouZity pro generovani PCR produktl reversni
transkriptasovou PCR (RT-PCR). Tyto kr&dtké RT-PCR produkty byly
Castelné sekvencovany pro potvrzeni jejich identity se sekvencemi
v databasy a potom byly pouZity jako hybridizadni proby pro
vySetf¥eni kompletnich cDNA knihoven. N&kolik rdznych cDNA v
rozsahu od 1 kb do 2,3 kb bylo ziské&no z cDNA knihovny nadorové
burniky (Caco2) a z lidské mozkové cDNA knihovny (ES5-1, Gl-1, ccb54,
cc32) . Nukleotidova sekvence téchto klonG potvrdila, Ze byly
v8echny generovany ze stejného transkriptu.

Gen kodujici transkript, PS2 gen, byl mapovdn na lidsky
chromosom 1 za pouziti hybridnich mapovacich panell ke dvé&ma
seskupenim CEPH Mega YAC klont, které byly umist&ny podle
fyzikalni sousedici ("contig") mapy (YAC klony 750g7, 921d12 mapovany
1g4l; a YAC klon 787gl2 mapovany na 1p36.1-p35). Sekvence
nukleovych kyselin hPS2 klonu je zde popsdna jako SEQ ID NO: 18 a
korespondujici aminokyselinova sekvence je zde popséna jako SEQ



ID NO: 19. Obé sekvence byly deponovadny v GenBank databasi

a mohou zde byt ziskany pod p¥irGstkovym &islem L44577. DNA
sekvence hPS2 klonu byla také vloZena do vektoru a deponovana v
ATCC, Rockville, MD po p¥irustkovym Cislem 97214 28.6.1995.

4. Identifikace homologl u C. elegans a D. melanogaster

A. SPE-4 C. elegans

Srovnani sekvence nukleovych kyselin a p¥edpokl&ddané
aminokyselinové sekvence PS1 s dostupnou databasi za pouZiti BLAST
typu serazeni ukézalo st¥edni podobnost s C. elegans spermatickym
integralnim membrénovym proteinem SPE-4 (P = 1,5 e~2%, 24 - 37%
identita ve t¥ech skupindch alespoil padesédti zbytk®l) a slabsi
podobnost s ¢astmi jinych membrédnu p¥eklenujicich proteind véetné
sav€iho chromograninu A a alfa podjednotky sav&iho nap&tové
zdvislého kalciového kandlu (Altschul et al., 1990). Podobnosti
aminokyselinové sekvence v putativnich transmembrinovych doménéach
mohou prileZitostné& davat sestaveni, které jednodu$e vznikd z
omezeného po¢tu hydrofobnich aminokyselin, ale existuje zde také
rozS8irené sestaveni aminokyselin mezi PS1 a SPE-4 v né&kolika
hydrofilnich doméndch. Oba putativni PS1 protein a SPE-4 jsou
pfedpokladan& srovnatelné velikosti (467 a 465 zbytkd, v
pfislu$ném poradi) a, jak je podrobné&ji popsdno niZe, obsahuji
alesponl sedm transmembrinovych domén s velkou acidickou doménou
pfedchédzejici koneéné transmembranové domén&. PS1 protein nemd
velky predpoklddany hydrofilni region na N konci.

Analyza BLASTP sestaveni také detekovala signifikantni
homologii mezi PS2 a C. elegans SPE-4 proteinem (P = 3,5 e 3¢
20 - 63% identita v péti doménéch alespoii 22 zbytkl), a slabsi



homologie k mozkovym sodikovym kandlim (alfa III podjednotka) a

alfa podjednotce napétové dependentnich kalciovych kandld z
rznych druht (P = 0.02, 20 - 28% identita ve dvou nebo vice
doménach kazdé o alesponl 35 zbytcich) (Altschul, 1990). Tyto
sestaveni jsou stejna jako jsou ta, kterd byla vySe popséna pro
PS1 gen.

B. Sel-12 C. elegans

U 461 zbytkd Sel-12 proteinu od C. elegans a S182 (SEQ ID NO:
2) bylo shledé&no, Ze maji 48% identitu sekvence v 460
aminokyselindch (Levitan and Greenwald, 1995). O Sel-12 proteinu
se také soudi, Ze mad mnoho transmembranovych domén. Sel-12 gen
(pfirtstkové &islo U35660) byl identifikovan vySet¥enim na
supresory 1lin-12 "gain of function" (nabyti funkce) mutace a byl

klonovan transformadni zachranou (Levitan and Greenwald, 1995).
C. DmPS D. melanogaster.

Redundantni oligonukleotidy kodujici vysoce konzervované
regiony presenilin/sel 12 proteinl byly p¥ipraveny a pouZity pro
identifikaci relevantnich mRNA z dospélych a embryondlnich D.
melanogaster. Tyto mRNA byly sekvencovany a ukdzalo se, Ze
obsahuji otevfeny Cteci ramedek s putativni aminokyselinovou
sekvenci vysoce homologni k sekvenci lidskych presenilinti. DmPS
CDNA je identifikovéna jako SEQ ID NO: 20.

Tato sekvence koduje polypeptid o 541 aminokyselindch (SEQ ID
NO: 21) s asi 52% identitou k lidskym presenilindm.

Struktura D.melanogaster homologu je podobnd struktufe
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lidskych presenilini s alespoil sedmi putativnimi
transmembranovymi doménami (Kyte-Doolittle anal§zy hydrofobicity
za pouZiti okna 15 a hranice 1,5). Dikaz alespoii jedné
alternativné sest¥i’ené formy byl detekovén v klonu pdsl3
obsahujicim ORF o 541 aminokyselindch, zatimco klony pds7, pdsi4
a pdsl postradaly uzavirajici nukleotidy 1300 - 1341. Toto
alternativni sestfiZeni povede k alteraci Gly na Ala ve zbytku
384 v putativni TM6->7 smy&ce a k flsi v ramedku k Glu zbytku v
kodonu 399 delSiho ORF. Zasadni rozdily v aminokyselinové
sekvenci D. melanogaster a lidskych genech byly v N terminalni
acidické hydrofilni domén& a v acidické hydrofilni S&sti TM6->7
smyCky. Zbytky obklopujici TM6->7 smy&ku jsou zejména
konzervovana (zbytky 220 - 313 a 451 - 524), co¥ naznaluje, Ze
tyto jsou funk&né duleZité domény. Sestndch ze dvaceti zbytkl
identifikovanych jako mutované v lidském PS1 a PS2 a
zplsobujicich lidsky FAD je konzervovano v D. melanogaster
homologu.

DNA sekvence DmPS genu jak byla klonovana byla vlo¥ena do
Bluescript plasmidu. Tento stabilni wvektor byl deponovan v ATCC,
Rockville, MD, pod ATCC p¥irtstkovym &islem 97428 26.1.1996.

5. Charakterizace lidskych genl pro preseniliny
A. hPS1 transkripty a genova struktura

Hybridizace PS1 (S182) klonu na norther bloty identifikovala
transkript hojné& exprivovany v mnoha oblastech mozku a periferni
tkan& jako hlavni asi 2,8 kb transkript a vedlej8i transkript asi
0 7,5 kb (viz nap¥. obrdzek 2 v Sherrington et al., 1995). PS1 je

exprivovan témé€¥ uniformn& ve v&tEin& regiond mozku a ve v&tEin&
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perifernich tkéni s vyjimkou jater, kde je transkripce nizka.
ACkoliv identita 7,5 kb transkriptu je nejasni, dvé pozorovani
naznac¢uji, Ze asi 2,8 kb transkript representuje aktivni produkt
genu. Hybridizace PS1 klonu na northern bloty obsahujici mRNA ‘z
mnoha my8ich tkéni, v&etn& mozku, identifikovala pouze jeden
transkript identické velikosti k asi 2,8 kb lidskému transkriptu.
VSechny del8i cDNA klony doposud ziskané (2,6 - 2,8 kb), které
obsahovaly jak 5', tak 3' UTR a které pat¥ily k 2,8 kb prozku v
northern blotu, byly mapovdny vylu&n& na stejny fyzikalni region
chromosomu 14.

Z téchto pokusl miZe asi 7,5 kb transkript bud vzacnd
alternativné sest¥iZenou, nebo polyadenylovanou izoformu asi 2,8
kb transkriptu, nebo miZe representovat jiny gen s homologii k
PS1. cDNA knihovna Caco2 bun&&né linie, které exprivuje vysoké
hladiny jak PS1, tak PS2, byla vySet¥ovéna na dlouhé transkripty.
Byly ziské@ny dva rdzné klony, GL40 a B53. Sekvencovani ukézalo,
Ze oba klony obsahuji podobné 5' UTR a ORF, ktery byl identicky k
Orf krat8iho 2,8 kb transkriptu v mozku.

Oba klony obsahovaly neobvykle dlouhy 3' UTR. Tento dlouhy
3'UTR representuje pouZiti alternativniho polyadenyla&niho mista
0 asi 3 kb dale downstream. tento dlouhy 39UTR obsahoval mno¥stvi
motivli nukleotidové sekvence, které vedly k palindromim nebo
kmenovym-smy&kovym strukturdm. Tyto struktury jsou asociovany s
mRNA stabilitou a také s transladni G&innosti. U¥itednost tohoto
pozorovani je v tom, Ze miZe byt moZné vytvorit rekombinantni
expresni konstrukty a/nebo transgeny, ve kterych je odstran&no
upstream polyadenyla¢ni misto, coZ posiluje poufiti downstream
polyadenyla¢niho mista a deldiho 3' UTR. V uré¢itych p¥ipadech,
toto miZe navodit stabilitu vybranych mRNA druhl, s preferendni
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translaci, kterd miZe byt vyuZita pro zmé&nu rovnovdhy mutantnich
versus prirozenych transkriptl v cilovych bun&énych liniich, nebo
i in vivo v mozku, bud terapii zdrode&nych 1linii nebo pouZitim
virovych vektord jako jsou modifikované herpes simplex virus
vektory jako forma genové terapie.

hPS1 gen se rozklddd v genomovém intervalu alespoil 60 kb v 200
kb PAC1 klonu RPCI-1 54D12 z Roswell Park PAC knihovny a t¥ech
pfekryvajicich se kosmidovych klond 57-H10, 1-G9, a 24-D5 z LoS
Alamos Chromosome 14 kosmidové knihovny. Transkripty PS1 genu
obsahuji RNA ze 13 exonl, které byly identifikovany opakovanou
hybridizaci oligonukelotidovych a &&ste&nych cDNA prob na
subklonované restrikéni fragmenty PAC a kosmidovych klond a
pfimym sekvencovdnim nukleotidd té&chto subkloni. 5' UTR je
obsaZen v exonech 1 - 4, s tim, Z%e exony 1 a 2 representuji
alternativni 5' konce transkriptu. ORF je obsa¥en v exonech 4 a¥
13, s alternativnim spojenim, které vede k absenci &asti exonu
4 nebo celého exonu 9. Exon 13 také obsahuje 3' UTR.

Pokud neni jinak uvedeno, v z&jmu ujasn&ni a strudnosti,
v8echny odkazy na umisté&ni nukleotidd v hPS1 odvozenych
nukleotidovych sekvenci budou vyuZivat &islovani basi podle SEQ
ID NO: 1 (L42110), hPS1 cDNA sekvence zadinajici exonem 1. V této
cDNA je exon 1 p¥ipojen p¥imo na exon 3, ktery je p¥ipojen na
exony 4 - 13. V SEQ ID NO: 1 se exon 1 rozkladdi v nukleotidové
pozici 1 - 113, exon 3 se rozklddd v pozici 114 - 195, exon 4 se
rozklada v pozici 196 a% 335, exon 5 se rozklada v pozici 336 aZ
586, exon 6 se rozkladd v pozici 587 a¥ 728, exon 7 se rozkladi v
pozici 729 aZ 796, exon 8 se rozklada v pozici 797 aZ 1017, exon
9 se rozklada v pozici 1018 a% 1116, exon 10 se rozklada v pozici
1117 aZz 1203, exon 11 se rozklada v pozici 1204 aZ 1377, exon 12
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se rozklada v pozici 1378 aZ 1496, exon 13 se rozklada v pozici
1497 aZ 2765. Podobné&, pokud neni jinak uvedeno, vSechny odkazy
na umisténi aminokyselin v hPS1 odvozenych proteinovych
sekvencich budou vyuZivat &islovadni zbytkd podle SEQ ID NO: 2,
transla¢niho produktu SEQ ID NO: 1.

Obklopujici genomové sekvence byly ziskdny pro exony 1 - 12 a
jsou presentovdny v SEQ ID NO: 5 - 14 (ptrirtstkovd &isla L76518 -
L76527) . Genomova sekvence 5' z exonu 13 byla také urlena a je
presentovdna v SEQ ID NO: 15 (prirGstkova &islo L76528). SEQ ID
NO: 5 - 14 také obsahuji kompletni exonové sekvence. SEQ ID NO:
15, nicméné&, neobsahuje 3' konec exonu 13. Genomové sekvence
korespondujici exonim 1 a 2 jsou umist&ny p¥ibliZn& 240 bp od 2,6
kb BamHI-HindIII fragmentu, SEQ ID NO: 5. Exony 3 a 4 (které
obsahuji ATG start kodon) jsou umist&ny na separitnim 3 kb BamHI
fragmentu. Kompletni sekvence intronu 2 mezi BamHI mistem 850 bp
downstream od exonu 2 a BamHI mistem 600 bp upstream od exonu 3
nebyla jeSt& identifikovéna a nebyla ihned ziskana rozSi¥enym PCR
za pouziti primerG ze sousedicich BamHI mist, co¥ naznaCuje, Ze

intron 2 miZe byt v&tSi.

Analyzy nukleotidové sekvence sousedici s exony 1 a 2 (SEQ ID
NO: 5) odhalila CpG dinukleotidy obsahujici NotI restrikéni misto
Vv intronu 1. Konsensudlni sekvence pro n&kolik putativnich
transkrip&nich reguladnich proteint obsahujicich mnoha seskupeni
aktivator proteinu - 2 (AP-2), signdlnich transduceru a
aktivatort transkripce (STAT3) (Schindler and Darnell, 1995),
gamma aktivatorovych sekvenci (Gas nebo STAT1), mnohotny start
misto element downstream (MED) (Ince and Scotto, 1995) a GC
elementy byly pfitomny jak v intronu 1, tak v sekvenci 5' od
exonu 1 (viz SEQ ID NO: 5). Dva putativni TATA boxy jsou pritomny



upstream od exonu 1, v bp 925 - 933 a 978 - 987 SEQ ID NO: 5, a

jsou nasledovany dvéma putativnimi transkripénimi iniciadnimi

(CAP nebo Chambon-Trifonov) konsensudlnimi sekvencemi v 1002 -
1007 bp a 1038 - 1043 bp 484 SEQ ID NO: 5. Oproti tomu, sekvence
ihned upstream od exonu 2 postrddd TATA boxy nebo CAP mista, ale
je obohacena v seskupeni CpG ostravkd.

Schematicka mapa strukturdlni organizace hPS1 genu je
presentovana na obrédzku 1. Nekodujici exony jsou zndzorn&ny jako
vyteCkované rémelky. Kodujici exony jsou znazornény jako prazdné
ramelky nebo Srafované rame&ky pro alternativn& sest¥iené
sekvence. Restrik¢éni mista jsou: B = BamHI; E = EcoRI; H =
HindIII; N = NotI; P = PstI; V = PvuIl; X = Xbal. PreruSeni
v horizontalni linii mezi restrik&nimi misty representuji
nedefinované genomové sekvence. Klonované genomové fragmenty
obsahujici kaZ?dy exon jsou zndzorné&ny oboustranymi horizontdlnimi
Sipkami. Velikost genomovych subklont a p¥irfistkova &isla pro
kazdou genomovou sekvenci jsou také dany.

Pfedpoklady DNA sekunddrni struktury zaloZené na sekvenci
nukleotidd v 290 bp upstream exonu 1 a v intronu 1 odhalily
nékolik palindromi se stabilitou vy%3i ne¥ 16 kcal/mol. Tyto
analyzy sekunddrni struktury také predpovédély p¥itomnost t¥i
stabilnich motivii kmenovych smy&ek (v bp 1119 - 1129/1214 - 1224;
v bp 1387 - 1394/1462 - 1469; a v bp 1422 - 1429/1508 - 1515; v&e
v SEQ ID NO: 5) s velikosti smyky dostatednou pro obkrou¥eni
nukleosomu (asi 76 bp). Takové kmenové smydkové struktury jsou
b&Znou vlastnosti genli obsahujicich TATA (Kollmar and Farnham,
1993).

Souhrn vlastnosti té&chto 5' regiont je presentovan v tabulce



1. V8echny odkazy na umist&ni basi jsou ve vztahu k SEQ ID NO: 5.

Nejdel§i predpoklddany otevfeny &teci ramefek v SEQ ID NO: 1
koduje protein o 467 aminokyselindch, SEQ ID NO: 2. Start kodon
pro tento otevieny Cteci rémelek e prvni ve-fazy ATG umistény
downstream od TGA stop kodonu. Nejsou zde klasické konsensudlni
Kozak sekvence okolo prvnich dvou ve ve fazy ATG kodoni
(Sherrington et al., 1995). Jako jiné geny postradajici klasické
"silné" start kodony, putativni 5' UTR lidskych transkriptl je
bohaté na GC.

B. Alternativni transkripce a sest¥ih hPS1 5' UTR

ACkoliv prvni t¥i exony a &ast &tvrtého exonu obsahuji
netranslatované sekvence, analyza mnoha kompletnich cDNA klond
izolovanych z cDNA knihovny lidského hippocampu (Stratagene, La
Jolla CA) a z buné¢né linie adenokarcinomu st¥eva (Caco2 od J.
Rommens) ukdzala, Ze u vét&iny klonll byly inicidlni sekvence
odvozeny od exonu 1 a byly p¥imo ptipojeny na exon 3 (p¥irdstkové
¢islo L42110, SEQ ID NO: 1). Mén& &asto (1 z 9 kloni) byly prvné&
transkribované sekvence odvozeny od exonu 2 a byly ptripojeny na
exon 3 (prirustkové &islo L76517, SEQ ID NO: 3). P¥imé
sekvencovani nukleotidl alespoil 40 nezdvislych RT-PCR transkriptl
izolovanych za pouZiti primeru v exonu 1 selhalo pri identifikaci
klonG obsahujicich jak exon 1, tak exon 2. Koneéné, inspekce
genomové sekvence upstream od exonu 2 neodhalila 3' sest¥ihdvaci
misto sekvence. Tato pozorovéni argumentuje pro to, Ze exon 2 je
skuteénym inicidlnim exonem spiSe ne¥ alternativni sest¥iZenou
formou transkriptl zadinajicich v exonu 1 nebo artefaktem cDNA
klonovani. Kromé& toho, protoZe klon (cc44) obsahujici exon 2 byl
ziskdn ze stejné monoklondlni Caco2 bun&dné linie, je

pravdépodobné, Ze oba exon 1 obsahujici transkripty a exon 2
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obsahujici transkripty existuji ve stejné buiice.

Pro testovani p¥edpokladl o transkripénich inicialnich mistech
zaloZenych na sekvenci nukleotidd 5' upstream regionu v blizkosti
exonu 1 jsme vySettovali 5' sekvenci t¥i nezavislych
"kompletnich" cDNA klonl obsahujicich exon 1 (cc33, cc58 a cc48)
a t¥i sekvenci ziskanych extensi primery za pouZiti antisense
primeru umist&ného v exonu 3. Dal8i 5' extense byla pozorovana v
cDNA G40L, kterd mapovala nejproximdln&jsSi transkriplni start
misto na pozici 1214 bp v genomové sekvenci obsahujici exon 1 SEQ
ID NO: 5 (L76518), a kteréd proto koresponduje pozici -10 SEQ ID
NO: 1. Dva dal3i klony (cDNA cc48 a 5' RACE produkt ¢. 5) nesly
spoleéné start misto v pozici 1259 bp v genomové sekvenci, SEQ ID
NO: 5, co¥ koresponduje pozici 34 v SEQ ID NO: 1. Dvé& zbyvajici
cDNA, stejn& jako zbyvajici 5' RACE klony, zadinaly ve vice
dist&lnich pozicich v exonu 1. 5' RACE klon &. 8 za€inal v pozici
1224 bp, shodné s pozici 1 v SEQ ID NO: 1. Z&dny z téchto klonl
proto nesahal k p¥edpoklddanému CAP mistu upstream od exonu 1.
Diky nizké prevalenci transkriptll obsahujicich iniciadlni sekvence

z exonu 2 nebyly podobné studie jejich start mist provedeny.
C. Alternativni sest¥ih hPS1 ORF

Krom& transkript s riznymi inicidlnimi sekvencemi odhalila
analyza mnoha cDNA klon ziskanych z riznych knihoven také dvé

variace v PS1 transkriptech, které narusuji ORF.

Prvni z t&chto je absence 12 nukleotidd z 3' konce exonu 4,
nukleotid 324 a% 335 SEQ ID NO: 1. Toto miZe vznikat ze sestfihu
exonu 4 po nukleotidu 323 misto po nukleotidu 335. Transkripty
vzniklé z tohoto alternativniho sest¥iZeni exonu 4 nekoduji
aminokyselinové zbytky Val26-Arg27-Ser28-Gln29 SEQ ID NO: 2.
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Transkripty vzniklé z té&chto dvou alternativnich sest¥iZeni exonu
4 byly detekovany v ptibliZné stejné frekvenci ve vSech
prezivajicich tkdnich. U té&chto dosud vySetFovanych klonu je
zajimavé, ze mySi PS1 transkripty obsahuji pouze CDNA sekvence
pro TIle26-Arg-27-Ser28-Gln29 a %e sekvence pro Val-Arg-Ser-Gln
motiv je pouze lastelné konzervovand v lidském PS2 jako
Arg48-Ser49-Gln50 (Rogaev et al., 1995). KaZdé z téchto
pozorovanl naznaluje, ze tyto rozdlly nejsou zasadni pro vlastni
PS1 funkci.

Druha varianta sest¥ihu ovliviiujici ORF vede k absenci exonu
9, nukleotidd 1018 a% 1116 v SEQ ID NO: 1. Analyza RT-PCR
produktl odvozenych z mRNA mnoha tkani ukézala, Ze mozek (v&etné
neokortikdlnich oblasti typicky postiZenych AD) a n&kolik jinych
tkani (svaly, srdce, plice, tlusté strevo) predomlnantne
exprivuji jeden transkript nesouci exon 9. Leukocyty (ale ne
lymfoblasty) na druhou stranu, také exprivuji krat8i formu
postrddajici exon 9. O alternativnim sest¥ihu exonu 9 se
predpoklada, Ze m&ni aspartatovy zbytek v pozici 257 SEQ ID NO: 2
na alanin, Ze eliminuje dald&ich 33 zbytkl a Ze vede k fizy v
ramedku na zbytek proteinu zadinajici threoninem Vv pozici 291
kodovanym v exonu 10.

D. hPS2 transkripty

Genomova DNA obsahujici lidsky hPS2 gen nebyla doposud plné
charakterizovana. Nicmén&, mnoho podobnosti mezi PS1 a PS2 geny
je jasnych. Intron/exon vazba obou genl, nicméng&, se zda byt

velmi podobna nebo shodnéd s vyjimkou regionu TM6->7 smyCky .

Hybridizace PS2 cDNA klont na Northern Bloty detekovala asi
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2,3 kb mRNA prouZek v mnoha tkdnich, v&etné region mozku, stejné
jako asi 2,6 kb mRNA prouzek ve svalech, srdenim svalu a
slinivce. PS2 je exprivovan v nizké hladiné ve vét§iné regionu v
mozku s vyjimkou corpus callosum, kde je transkripce vysoka. Ve
svalech skeletu, srdednim svalu a slinivce je PS2 gen exprivovan
v relativné vy$8ich hladindch neZ v mozku a jako dva rizné
transkripty 2,3 kb a 2,6 kb. Oba transkripty maji velikost
z¥etelné odliSnou od 2,7 kb PS1 transkriptu a nehybridizuji
zk¥izené& s PS1 probami za vysoké ptisnosti. cDNA sekvence jedné
hPS2 alely je identifikovéna SEQ ID NO: 18 (pfirustkové {islo:
L44577) .

Nejdelsi ORF v této PS2 cDNA konsensudlni nukleotidové
sekvenci urcuje polypeptid obsahujici 448 aminokyselin (SEQ ID
NO: 19) pocitanych od prvniho ve fazy ATG kodonu, v pozici 366 -
368 v SEQ ID NO: 18, ktery je obklopen Kozak konsensualni
sekvenci. Stop kodon je v pozici 1710 - 1712.

Jako bylo provedeno pro PS1l, analyza PS2 RT-PCR produkta z
nékolika tkani, véetnd mozku a svall, RNA ukdzala dvé
alternativni varianty sest¥iZeni, ve kterych miZe byt relativné
velky segment vystt¥iZen. Tak, s relativné& nizkou frekvenci, jsou
produkovany transkripty, ve kterych jsou nukleotidy 1152 - 1250
PS2 transkriptu, SEQ ID NO: 18, (kodujici zbytky 263 - 295, SEQ
ID NO: 19) alternativné sest¥iZeny. Jak bylo uvedeno vySe, toto
sest¥iZeni tésné koresponduje s alternativnim sest¥ihem exonu 9
PS1 (Rogaev et al., 1995).

Dals8i varianta sest¥ihu PS2 cDNA sekvence postréddajici GAA
triplet v pozici nukleotidl 1338 - 1340 v SEQ ID NO: 18 miZe byt
také nalezena ve vSech vySet¥ovanych tkdnich. Tento alternativni
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sest¥ih vede k vynechdni Glu zbytku v aminokyselinové pozici 325.
6. Struktura presenilinovych proteinud

A. Rodina presenilinovych proteina

Preseniliny jsou nyni popsdny jako novd rodina vysoce
konzervovanych integrdlnich membradnovych protein se spole&nym
strukturdlnim motivem, spolednymi vzory alternativniho
sestfiZeni, a spolenymi muta&nimi regiony hot spots, které
koreluji s putativnimi strukturdlnimi doménami, které jsou
pfitomné u mnoha zvifecich bun&k od bezobratlych a od obratlovci.
Analyza pY¥edpoklyddanych aminokyselinovych sekvenci lidskych gent
pro preseniliny za pouZiti Hopp and Woods algoritmu naznadila, Ze
proteiny jsou rozsdhlé integralni membrédnové proteiny jako jsou
receptory, kandlové proteiny nebo strukturdlni membranové
proteiny.Kyte-Doolittle hydropatické zndzorn&ni putativniho hPS1
proteinu je zndzornéno na obrdzku 2. Hydropatické zndzorn&ni a
strukturdlni analyzy naznaluji, Ze tyto proteiny maji asi sedm
hydrofobnich transmembranovych domén (ozna&enych TM1 a¥ TM7)
separovanych hydrofilnimi smylkami. U jinych modeld mife byt
pfedpokladédno, Ze maji nejmén& 5 a nejvice 10 transmembranovych
domén v zavislosti na parametrech pouZitych v algoritmu pro tento
pfedpoklad. Pritomnost sedmi membranu p¥eklenujicich domén,
nicmén&, je charakteristikou n&kolika t¥id G-vézangch
receptorovych proteinli, ale je také pozorovdna u jinych proteind
(napf. kandlovych proteinu). Absence rozpoznatelného signdlniho
peptidu a maly polet glykosyladnich mist jsou pozoruhodné.

Aminokyselinové sekvence hPS1 a mPS1 proteint jsou srovnany na
obrazku 3 a sekvence hPS2 a mPS2 proteind jsou srovnany na
obrazku 4. V kaZdém obrédzku jsou shodné aminokyselinové zbytky
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ukazany horizontdlnimi ¢arami. Sedm putativnich transmembréanovych

domén je ukdzano horizontdlnimi liniemi nad nebo pod sekvencemi.

Hlavni rozdily mezi ¢leny této rodiny jsou v sekvencich
aminokyselin hydrofilnich, acidickych smy&kovych domén na N-
konci a mezi putativni TM6 a TM7 doménou presenilinovych proteind
(TM6->7 smyCka) . VétSina ze zbytkl kodovanych hPS1 exonem 9,
ktery je alternativné sest¥iZen v n&kterych non-neurdlnich
tkanich, tvorila &&st putativni TM6->7 smydky. Krom& toho, u
korespondujicich alternativn& sest¥iZenych variant
identifikovanych v hPS2 se zddlo, Ze koduji &&st TM6->7 smylky.
Variabilni sest¥ih této hydrofilni smydky a skutednost, 3e
aminokyselinova sekvence smylky se 1i%i mezi &leny genové rodiny,
naznacuje, Ze tato smyCka je vyznamnou funk&ni doménou proteinu a
miZe udilet urcitou specificitu fyziologickym a patogenim
interakcim jednotlivych presenilinovych proteint. ProtoZe
N-terminalni hydrofilni doména nese urdity acidicky néboj jako
TM6->7 hydrofilni acidickéd smy¢ka a v modelu sedmi
transmembranovych domén je pravd&podobné, %e md stejnou orientaci
s ohledem na membrdnu, a je také variabilni mezi preseniliny, je
velmi pravd&podobné, Ze tyto dvE& domény maji funkci bud’
koordinovanym nebo nez&vislym zplsobem (napt¥. stejné nebo rizné
ligandy nebo funké&ni vlastnosti). Tak je pravd&podobné, Zze
N-konec je také vyznamnou funk&ni doménou proteinu a mife udilet
uréitou specificitu fyziologickym a patogenim interakcim
jednotlivych presenilinovych proteind.

Jak je podrobné&ji popsdno nife, patogeni mutace v PS1 a PS2
seskupeni v oblasti TM1->2 smy&kové a TM6->7 smydkové domény dale
naznacCuji, Ze tyto domény jsou funkdnimi doménami t&chto
proteinl. Obrdzky 5 a 6 jsou schematické obrazky predpokladané
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struktury PS1 a PS2 proteind, v p¥isluSném pofadi, se znamymi
mutaénimi misty ukdzanymi na obrazcich. Jak je ukazano na
obrazcich, TM1->2 vazebnd sekvence je predpokladané umisténd na
opa¢né strané membrany neZ je N-konec a TM6->7 smyCka, a miZe byt
vyznamnd ve transmembrinové komunikaciToto je podporovano PS1
Y115H mutaci, kterd byla pozorovana v rodokmenech s &asnym
nastupem familidrni AD (30 - 40 rokl) a dal8imi mutacemi v TM1/2
Sroubovicich, u kterych miZe byt olekévano, Ze destabilizuji
smyCku. TM1->2 smylka je relativné kratka (PS1: zbytky 101 - 132;
PS2: zbytky 107 - 134), coZ &ini tuto sekvenci vice pF¥istupnou pro
konvenéni syntesu peptidl. Sedm PS1 mutaci je seskupeno v regionu
mezi kodonem 82 a kodonem 146, ktery obsahuje putativni prvni
transmembranovou doménu (TM1), TM1->2 smy¢ku a TM2 doménu v PS1.
Obdobné, mutace v kodonu 141 PS2 je také umisté&na v TM2 doméné.
Tyto mutace pravdépodobné€ destabilizuji TM1->2 smylkovou doménu a
jeji kotvici bod v TM1 a TM2. Dvanact PS1 mutaci vede k alteraci
aminokyselin mezi kodony 246 a 410, které jsou zahrnuty v TM6,
TM6->7 smyCce, a TM7 doméné. Tyto mutace mohou modifikovat
strukturu nebo stabilitu TM6->7 smylky (bud p¥imo nebo modifikaci
konformace TM6 nebo TM7) .

Dal$i dikaz pro vyznamnou funkéni roli umist&nou v TM6->7
smy&ce je divergence sekvence v centrdlni &asti TM6->7 smylky
(p¥ibliZné aminokyseliny 300 - 671) mezi riznymi &leny
presenilinové rodiny proteint. Podobné&, jelikoZ N-termindlni
sekvence ¢lenl presenilinové rodiny proteinli je také divergentni,
je pravdépodobné, Ze mirné divergentni sekvence hraji roli v
udileni specificity funkce pro kaZdy z riznych presenilinovych
proteind, zatimco konzervované sekvence udileji spole&né
biologické aktivity. Tyto regiony mohou representovat ligandova
vazebnd mista. Pokud je tomu tak, pak mutace v TM6->7 regionu
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pravdépodobné modifikuji vazebnou aktivitu ligandu. TM1->2
smyCka, kterd je konzervovana mezi ruznymi &leny presenilinové
rodiny proteinli, pravdépodobné representuje efektorovou doménu na
opa¢né strané membrany. S vyjimkou mutace sest¥ihu exonu 10,
vétSina z jinych (chybnych) mutaci je p¥ipojena na stejné povrchy
putativnich transmembrénovych Sroubovic, coZ naznaduje, Z%e mohou
ovliviiovat vazbu ligandu a funkci kandld. Tak tyto domény (naiGrt.
TM6->7 a TM1->2 smycky) mohou byt pouZity jako mista pro vyvoj
specifickych vazebnych agens pro inhibici G&inku mutaci a/nebo
pro znovunastoleni normdlni funkce presenilinového proteinu u

subjektu s Alzheimerovou chorobou.

Podobnost mezi putativnimi produkty C. elegans SPE-4 a PS1
geny implikuje, Ze mohou mit podobné aktivity. U SPE-4 proteinu
se zda, Ze je zahrnut ve tvorbé a stabilizaci komplexu fibrosni
télo - membrdnovad arganela (FBMO) b&hem spermatogenese. FBMO je
specializovanad organela odvozend od Golgiho systemu, kteri se
sklada z membranové vazanych va&kl pripojenych na a Castelnd
obklopenych komplexem paralelnich proteinovych vldken a miZe byt
zahrnuta v transportu a skladovani solubilnich a na membranu
vadzanych polypeptidl. Mutace v SPE_4 naruBuji FBMO komplexy a
ukonCuji spermatogenesi. Proto miZe byt fyziologickou funkci
SPE-4 bud stabilizace mezi integrdlnim mebranovym pulenim
a fGsemi, nebo stabilizace interakci mezi membranovymi
a fibrildrnimi proteiny v prabé&hu intraceluldrniho transportu
FBMO komplexu b&hem spermatogenese. O srovnatelngych funkcich je
mozZné uvazovat pro preseniliny. Nap¥iklad, PS1 miZe byt zahrnut
bud' v prostoru jinych na membranu vazanych proteint jako je
BAPP, nebo v axondlnim transportu a fisnim St&peni membrinoveé
vazanych vesikuli b&hem transportu proteinli, tak jako v Golgiho

aparadtu nebo systemu endosom-lysosom. Pokud jsou tyto hypotesy
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spravné, pak miZe byt u mutaci olekdvédno, Ze povedou

k aberantnimu transportu a zpracovani RBAPP a/nebo abnormalnim
interakcim s proteiny sytoskeletu jako je s mikrotubuly
asociovany protein Tau. Abnormality v intraceluldrni

a extracelularni dispozici BAPP a Tau jsou skute&n& soudasti
neuropatologickych vlastnosti Alzheimerovy choroby. A&koliv
umist&ni PS1 a PS2 mutaci ve vysoce konzervovanych zbytcich

v konzervovanych doméndch putativnich proteint naznaduji, Ze jsou
patogeni, jsou alespori t¥i z té&chto mutaci sami konzervativni,
coZ je v souladu s ndstupem choroby v dospélosti. JelikoZ 2&adna

z té€chto dosud pozorovanych mutaci neni delece ani nesmyslna
mutace, u kterych je predpokladano, Ze zptsobuji Gplnou ztratu
exprese nebo funkce, nemliZeme pfedpoklédat, zda tyto mutace budou
mit dominantni G&inek nabyti funkce, coZ navodi aberantni
zpracovani BAPP nebo dominantni G&inek ztraty funkce, coZ zplsobi
zastavu normdlniho zpracovdni RAPP. Sest¥ihova mutace exonu 10
zpusobuje flzy v rdme&ku exonu 9 na exon 10 a mi¥e mit
strukturdlni G¢inek na PS1 protein, co¥ miZe pozménit
intracelulédrni zam&¥eni nebo vazbu ligandu, nebo to miZe jinak
ovlivnit funkci PS1.

Alternativni moZnosti je, Ze produkt PS1 genu mi¥e
representovat receptor nebo protein kandlu. Mutace takového
proteinu miZe byt v p¥idinném vztahu k ndkolika jinym
neurologickym chorobdm jak u obratlovcii (nap¥. maligni
hypertermie, hyperkalemickad periodicka paralyza u 1idi), tak u
bezobratlych organismi (deg-1(d) mutanty C. elegans). A&koliv se
patologie téchto jinych onemocné&ni nepodoba patologii
Alzheimerovy choroby, existuje zde diikaz pro funké&ni abnormality
iontovych kandld u Alzheimerovy choroby. Napfiklad, byly popséany

anomalie v tetra-ethylamonium-sensitivnim 113pS draslikovém
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kandlu a v homeostase védpniku. Poruchy v transmembranovém
proudéni vdpniku mohou byt zejména relevantni ve svd&tle slabé
homologie mezi PS1 a «-ID podjednotkou nap&tové zavislého
vadpnikového kandlu a ve sv&tle pozorovani, ¥e zvySeni
intraceluldrniho vapniku v kultivovanych bufikdch miiZe napodobit
nékteré biochemické vlastnosti Alzheimerovy choroby, jako je
alterace ve fosforylaci Tau-s mikrotubuly asociovaného proteinu a
zvyS8enad produkce AR-peptidl.

B. Struktura hPS1

Jak je uk&zéno v SEQ ID NO: 2, nejvét8i znadma forma lidského
PS1 proteinu obsahuje 467 aminokyselin a mi predpokladanou
molekulovou hmotnost asi 51,37 kDa. Varianta s vySe popsanym
alternativnim sestf¥iZenim exonu 4 (ve které jsou deletovany
zbytky korespondujici pozicim 26 - 29 SEQ ID NO: 2) bude
obsahovat o 4 aminokyseliny mén& a bude mit hmotnost okolo 50,93
kDa. Podobné&, varianta s vy$e popsanym alternativnim sest¥i¥enim
exonu 9 (ve které jsou deletovany zbytky korespondujici pozicim
258 - 290 SEQ ID NO: 2) bude obsahovat o 33 aminokyselin ménd&

a bude mit hmotnost okolo 47,74 kDa.

Umisténi putativnich domén je presentovéno v tabulce 2. Znovu
si povSimn&te, Ze &islovani pozice zbytkl je s ohledem na SEQ ID
NO: 2 a je pribliZné (t.j. + 2 zbytky).

Schematické zndzorné&ni putativni PS1 struktury je uk&z&no na
obrazku 5. N-konec je vysoce hydrofilni, negativné nabitd doména
s nékolika potencidlnimi fosforyladnimi doménami, nésledovana
sekventné hydrofobni membranu p¥eklenujici doménou o pribliZné& 19
zbytcich (TM1), nabitou hydrofilni smy&kou o p¥ibliZné& 32
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zbytcich (TM1->2), péti daldimi membrinu preklenujicimi doménami
(TM2 aZ TM6) oddélenymi kratkymi (1 - 15 zbytkl) hydrofilnimi
doménami (TM2->3 aZ TM5->6) a dal$i rozsdhlou, acidickou
hydrofilni nabitou smy&kou (TM6->7) a alespoii jednou (TM7) a
moZnad dvéma, jinymi hydrofobnimi potencidln& membrénu
pfeklenujicimi doménami, kulminujicimi v polarni doméné& na
C-konci.

Protein také obsahuje mnoho potencidlnich fosforyladnich mist,
kde jednim z nich je MAP kinasa konsensudlni misto, které je také
obsaZeno v hyperfosforylaci Tau b&hem konverse normdlniho Tau na
neurofibrildrni sit. Tato konsensudlni sekvence miZe poskytnout
putativni element vaZici tuto proteinovou aktivitu na jiné

biochemické aspekty Alzheimerovy choroby, a mi¥e representovat

pravdépodobny terapeuticky cil. Prohlidka proteinové struktury
odhalila dvé sekvence YTPF (zbytky 115 - 118, SEQ ID NO: 2) a
STPE (zbytky 353 - 356, SEQ ID NO: 2), které representuji 5/T-P
motiv, ktery je MAP kinasa konsensudlni sekvenci. N&kolik jinych
fosforylaénich mist existuje s konsensudlnimi sekvencemi pro
protein kinasa C (PKC) aktivitu. ProtoZe PKC aktivita je
asociovana s odliSnostmi metabolismu APP, které jsou relevantni
k Alzheimerové& chorob&, jsou tato mista na PS1 proteinu a jeho
homolozich také cilem pro terapeutika. P¥edb&Zné dlikazy ukazuji,
Ze, alespoil v transfektovanych butikdch, PS1 protein je
fosforylovan pouze v malé mife, zatimco PS2 protein je
signifikantn& fosforylovan. Alespoil pro PS2 se zdd, %e se tato
fosforylace vyskytuje na serinovych zbytcich na N-termindlni
doméné mechanismem, ktery nevyZaduje PKC (Capell et al., 1996).

PovSimnéte si, Ze alternativni sest¥ih na konci exonu 4

odstrafiuje 4 aminokyseliny z hydrofilni N-termindlni domény a
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miZe byt ofekavéno, Ze odstrafiuje konsensudlni fosforyla&ni
sekvenci. Kromé toho, alternativni sest¥ih exonu 9 vede ke
zkracené izoform& PS1 proteinu, kde je neptitomno pét
termindlnich hydrofobnich zbytkd TM6 a &&st hydrofilni

negativné nabité TM6->7 smydky ihned C-termindln& k TM6. Tato
alternativné sest¥iZend izoforma je charakterizovadna zachovanim
sekvence z N-konce dile a tim, Ze obsahuje tyrosin v pozici 256
SEQ ID NO: 2, zménu aspartatu v pozici 257 na alanin a
sestfihC-termindlni &asti proteinu a tim, Ze obsahuje tyrosin
291. Takové rozdily v sestF¥iZeni jsou &asto asociovany s
dileleZitymi funk&nimi doménami proteind. Toto dokazuje, Ze tato
hydrofilni smycka (a nédsledn& N-termindlni hydrofilni smy&ka s
podobnym aminokyselinovym ndbojem) je/jsou aktivni funk&ni domény
PS1 produktu a tak jsou mistem pro terapeuticky zéasah.

C. Struktura lidského PS2

Lidské PS1 a PS2 proteiny vykazuji 63% celkovou identitu
aminokyselin a nékolik domén vykazuje Gplnou identitu. Jak miZe
byt proto ofekévano, analyzy hydrofobicity naznac¢uji, Ze oba
proteiny také maji podobnou strukturdlni organizaci. Tak je o
obou proteinech p¥edpoklddano, %e maji sedm hydrofobnich
putativnich transmembrdnovych domén a oba proteiny maji velké
acidické hydrofilni domény na N-konci a mezi TM6 a TM7. Dal$i
podobnost byla z¥ejmd z vySe popsané strukturilni analyzy RT-PCR
produktd z mozkové a svalové RNA, kterd ukdzala, Ze nukleotidy
1153 - 1250 PS2 transkriptu jsou alternativné sest¥iZeny. Tyto
nukleotidy koduji aminokyseliny 263 - 296, které jsou umistény v
TM6->7 smyCkové doméné putativniho PS2 proteinu a které maji 94%
identitu sekvence s alternativn& sest¥i¥enymi aminokyselinami 257
- 290 v PS1.
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Umisténi putativnich domén hPS2 proteinu je presentovano
v tabulce 3. PovS8imnéte si, Ze &islovani pozice zbytkd je
s ohledem na SEQ ID NO: 19 a je pf¥ibliZné (t.j. + 2 zbytky).
Schematické zndzorné&ni putativni PS2 struktury je uk&z&ano na
obrazku 6. Podobnost mezi hPS1 a hPS2 je nejvét3i v nékolika
doméndch proteinu korespondujicich intervaliim mezi TM1 a TM6, a
od TM7 do C-konce PS1 proteinu. Hlavni rozdily mezi PS1 a PS2
jsou ve velikosti a sekvencich aminokyselin negativné& nabité
hydrofilni TM6->7 smylky a v sekvencich N-termindlnich
hydrofilnich domén.

Nejpatrnej8i rozdily mezi dvéma p¥edpokladanymi
aminokyselinovymi sekvencemi se vyskytuji v centralni &&sti
TM6->7 hydrofilni smydky (zbytky 304 - 374 hPS1; 310 - 355 hPS2)
a v N-termindlni hydrofilni doméné&. Analogicky, tato doména je
také méneé vysoce konzervovdna mezi my$im a lidskym PS1 genem
(identita = 47/60 zbytkl) a nevykazuje Z&dnou podobnost k
ekvivalentim regionim SPE-4.

7. Presenilinové mutanty
A. PS1 mutanty

Bylo identifikovano né&kolik mutaci v PS1 genu, které zptisobuji
vazny typ familidrni Alzheimerovy choroby. Jedna nebo kombinace
téchto mutaci miZe byt odpov&dnd za tuto formu Alzheimerovi
choroby, stejné jako za nékolik jingch neurologickych onemocnéni.
Mutace mohou byt jakoukoliv formou substituce, inserce nebo
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delece nukleotidové sekvence, které vedou ke zm&nam v
pfedpoklddané sekvenci aminokyselin nebo které vedou k
aberantnimu zpracovani transkriptu, aberantni hladin& nebo
stabilit&. Specifické choroby zplisobujici mutace ve formé&
nukleotidovych alinebo aminokyselinovych deleci nebo substituci
jsou popséany niZe, ale je predpokladano, e dal%i mutace mohou
byt nalezeny u jinych rodin. Skute&n&, po podatednim objevu péti
riznych chybnych mutaci u osmi rtznych rodokment (Sherrington et
al., 1995) bylo ofekdvano ze zkuSenosti z jinych d&di&ngch
onemocnéni (nap¥. amyotrofické laterdlni sklerosy asociované s
mutaci v Ca®* superoxid dismutasovém genu), ¥e budou
identifikovany dal$i mutace. Toto odeké&véni bylo napln&no nasim
nasledujicim objevem dalfich mutaci presenilind (Rogaev et al.,
1995) a obdobnymi pozorovadnimi, kterd uskutednili jini (napt.
Cruts et al., 1995; Campion et al., 1995). Tak, jak je zde
pouZito s ohledem na PS1 geny a proteiny, neni termin "mutantni"
omezen na tyto jednotlivé mutace, ale spife je konstruovan tak,
jak je definovéno vyse.

P¥imé sekvencovédni p¥ekryvajicich se RT-PCR produkta
pokryvajicich 2,8 kb S182 transkript izolovany od postiZenych
C¢lenl Sesti velkych rodokment véazanych na chromosom 14 vedlo
nejprve k objevu péti chybnych mutaci v ka¥dém ze Sesti
rodokmenl. KaZdd z t&chto mutaci kosegregovala s onemocn&nim v
p¥islu8ném rodokmenu a nebyla p¥itomnd v asi 142 neptibuznych
neurologicky normalnich subjektd stejného etnického pavodu jako
FAD rodokmeny (248 nep¥ibuznych chromosomf). Umist&ni genu
v fyzikalnim intervalu segregujicim s AD3 rysem, pritomnost osmi
riznych chybnych mutaci, které kosegregovaly s rysem onemocné&ni
v Sesti rodokmenech definitivn& vazanych na chromosom 14

a nepfitomnost t&chto mutaci v 284 nezévislych normalnich
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chromosomech dohromady potvrdila, Ze PS1 gen je AD3 lokus. Dalsi
biologickd podpora pro tuto skuteénost vychdzi ze skutednosti, Ze
zbytky mutované u FAD p¥ibuznych jsou konservovany v evoluci
(nap¥. hPS1 v. mPS1l), Ze mutace jsou umist&ny v doménéach
proteinu, které jsou také vysoce konservované u homologd jinych
obratlovcl a bezobratlych a Ze produkt PS1 genu je exprivovan ve
vysokych hladinédch ve v&t8iné regiond mozku, v&etn& t&ch, které
jsou nejvaZnéji postiZeny AD.

Od plvodniho objevu PS1 genu bylo zmapovano mnoho dal&ich
mutaci asociovanych s rozvojem AD. Tabulka 4 charakterizuje mnoho
z nich.KaZdad z pozorovanych deleci nebo substituci nukleotidd se
vyskytla v putativnim ORF PS1 transkriptu a urduje zménu kodované
aminokyseliny v uk&zané pozici. Mutace jsou uvedeny s odkazem na
jejich nukleotidové umisté&ni v SEQ ID NO: 1 a s ohledem na jejich
aminokyselinové umisté&ni v SEQ ID NO: 2. Vstup "NA" ukazuje, Ze
data nejsou dostupna.

Jak bude zminéno v dalSi sekci, bylo také nalezeno mnoho PS2
mutaci. Srovnani hPS1 a hPS2 sekvenci je ukdz&no na obrazku 4 a
ukazuje, Ze tyto patogeni mutace jsou v regionech PS2 proteinu,
které jsou konservovadny v PS1 proteinu. Proto, korespondujici
mutace v PS1 proteinu mohou také byt olekdvany jako patogeni a
jsou obsaZeny v PS1 mutantech zde poskytnutych. Dale, jakékoliv
patogeni mutace identifikované v jakémkoliv konservovaném regionu
genu pro presenilin mohou byt povaZovany za representujici mutant
jinych presenilinfi, které nesou tento konzervovany region.

Zajimavé je, Ze mutace A260V, C263R, P264L, P267S, E280A,
E280G, A285V, L286V, 291-319, G384A, L392V a C410Y se vSechny
vyskytuji v nebo pobliZ acidické hydrofilni smy&ky mezi
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putativnimi transmembranovymi doménami TM6é a TM7. Osm z té&chto
mutaci (A260V, C263R, P264L, P267S, E280A, E280G, A285V, L286V)
je také umisténo v alternativné sest¥iZené doméné& (zbytky 257 -
290 v SEQ ID NO: 2).

V8echny z té&chto mutaci mohou byt testovany mnoha strategiemi
(ptimé sekvencovéni nukleotidl, liga&ni polymerasova tet&zova
reakce, SSCP, RFLP, nové "DNA chip" technologie, atd.) za pouZiti
RT-PCR produktd representujicich zralé mRNA/cDNA sekvence nebo
genomovou DNA.

Kone&n&, mélo by byt zminé&no, Ze bylo zjist&no také n&kolik
polymorfismi, které nem&ly z¥ejmy Zkodlivy G&inek. Jeden z nich,
T->G zm&na nukleotidu 863 SEQ ID NO: 1, zplisobuje F205L
polymorfismus v TM4. Jiné (C->A v bp 1700; G->A v bp 2603; delece
bp2620) jsou v 3' UTR.

B. PS2 mutanty

Silnd podobnost mezi PS1 a PS2 genovymi produkty vedla k
moZnosti, Ze PS2 gen miZe byt mistem onemocn&ni zplisobujicich
mutaci v n&€kterych z malého poltu AD rodokmenl s &asnym nastupem,
u kterych studie genetické vazby vylou&ily chromosomy 14, 19 a
21. RT-PCXR byla pouzZita pro izolaci cDNA korespondujicich k PS2
transkriptu z lymfoblasth, fibroblastl nebo mrtvé mozkové tkand&
od postiZenych &lenG osmi rodokmeni s &asnym ndstupem FAD, u
kterych byly mutace ve BAPP a PS1 genech d¥ive vylou&eny studiemi
primym sekvencovanim.

VySetf¥eni t&chto RT-PCR produktl detekovalo heterozygotni A->G
substituci v nukleotidu 1080 u v8ech &ty¥ postiZenych &lenud
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roz§i¥eného rodokmenu italského pivodu (Flol0) s ¢asnym nastupem
patologicky potvrzené FAD (ndstup 50 - 70 let). O této mutaci
miZe byt predpokladéno, Ze zplisobuje Met->Val chybnou mutaci v
kodonu 239 v TM5.

Druha mutace (A->T v nukleotidu 787) zptsobujici Asn->Ile
substituci v kodonu 141 v TM2 byla nalezena u postifenych &lent
skupiny p¥ibuznych rodokmeni Volga German pivodu (representovan
buné&énymi liniemi AG09369, AG09907, AG09952 a AG09905, Coriell
Institute, Camden NJ). Signifikantn&, jeden subjekt (AG09907) byl
homozygotni pro tuto mutaci, coZ je pozorovéni, které je
kompatibilni s p¥irozenym k¥iZenim t&chto rodokment.
Signifikantn&, tento subjekt nem&l signifikantné& odlisny obraz
od subjektll heterozygotnich pro N141I mutaci. Mutace PS2 genu
nebyly nalezeny v 284 normdlnich kavkazskych kontroléch ani
nebyly p¥itomny u postiZenych &lend rodokmenti s AD3 typem AD.

Ob& tyto PS2 mutace zpusobuji substituce zbytkl, které jsou
vysoce konzervovany v PS1/PS2 genové rodiné&.

Dal8i PS2 mutace je zplsobena T->C substituci v paru bazi
1624, coZ zpusobuje substituci Ile na Thr v kodonu 420 C-konce.
Tato mutace byla nalezena v dalfich pripadech famili&rni AD s
Casnym nastupem (45 let).

Tyto hPS2 mutace jsou uvedeny v tabulce 5 s odkazem na jejich
nukleotidové umisté&ni v sekvence SEQ ID NO: 18 a s odkazem na
jejich aminokyselinovou pozici v SEQ ID NO: 19. Vstup "NA"
ukazuje, Ze data nejsou dostupna.

Jak bylo zminéno v ptredchozi sekci, bylo také nalezeno mnoho
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PS1 mutaci. Srovndni hPS1 a hPS2 sekvenci je uk&zéno na obrazku

4 a ukazuje, Ze tyto patogeni mutace jsou v regionech PS1l
proteinu, které jsou rozsdhle konservovadny v PS2 proteinu. Proto,
korespondujici mutace v PS2 proteinu mohou také byt ocekdvany
jako patogeni a jsou obsaZeny v PS2 mutantech zde poskytnutych.
Dale, jakékoliv patogeni mutace identifikované v jakémkoliv
konservovaném regionu genu pro presenilin mohou byt povaZovéany za
representujici mutant jinych presenilinl, které nesou tento

konzervovany region.

Nalezeni genu, o jehoZ produktu se soudi, Ze nese vyznamné
aminokyselinové a strukturdlni podobnosti s produktem PS1 genu
naznacuje, Ze tyto proteiny mohou byt ve funk&énim vztahu jako
nezavislé proteiny s p¥ekryvajici se funkci, ale snad s mirné
odlisnymi specifickymi aktivitami, jako fyzikdlné& asociované
podjednotky multimerického polypeptidu nebo jako nezévislé
proteiny provadéjici ndsledujici funkce ve stejné draze.

Pozorovani tf¥i rlGznych chybnych mutaci v konzervovanych
doménéch PS2 proteinu u subjektl s familidrni formou AD
naznafuje, Ze tyto mutace jsou, podobné& jako mutace v PS1 genu,
prid¢inné pro AD. Tento zavér je signifikantni jelikoZ, a&koliv
fenotyp onemocnéni asociovany s mutacemi v PS1 genu (nastup
30 - 50 let, trvani 10 let) je nepatrné& odlisny od
fenotypu asociovaného s mutacemi PS2 genu (nastup 40 - 70 let,
trvani vice neZ 20 let), obecné podobnosti jasn& ukazuji, Ze
biochemickd drdha vyjad¥ovand &leny této genové rodiny je
centralni pro genesi alespoii AD s Casnym ndstupem. Jemné rozdily
ve fenotypu onemocnéni mohou odraZet niZ%i hladinu exprese PS2
transkriptu v CNS, nebo mohou odrdZet odli&nou roli pro genovy
produkt PS2.
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Analogicky k G€inkim PS1 mutaci miZe PS2, pokud je mutovan,
zplsobit aberantni zpracovadni APP (Prokursorovy protein pro
amyloid) na AR peptid, hyperfosforylaci Tau s mikrotubuly
asociovaného proteinu a abnormality v intraceluldrni homeostase
vapniku. Interfernce s témito abnormdlnimi interakcemi poskytuje
cil pro terapeutické intervence u AD.

Kone¢n&, byl nalezen alespoii jeden nukleotidovy polymorfismus
u jednoho normdlniho individua, jehoZ PS2 cDNA m&la T->C zm&nu v
bp 626 SEQ ID NO: 18, bez jakékoliv zmé&ny v kodované sekvenci
aminokyselin.

III. Preferovand provedeni

Castedné& na zdklad® objevi zde popsanych jsou poskytnuta
nasledujici preferovand provedeni p¥edklddaného vyndlezu

1. Izolované nukleové kyseliny

V jedné serii provedeni poskytuje p¥edkladany vyndlez
izolované nukleové kyseliny korespondujici k, nebo ve vztahu k,
sekvenci nukleové kyseliny pro presenilin, kterd je zde popséna.
Jak je podrobn&ji popséno dédle, tyto sekvence obsahuji normdlni
PS1 a PS2 sekvence od 1lidi a od jingch druhd savcl, homologni
sekvence z nesav&ich druhli jako je Drosophila a C. elegans,
podsady téchto sekvenci pouZitelné jako proby a PCR primery,
podsady téchto sekvenci kodujici fragmenty presenilinovych
proteint nebo korespondujicich jednotlivych strukturdllnich domén
nebo polymorfnich region, komplement&rni nebo antisense sekvence
korespondujici fragmentim presenilinovych genl, sekvence, ve
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ktergch byl presenilin kodujici region operativn& p¥ipojen na
exogeni regulalni regiony a sekvence kodujici fdsni proteiny
gasti presenilinovych proteind fdsovanych na jiné proteiny
pouZitelné jako markery exprese, jako "cile" pro purifikaci nebo
ve vySetfenich a testech pro proteiny interagujici s preseniliny.

Tak v prvni serii provedeni jsou poskytnuty izolované sekvence
nukleovych kyselin, které koduji normdlni nebo mutantni verse PS1
a PS2 proteinli. P¥iklady takovych sekvenci nukleovych kyselin
jsou zde popsény. Tyto nukleové kyseliny mohou byt genomové
sekvence /nap¥. SEQ ID NO: 5 - 15) nebo mohou byt cDNA sekvence
(napf¥. SEQ ID NO: 1, 3, 16 a 18). Krom& toho, nukleové kyseliny
mohou byt rekombinanti geny nebo "minigeny", ve kterych vSechny
nebo né€které introny raznych kombinaci intrond a exont a lok&ln&
cis G€inkujicich regulalnich elementd mohou zapracoviny v
propagaci nebo expresi konstruktl nabo vektorti. Tak, nap¥iklad,
vynalez poskyutuje sekvence nukleové kyseliny, ve které jsou
inkorporovany alternativné sest¥iZené variace zde popsané na DNA
Grovni, coZ umoZiiuje bufikdm obsahujicim tyto sekvence exprivovat
pouze jednu z alternativn& sest¥ifenych variant v kaZdé pozici
sestfihu. Napfiklad, miZe byt produkovan rekombinantni gen, ve
kterém 3' konec exonu 1 PS1 genu (bp 1337 SEQ ID NO: 5) je
p¥ipojen p¥imo na 5' konec exonu 3 (bp 588 SEQ ID NO: 6) takZe je
produkovan pouze transkript korespondujici predominantnimu
transkriptu. Nezdvisle na tom miZe byt vytvofen rekombinantni gen
"posilujici" alternativni sest¥ih exonu 2 a exonu 3. Obdobng&,
mohou byt produkovény rekombinantni geny, ve kterych jsou
inkorporovany exon 4 nebo exon 9 sest¥ihové varianty PS1 (nebo
korespondujici TM6->7 sest¥ihové varianty PS2) do DNA, takZe
buriky obsahujici temto rekombinantni gen mohou exprivovat pouze
jednu z téchto variant. Za tG&elem redukce velikosti
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rekombinantniho genu pro presenilin mGZe byt vyuZita cDNA nebo
mohou byt rizné kombinace netranslatovanych exonl a introni
odstranény z DNA konstruktu. konelné&, mohou byt produkovany
rekombinantni geny, ve kterych je 5' UTR pozménén, takZe
transkripéni probiha& nutné od jednoho nebo od druhého ze dvou
transkripnich iniciadnich mist. Takové konstrukty mohou byt
zejména uZitelné, jak je popséano niZe, v identifikaci sloudenin,
které mohou indukovat nebo reprivovat expresi presenilini. Mnoho
variaci téchto provedeni je nyni poskytnuto detailnim popisem
genl pro preseniliny, ktery je zde poskytnut.

Kromé& popsanych sekvenci pro presenilin je odbornik v oboru
nyni schopen identifikovat a izolovat nukleové kyseliny
representujici geny pro preseniliny nebo cDNA, které jsou
alelické k popsanym sekvencim nebo které jsou heterospecifické
homology. Tak, predkladany vyndlez poskytuje izolované nukleové
kyseliny korespondujici k témto aleldm a homologlim, stejné& jako
ruzné vySe popsané rekombinantni konstrukty odvozené z té&chto
sekvenci, prosttedky, které jsou v oboru dob¥e znadmé. Strulné,
odbornik v oboru miZe nyni vySet¥ovat p¥ipravky genomové nebo
cDNA, véetné vzorkl p¥ipravenych z jednotlivych organismid (napf.,
lidskych AD pacientl nebo ¢lenl jejich rodiny) stejné& jako
bakteridlni, virové, kvasinkové a jiné knihovny na genomovou nebo
cDNA, za pouZiti prob nebo PCR primert pro identifikaci
alelickych nebo homolognich sekvenci. protoZe je Z2&adouci
identifikovat dal&i mutace genu pro presenilin, které mohou
prispivat k rozvoji AD nebo jinych onemocné&ni, protofe je Z&douci
identifikovat dal3i presenilinové polymorfismy, které nejsou
patogeni a protoZe je také Zadouci vytvofit rhGzné zvi¥eci modely,
které mohou byt pouZity pro studium AD a pro vyhledavéani
potencidlnich terapeutik, je zejména pr¥edpokladano, Ze daldi
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presenilinové sekvence budou izolovany z jinych pfipravkd nebo
knihoven lidskych nukleovych kyselin a z p¥ipravkl nebo knihoven
od zvifat vfetné& krys, my8$i, kfelkd, mordat, kralikl, pst, kocek,
koz, ovci, prasat, a ne-lidskych primdtd. Dale, homology
presenilinu od kvasinek nebo jinych druhd bezobratlych, véetné C.
elegans nebo jinych hlistd, stejné& jako Drosophila nebo jiného
hmyzu, mohou byt zejména uzZitelné pro vysSetfovani 1léc&iv.
Napriklad, bezobratly nesouci mutantni presenilinové homology
(nebo sav¢i presenilinové transgeny), které zpusobuji rychle se
vyskytujici a snadno odecitatelny fenotyp (nap¥. abnormdlni wvulwvu
nebo vyvoj oka po nékolika dnech) mohou byt pro vyhleddvani
1é¢iv, ktera blokuji G¢inek mutantniho genu. Takovy bezobratly
mohou slouZit o mnoho rychleji a G¢innéji pro hromadné
vyS8et¥ovani neZ obratlovci. Pokud je takovymto zpusobem nalezena

v v o

slou¢enina, miZe byt testovana na vy8Sich zviratech.

Standartni hybridizalni vySet¥eni nebo PCR techniky mohou byt
pouzity (jak jsou pouZity, nap¥iklad, v identifikaci mPS1 genu)
pro identifikaci a/nebo izolaci takovych alelickych a homolognich
sekvenci za pouZiti relativné kratké sekvence genu pro
presenilin. Sekvence mohou obsahovat 8 nebo méné nukleotidld v
zdvislosti na charakteru cilové sekvence, pouZité metodé& a
pozadované specificit&. Budouci vyvoj techniky miZe umoZnit
pouziti jesté& krat$ich sekvenci. S nyni dostupnou technologii
jsou preferovany sekvence 9 - 50 nukleotidli, a lépe okolo 18 - 24
nukleotidd. Tyto sekvence mohou byt vybrany z tdch, které jsou
zde popséany, nebo mohou byt odvozeny od alelickych nebo
heterospecifickych homologt zde popsanych. P¥i probovdni mRNA
nebo pri vySet¥ovani cDNA knihoven jsou preferované pouZity proby
a primery z kodujicich sekvenci (spi$e neZ introny) a sekvence,

které jsou vynechény v alternativné sest¥iZenych variant&ch jsou
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typicky vypustény, pokud neni specificky poZadovana idenmtifikace
téchto variant. Alelické varianty genll pro presenilin budou
pravdépodobné hybridizovat na popsané sekvence za prisnych
hybridiza&nich podminek, jak jsou zde definovény, zatimco
podminky nizké p¥isnosti mohou byt pouZity pro identifikaci
heterospecifickych homologl.

V jiné serii provedeni poskytuje p¥edkladany vyndlez izolované
nukleové kyseliny, které obsahuji subsady sekvenci pro presenilin
nebo jejich komplementy. Jak bylo uvedeno vySe, takové sekvence
maji uplatnéni jako proby a PCR primery pro identifikaci a
izolaci alelickych nebo homolognich variant gend pro preseniliny.
Subsekvence korespondujic k polymorfnim regionim presenilin®, jak
je popséno vySe, budou také mit uplatn&ni ve vySetfované a/nebo
genotypizaci jedinch pro diagnostické G&ely, jak je popsdno dile.
Krom& toho, a také jak je popsédno ddle, takové subsady budou mit
uplatnéni pro kodovéani

1) fragmentl presenilinovych proteinli pro obsaZeni ve fidsnich
proteinech,

2) fragmentd, které obsahuji funk®ni domény presenilinovych
proteind pro uZiti ve vazebnych studiich,

3) fragmentd presenilinovych proteind, které mohou byt pouZity
jako imunogeny pro vznik protildtek proti presenilinovym
proteinim, a

4) fragmenty presenilinfi, které mohou G&inkovat jako
kompetitivni inhibitory nebo jako napodobovadi presenilini pro
inhibici nebo napodobeni jejich fyziologickych funkci.
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Koneéné&, takové subsady mohou kodovat nebo representovat
komplementdrni nebo antisense sekvence, které mohou hybridizovat
na geny pro preseniliny nebo na presenilinové mRNA transkripty za
fyziologickych podminek pro inhibici transkripce nebo translace
t&chto sekvenci. Proto, v zavislosti na zamy8leném pouZiti,
predklédany vyndlez poskytuje subsekvence nukleovych kyselin geni
pro preseniliny, které mohou mit délku v rozsahu od 8 - 10
nukleotidld (nap¥. pro pouZiti jako PCr primery) do tém&¥ plné
velikosti genomové nebo cDNA. Tak p¥edklddany vyndlez poskytuje
izolované nukleové kyseliny obsahujici sekvence korespondujici
alesponl 8 - 10, lépe 15 a nejlépe alespod 20 sousedicim
nukleotidim genli pro preseniliny, jak jsou zde popsdny nebo jinak
poskytnuty, nebo jejich komplementy. Jak bylo uvedeno vySe,
nicméné, krat8$i sekvence mohou byt uZite&né s jinymi
technologiemi.

V jiné serii provedeni predkladany vyndlez poskytuje nukleové
kyseliny, ve kterych jsou sekvence kodujici presenilin, s nebo
bez intronl nebo rekombinantn& zpracované jak bylo popséno vyse,
operativn& pripojeny na endogeni nebo exogeni 5' a/nebo 3!
regulac¢ni regiony. Endogeni regulalni regiony hPS1 genu jsou
zde popséany a detailné uvedeny. Za pouZiti pf¥edkladaného objevu a
standartnich genetickych technik (nap¥. PCR extense, cileného
"gene walking"), je odbornik v oboru nyni také schopen klonovani
korespondujicich 5' a/nebo 3' endogenich regula&nich regiont.
Obdobné&, alelické varianty hPS1 a hPS2 endogennich regula&nich
regionl, stejné& jako endodgenni reguladni regiony z jinych
savCich homologli, jsou podobné& poskytnuty bez zbyte&ného
experimentovéani.
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Alternativné, exogeni regulaéni regiony (t.j. regulaéni
regiony z jinych konspecifickych gend nebo heterospecifické
regulaéni regiony) mohou byt operativné p¥ipojeny na sekvence
kodujici presenilin tak, aby ¥idily expresi. Vhodné 5' reguladni
regiony budou zahrnovat promotorové elementy a mohou také
zahrnovat dal8i elementy jako je operdtorovad nebo enhancerova
sekvence , ribosomova vazebnéd sekvence, RNA Cepifkovaci sekvence,
a podobné. Regulafni region miZe byt vybrédn ze sekvenci, které
kontroluji expresi genl prokaryotickych nebo eukaryotickych
bunék, jejich vird nebo jejich kombinaci. Takové regulaéni
regiony obsahuji, ale nejsou omezeny na, lac system, trp system,
tac system, a trc system; hlavni operdtor a promotorové regiony
fagu lambda; kontrolni region fd obalového proteinu; &asné a
pozdni promotor SV40; promotory odvozené od polyomaviru,
adenoviru, retroviru, bakuloviru a opidiho viru; 3-fosfoglyceréat
kinasovy promotor; promotory kvasinkové kyselé fosfatasy;
kvasinkové alfa-rozmnoZovaci faktory; promotorové elementy jinych
eukaryotickych geni exprivované v neuronech nebo jinych typech
bunék; a jejich kombinace. Zejména mohou byt vybrény ty reguladni
elementy, které jsou indukovatelné nebo reprivovatelné (nap¥.
B-galaktosidasovy promotor) pro umoZnéni kontroly a/nebo
manipulovatelnosti exprese genl pro presenilin v buflkéch
transformovanych témito nukleovymi kyselinami. Alternativné&
mohou byt kodujici regiony pro presenilin operativné& spojeny s
regula¢nimi elementy, které umoZiiuji tkéanové specifickou expresi
v mnohobuné&&ném organismu. Takové konstrukty jsou zejména
uZitelné pro produkci transgenich organismi pro zajiSt&ni exprese
genl pro presenilin pouze ve vhodnych tkanich. Volba vhodnych
regula¢nich regiond je v moZnostech odbornika a rekombinantni
pouziti mnoha takovych regulalnich region je nyni v oboru
zavedeno.
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V jiné serii provedeni pf¥edkladany vyndlez poskytuje izolované
nukleové kyseliny kodujici celé nebo &asti presenilinovych
proteint ve form& fisniho proteinu. V t&chto provedenich je
reguladni region nukleové kyseliny (endogeni nebo exogeni)
operativné& pripojen na prvni kodujici region, ktery je kovalentné&
navadzén v ramefku na druhy kodujici region. Druhy kodujici region
miZe byt volitelné navézan na jeden nebo vice daldich kodujicich
regionl a posledni kodujici region je p¥ipojen na terminaéni
kodon a, volitelné&, na vhodné 3' reguladni regiony (napt.
polyadenyla¢ni signdly). Sekvence pro presenilin ve fisnim
proteinu mohou representovat prvni, druhy nebo jakykoliv dalsi
kodujici region. Sekvence pro presenilin mohou byt konzervované
nebo nekonzervované domény a mohou byt umist&ny v kterémkoliv
kodujicim regionu flze. Non-presenilinové sekvence fise mohou byt
vybrany podle potfeby a Gvahy provad&jici osoby a nejsou omezeny
pfedkladanym vyndlezem. UZitedné non-presenilinové sekvence,
nicmén&, zahrnuji krédtké sekvence "smy&ek" jako jsou antigenni
determinanty nebo poly-His smyCky, které mohou byt pouZity p¥i
purifikaci nebo identifikaci vzniklého fisniho proteinu.
Alternativn€ miZe non-presenilinovy kodujici region kodovat velky
protein nebo proteinovy fragment, jako je enzym nebo vazebny
protein, ktery miZe také asistovat pf¥i identifikaci a purifikaci
proteinu, nebo miZe byt uZitelny v testech jak jsou popsény déale.
Jednotlivé predpoklddané presenilinové flsni proteiny zahrnuji
poly-His a GST (glutathion S-transferasa) fise, které jsou
uzZiteéné pri izolaci a purifikaci presenilin@, a kvasinkové
dvouhybridové fize, popsané ddle, které jsou uZite&né v testech
pro identifikaci jinych proteinli, které se vaZi na nebo
interaguji s preseniliny.
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V jiné serii provedeni pfedkladany vyndlez poskytuje izolované
nukleové kyseliny ve formé rekombinantnich DNA konstruktd, ve
kterych je markerovy nebo reporterovy gen (nap¥. R-galaktosidasa,
luciferasa) operativné p¥ipojen na 5' regula¢ni region genu pro
presenilin tak, Ze exprese markerového genu je pod kontrolou
reguladnich sekvenci pro presenilin. Za pouZiti regulacnich
regionld pro presenilin popsanych nebo jinak uvedenych v
p¥edkladaném vyndlezu, vletné reguladnich regiond z PS1 a PS2
geni od 1idi nebo jinych sav&ich druhd, je odbornik v oboru nyni
schopen produkovat takové konstrukty. Jak je podrobné&ji uvedeno
dale, takové izolované nukleové kyseliny mohou byt pouZity pro
produkci bunék, bunéénych 1linii nebo transgenich zvi¥at, které
jsou uZitecné pri identifikaci sloulenin, které mohou, p¥imo nebo
neprimo, razné ovlivilovat expresi presenilint.

Kone&né&, izolované nukleové kyseliny podle pf¥edkladaného
vyndlezu zahrnuji jakoukoliv z vySe uvedenych sekvenci, pokud je
obsazZena ve vektoru. Vhodné vektory obsahuji klonovaci vektory a
expresni vektory vSech typd, véetné plasmidl, fagemidd, kosmidd,
episomi a podobné&, stejné& jako integradni vektory. Tyto vektory
mohou také obsahovat rGzné markerové geny (nap¥. geny pro
resistenci nebo citlivost na antibiotika), které jsou uzitelné
pfi identifikaci bunék Uspésné transformovanych vektorem. Kromé
toho, vektory mohou obsahovat regulacni sekvence, na které jsou
nukleové kyseliny podle vynélezu operativné p¥ipojeny a/nebo
mohou také obsahovat kodujici regiony tak, Ze nukleové kyseliny
podle vynalezu, pokud jsou vhodné ligovany do vektoru, jsou
exprivovany jako flsni proteiny. Takové vektory mohou také
obsahovat vektory pro pouziti ve kvasinkovém "dvouhybridovém",
bakulovirovém a fag-vystaveném systemu. Vektory mohou byt vybrany
tak, aby byly pouZitelné pro prokaryotni, eukaryotni nebo virovou
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expresi, jak je nutné nebo pot¥ebné pro jednotlivé aplikace.
Napriklad, vektor viru vakcinie nebo vektor opi¢iho viru s SV40
promotorem (nap¥. pSV2), nebo Herpes simplex virus nebo
adenoasociovany virus mohou byt uZzitel&né pro transfekci savlich
bunék v&etné& neuront v kultu¥e in vivo, a bakulovirovy vektor
maZe byt pouZit p¥i transfekci hmyzich bun&k (nap¥. motylych
bunék) . Velky polet ruznych vektorl je nyni komer&né& dostupny a
jinak v oboru zndmy, a volba vhodného vektoru je na schopnostech
a rozvaze odbornika.

2. V podstaté ¢isté proteiny

Pfedkladany vyndlez poskytuje v podstat& Cisté p¥ipravky
presenilinovych proteint, fragmentl presenilinovych proteint a
fasnich proteinli obsahujicich preseniliny nebo jejich fragmenty.
Proteiny, fragmenty a flise maji vyznam, jak je zde popséno, p¥i
generovani protilétek k normdlnim nebo mutantnim presenilintim, v
identifikaci vazebnych proteind pro preseniliny, a v
diagnostickych a terapeutickych metoddch. Proto, v zavislosti na
zamySleném pouZiti, poskytuje predklddany vynadlez v podstaté
Cisté proteiny nebo peptidy obsahujici aminokyselinové sekvence,
které jsou podsekvencemi kompletnich presenilinovych proteindl a
které mohou mit délku v rozsahu 4 - 10 aminokyselin (napf. pro
pouZiti jako imunogeny), nebo 10 - 100 aminokyselin (nap¥. pro
pouZiti v testech vazby), kompletnich presenilinovych proteint.
Tak poskytuje predkladany vyndlez v podstat& &isté proteiny nebo
peptidy obsahujici sekvence korespondujici alespod 4 - 5, lépe 6
- 10 a nejlépe alesporli 50 nebo 100 nédsledujicim aminokyselin&m
presenilinovych proteinli, jak jsou zde popsény nebo jinak
uvedeny.
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Proteiny nebo peptidy podle p¥edkladaného vynalezu mohou byt
izolovany a purifikovany jakoukoliv z mnoha metod vybranych na
zdkladé vlastnosti vykazovanych jejich proteinovymi sekvencemi.
JelikoZ maji preseniliny vlastnosti integrdlnich nebo membranu
pfeklenujicich proteinii, miZe byt membrénova frakce bunék, ve
kterych je presenilin normdlné& vysoce exprivovan (napf¥. neuront,
oligodendroglii, svalu, slinivky) izolovadna a proteiny mohou byt
extrahovany, napriklad, solubilizaci detergentem. Alternativné
miZe byt presenilinovy protein, flsni protein nebo jeho fragment
purifikovan z bunék transformovanych nebo transfektovanych
expresnimi vektory (nap¥. bakulovirovyim systemem jako jsou pPbac
a pMbac vektory (Stratagene, La Jolla, CA); kvasinkovymi
expresnimi systemy jako je pYESHIS Xpress vektor (Invitrogen, San
Diego, CA); eukaryotickymi expresnimi systemy jako je pcDNA3
(Invitrogen, San Diego, CA), ktery mad konstantni konstitutivni
expresi, nebo LacSwitch (Stratagene, La Jolla, CA), ktery je
indukovatelny; nebo prokaryotnimi expresnimi vektory jako je
PKK233-3 (Clontech, Palo Alto, CA). Za té situace, Ze protein
nebo fragmenty integruji do endoplasmatického retikula nebo
plasmatické membréany rekombinantnich buné&k (napft.
imortalizovanych lidskych bunénych linii nebo jinych
eukaryotickych bunék), miZe byt protein purifikovén z membrénové
frakce. Alternativné, pokud neni protein spravné lokalizovan nebo
agreguje v inklusnich téliskdch v rekombinantnich builkdch (nap?.
prokaryotickych buiikdch), pak miZe byt protein purifikovan z
kompletniho lysdtu bunék nebo ze solubilizovanych inklusnich
télisek.

Purifikace miZe byt provedena za pouZiti standartnich technik
purifikace proteini v&etné&, ale nejenom, gelové filtrad&ni

chromatografie, iontové vymé&nné chromatografie, vysoce Gfinné
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kapalinové chromatografie (RP-HPLC, iontova vyménnd HPLC, HPLC
s vyludovédnim podle velikosti, vysoce G&innd chromatofokusalni
chromatografie, hydrofobni interak&ni chromatografie,
imunoprecipitace nebo imunoafinitni purifikace. Gelova
elektroforesa (nap¥. PAGE, SDS-PAGE) miZe byt také pouZita pro
izolovani protein nebo peptidd na zdkladé® jejich molekulové
hmotnosti, charakteru ndboje a hydrofobicity.

Presenilinovy protein, nebo jeho fragment miZe byt také
konven¢né purifikovan vytvorenim fGsniho proteinu obsahujiciho
pozZadovanou presenilinovou sekvenci flsovanou na jiny peptid jako
je antigenni determinanta nebo poly-His smydka (napf. QIAexpress
vektory, QIAGEN Corp. Chatsworth, CA), nebo v&t8i protein (napf.
GST vyuZivajici pGEX-27 vektor (Amrad, USA) nebo zeleny
flurescentni protein vyuZivajici Green Lantern vektor (Gibco/BRL.
Gaithersburg, MD). Fasni protein miZe byt exprivovan a ziskdn z
prokaryotickych nebo eukaryotickych bunék a miZe byt purifikovan
za pouZiti jakékoliv standartni metody zaloZené na sekvenci
fisniho vektoru. Naptriklad, fasni protein miZe byt purifikovan
imunoafinitné nebo imunoprecipitalné s protilatkou k
non-presenilinové Casti fase nebo, v pf¥ipadé poly-His smylky,
afinitni vazbou na niklovou kolonu. PoZadovany presenilinovy
protein nebo fragment miZe pak byt ddle purifikovan z flsniho
proteinu enzymatickym Stépenim fdsniho proteinu. Metody pro
pripravu a pouzZiti takovych flsnich konstruktd pro purifikaci
proteind jsou v oboru dobfe znamé a nékoik kitl pro tento el je
nyni komer&né dostupnych. Ve svétle predkladaného vyndlezu je
nyni umoZnéno pouziti takovych flsnich konstruktd s preseniliny.

3. Protilatky k presenilinim
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P¥edkladany vyndlez tako poskytuje protilatky a metody pro
vyrobu protildtek, které se selektivn& vaZou na presenilinové
proteiny nebo jejich fragmenty. Zejména, identifikovanim
funkénich domén presenilind a polymorfnich regiond asociovanych s
AD poskytuje pfedkladany vyndlez protildtky, a metody pro vyrobu
protilatek, které se budou selektivn& vazat na a, proto,
idetifikovat a/nebo rozliSovat normdlni a mutantni (£.3.
patogeni) formy presenilinovych proteint. Protildtky podle
vynalezu maji pouZiti jako laboratorni reagens pro, inter alia,
imunoafinitni purifikaci presenilinfi, Western blotting pro
identifikaci buné&k nebo tkéni exprivujicich preseniliny a
imunocytochemické nebo imunoflurescenéni techniky pro stanoveni
subcelularni lokalizace proteinu. Krom& toho, jak je popséno
dale, protildtky podle vyndlezu mohou byt pouity jako
diagnostické ndstroje pro identifikaci nosi&t presenilinovych
alel spojenych s AD nebo jako terapeuticky ndstroj pro selektivni
vazbu a inhibici patogenich forem presenilinovych proteind in

vivo.

Protilatky podle predkladaného vyndlezu mohou byt generoviny
za pouZiti celych presenilinovych proteinl podle vyndlezu nebo za
pouziti jakéhokoliv presenilinového epitopu, ktery je
charakteristicky pro tento protein a ktery je vyznamn& odli%ny od
ostatnich hostitelskych proteini. Takové epitopy mohou byt
identifikovany, nap¥iklad, srovninim sekvence 4 - 10
aminokyselinovych zbytkl ze sekvence pro presenilin s podita&ovou
databazi proteinovych sekvenci od relevantniho hostitele.
Preferovan€ jsou epitopy vybrdny z N- a C- koncld, nebo ze
smyCkovych domén, které spojuji transmembrinové domény proteint.
Konkrétn&, p¥edpoklddd se, Ze protildtky k polymorfnimu N-
terminalnimu regionu, TM1->2 smy&ce nebo TM6->7 smydce maji
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nejvét8i vyuziti jak v diagnostice, tak v terapii. Na druhou
stranu, protildtky proti vysoce konzervovanym doméndm by mé&ly mit
nejvét8i vyznam pro purifikaci nebo identifikaci presenilind.

Za pouziti IBM Pustell programu byly identifikovany umisténi
aminokyselinovych zbytkd jako potencidlni antigeni mista v hPS1
proteinu a mohou byt uZitelné p¥i generovani protildtek podle
vyndlezu. Tyto pozice, korespondujici pozicim v SEQ ID NO: 2,
jsou uvedeny v tabulce 6.

Jiné metody vybréni antigenich determinant jsou, samoztejm&, v

oboru znamy a mohou byt vyuZity. Krom& toho mohou byt vyuZity
vétSi fragmenty (napf¥. 8 - 20 nebo, preferovan&, 9 - 15 zbytkl)
obsahujici nékteré z té&chto epitoplh. Nap¥iklad, fragment
obsahujici 109 - 112 epitopl miZe obsahovat zbytky 107 - 114,
nebo 105 - 116. Také vétS8i fragmenty, obsahujici nap¥iklad celé
funk&ni domény nebo mnohotné funkéni domény (nap¥. TM1, TM1->2, a
TM2 nebo TM6, TM6->7 a TM7) mohou byt také preferovdny. Pro jiné
presenilinové proteiny (nap¥. pro mPS1 nebo pro jiné non-lidské
homology, nebo pro PS2) mohou byt vybrdna homologni mista.

Za pouziti stejného IBM Pustell programu byly identifikovéany
umist&ni aminokyselinovych zbytkl jako potencidlni antigeni mista
v hPS2 proteinu a mohou byt uZitelné p¥i generovani protiléatek
podle vynédlezu. Tyto pozice, korespondujici pozicim v SEQ ID NO:
19, jsou uvedeny v tabulce 7.

Jako pro PS1, jiné metody vybréni antigenich determinant jsou,
samozfejm&, v oboru zndmy a mohou byt vyuZity. Krom& toho mohou
byt vyuZity vét8i fragmenty (nap¥. 8 - 20 nebo, preferovang,

9 - 15 zbytkd) obsahujici n&které z t&chto epitopt. Nap¥iklad,
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fragment obsahujici 310 - 314 epitopd miZe obsahovat zbytky 308

- 316, nebo 307 - 317. Také vét3i fragmenty, obsahujici nap¥iklad
celé funkéni domény nebo mnohotné funk&ni domény (nap¥. TM1,
TM1->2, a TM2 nebo TM6é, TM6->7 a TM7) mohou byt také preferovéany.
Pro jiné presenilinové proteiny (nap¥. pro mPS1 nebo pro jiné
non-lidské homology, nebo pro PS1) mohou byt vybrana homologni

mista.

Presenilinové imunogeni p¥ipravky mohou byt produkovany ze
surovych extraktl (nap¥. membranové frakce bun&k vysoce
exprivujicich protein), z proteinl nebo peptidd vyznamn&
purifikovanych z bun&k, které je rekombinantn& nebo p¥irozen&
exprivuji nebo, pro kratké imunogeny, chemickou syntesou peptidi.
Presenilinové imunogeny mohou také byt ve form& fisnich proteind,
ve kterych je non-presenilinovy region vybrén pro své adjuvantni
vlastnosti. Jak je zde pouZito, presenilinovy imunogen by m&l byt
definovan jako pripravek obsahujici peptid obsahujici alespoil 4
-8, a lépe alespoll 9 - 15 nédsledujicich aminokyselinovych zbytkd
presenilinovych proteinli, jak jsou zde popsény nebo jinak
uvedeny. Sekvence o méné& zbytcich mohou, samozfejm&, také byt
uzite€né v zdvislosti na zamySleném pou¥iti a budoucim vyvoji
techniky. Proto, jakékoliv od presenilind odvozené sekvence,
které jsou pouZity pro generovdni protildtek k presenilintm by
mé&ly byt povaZovény za presenilinové imunogeny.

Protildtky podle vyndlezu mohou byt polyklondlni nebo
monoklondlni, nebo to mohou byt fragmenty protildtek, v&etn& Fab
fragmentn, F(ab') , a jedno¥eté&zcovych fragmentl protildtek. Kromé&
toho, po identifikaci uZitednych protildtek metodou podle
vynalezu, mohou byt generovédny rekombinantni protildtky, v&etn&
jakychkoliv fragmentl protildtky uvedenych vySe, stejnd jako
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humanizované protilatky na zdkladé& non-lidskych protilatek k
presenilinovym proteinim. Ve svétle p¥edkladanych objevi
presenilinovych proteinli, stejné jako charakterizovani jinych
presenilind jak je zde uvedeno, miZe odbornik v oboru produkovat
vy8e uvedené protildtky jakymkoliv z mnoha standartnich
prost¥edkd v oboru dob¥e zndmych. Pro p¥ehled protilétkovych
technik, viz. Antibody Enineering: A Practical Guide, Borrebaek,
ed., W.H. Freeman and Company, NY (1992), nebo Antibody
Engineering, 2. vyd., Borrebaek, ed., Oxford University Press,
Oxford (1995).

Obecné&, polyklondlni protildtky mohou byt generovény nejprve
imunizaci mySi, kralikl, koz nebo jinych vhodnych zvifat
presenilinovym imunogenem ve vhodném nosi&i. Pro zvySeni
imunogenicity pfripravku miZe byt imunogen p¥ipojen na proteinovy
nosi¢ nebo miZe byt smisen s adjuvans (nap¥. Freundovym
adjuvans) . Dosycovaci injekce, alkoliv nejsou nezbytné, jsou
doporu€ovany. Po vhodné dobé pro umoZnéni vyvoje protildtkové
odpovédi, preferované po nékolika tydnech, miZfe byt zviratim
odebrédna krev a sérum miZe byt purifikovano pro izolovani
imunoglobulinovych sloZek.

Podobné&, obecn&, anti-presenilinové monoklondlni protildtky
mohou byt produkovany nejprve injikovanim my8i, krdlikd, koz nebo
jinych vhodnych zvi¥at presenilinovym imunogenem ve vhodném
nosici. Stené€ jako vySe miZe byt pouZit proteinovy nosié& nebo
adjuvans a dosycovaci injekce (nap¥. dva- nebo t¥ikrat tydné&
b&hem 8 az 10 tydnll) jsou doporulovany. Po umoZn&ni vyvoje
protildtkové odpové&di jsou zvi¥ata usmrcena a jejich sleziny jsou
odstranény a resuspendovény v, nap¥iklad, fosfatem pufrovaném
salinickém roztoku (PBS). Builkky sleziny slouZi jako zdroj
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lymfocytl, z nichZ nékteré produkuji protildtky vhodné
specificity. Tyto butlky jsou potom flisovdny s imortalizovanou
bunéfnou linii (nap¥. myelomovou) a produkty flise jsou umist&ny
do mnoha tkéanovych kultiva&nich jamek za pritomnosti selektivniho
agens jako je HAT. Jamky jsou potom seriové vySet¥ovany a znovu
umistény na plotny, kdy se pokaZdé selektuji butiky vytvarejici
poZadovanou protildtku. Typicky je provedeno n&kolik vySet¥eni a
opétovnych umisté&ni, dokud vice neZ 90% jamek neobsahuje jeden
klon, ktery je pozitivni na produkci protildtek. Monoklondlni
protilatky produkované takovymi klony mohou byt purifikovany
standartnimi metodami jako je afinitni chromatografie za pouZiti
Protein A sepharosy, iontovou vym&nnou chromatografii nebo

variacemi a kombinacemi t&chto technik.

Protilatky podle vyndlezu mohou byt zna&eny nebo konjugovany s
jinymi sloueninami nebo materidly pro diagnostické a/nebo
terapeutické pouZiti. Naptfiklad, mohou byt navazany na
radionuklidy, fluorescentni sloufeniny nebo enzymy pro zobrazeni
nebo terapii, nebo na liposomy pro zacileni sloudenin obsa¥enych
v liposomech na specifickou tkan.

4. Transformované bun&éné linie

Pfedklddany vyndlez také poskytuje bufiky nebo bun&&né linie,
jak prokaryotické, tak eukaryotické, které byly transformovany
nukleovymi kyselinami podle p¥edkl&daného vyndlezu, co¥ zplsobilo
klonalni propagaci té&chto nukleovych kyselin a/nebo expresi
proteind nebo peptidd jimi kodovanych. Tak buiiky nebo bun&&né
linie budou mit vyuZiti nejen v propagaci a produkci nukleovych
kyselin a proteinl podle pf¥edkladaného vyndlezu, ale také, jak je
popsano dale, jako modelové systemy pro diagnostické a



77 :

terapeutické testy. Jak je zde pouZito, termin "transformované
buniky" je mindn tak, aby zahrnoval jakoukoiv buriku, nebo
potomstvo jakékoliv butiky, do které byla zavedena jakakoliv
nukleovd kyselina podle predklddaného vyndlezu, bud transformaci,
transfekci, infekci nebo jinymi prost¥edky. Metody pro produkci
vhodnych vektorli, transformovani bunék témito vektory a
identifikovani transformantl jsou dob¥e znamé v oboru a jsou zde
pouze strulné& uvedeny (viz nap¥. Sambrook et al. (1989),
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.vydani, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York) .

Prokaryotické butiky pouZitelné pro produkci transformovanych
bun&k podle vyndlezu zahrnuji &leny bakteridlnich rodd
Escherichia (nap¥. E. coli), Pseudomonas (nap¥. P. aeruginosa), a
GBacillus (nap¥. B. subtilis, B. stearothermophilus), stejné& jako
mnoho jinych a &asto v oboru pouZivanych. Prokaryotické buriky
jsou zejména uZitelné pro produkci velkého mnoZstvi proteind a
peptidd podle vyndlezu (nap¥. normdlnich nebo mutantnich
presenilind, fragmentl presenilind, fasnich proteint
presenilind) . Bakteridlni buiiky (nap¥. E. coli) mohou byt pouZity
v mnoha expresnich vektorovych systemech v&etné&, napf. plasmidd s
T7 RNA polymerasa/promotor systemem, bakterifdg lambda
regulaénimi sekvencemi, nebo M13 fdg mGPI-2. Bakteridlni
hostitelé mohou také byt transformovany flisnimi proteinovymi
vektory, které tvo¥i, nap¥iklad, lacZ, trpE, maltosa-vazebny
protein, poly-His smydky, nebo gluthation-S-transferasa fusni
proteiny. V8echny z té&chto, stejn& jako mnoho jinych
prokaryotnich expresnich system, je dobfe znamo v oboru a je
b&%né& komeréné& dostupnych (nap¥. pGEX-27 (Amrad, USA) pro GST
fase) .




Eukarytni butikky a bun&lné linie pouZitelné pro produkci

transformovanych bun&k podle vyndlezu zahrnuji sav&i butiky a
bunéfné linie (nap¥. PC12, COS, CHO, fibroblasty, myelomové
buiiky, neuroblastomy, hybridomy, bufiky lidské embryondlni ledviny
293, oocyty, embryondlni kmenové buiiky), hmyzi bun&&né linie
(nap¥. za pouZiti bakulovirového vektoru jako je pPbac nebo pMbac
(Stratagene, La Jolla, CA)), kvasinky (za pouZiti kvasinkového
expresniho vektoru jako je pYESHIS (Invitrogen, CA)), a houby.
Eukaryotni burlky jsou zejména uZite&né pro provedeni, ve kterych
je nezbytné, aby presenilinové proteiny, nebo jejich funké&ni
fragmenty, provadé€li funkci a/nebo podléhaly intraceluldrnim
interakcim asociovanym s bud normdlnimi, nebo mutantnimi
proteiny. Tak, napfiklad, transformované eukaryotické buiiky jsou
preferovany pro pouZiti jako modely funkce nebo interakci
presenilind a testy na vySet¥ovdni kandidatd terapeutik

preferované vyuZivaji transformovangch eukaryotickych bun&k.

Pro provedeni exprese v eukaryotickych buiikdch miZe byt
vyvinuta fada vektorli a jsou komer&n& dostupné, které umoZiuji
indukovatelnou (nap¥. LacSwitch expresni vektory, Stratagene, La
Jolla, CA) nebo pf¥ibuznou (nap¥. pcDNA3 vektory, Invitrogen,
Chatsworth, CA) expresi presenilinovych nukleotidovych sekvenci
pod regulaci arteficialniho promotorového elementu. Takové
promotorové elementy jsou fasto odvozeny od CMV nebo SV40
virovych gend, alkoliv jiné silné promotorové elementy, které
jsou aktivni v eukaryotickych butikdch mohou byt také pouzity pro
indukci transkripce presenilinovych nukleotidovych sekvenci.
Typicky tyto vektory také obsahuji arteficidlni polyadenyladni
sekvence a 3' UTR, které mohou byt také odvozeny od exogenich
virovych genovych sekvenci nebo od jinych eukaryotickych gend.
Dale, v né&kterych konstruktech jsou také ve vektoru obsaZeny



arteficidlni, nekodujici, sest¥ihovatelné introny a exony pro

posileni exprese poZadované nukleotidové sekvence (v tomto
pfipad€ sekvenci pro preseniliny). Tyto expresni systemy jsou
b&Zné dostupné z komer&nich zdrojd a jsou typizovény vektory jako
je pcDNA3 a pZeoSV (Invitrogen, San Diego, CA). Oba posledni
vektory byly Gsp&Sn&€ pouZity pro zplsobeni exprese
presenilinovych proteinl v transfektovanych COS, CHO a PC12
burikdch (Levesque et al, 1996). Nespolet komerdné& dostupnych
stejné jako na zakdzku projektovanych vektort je dostupno z
komer¢nich zdrojd pro umoZn&ni exprese jakéhokoliv poZadovaného
presenilinového transkriptu ve vice mén& jakémkoliv typu buné&k,
bud’ konstitutivn&, nebo po vystaveni jistym exogenim stimuldm

(nap¥. odstranéni tetracyklinu nebo expozice IPTG).

Vektory mohou byt zavedeny do bunék prijemce nebo do
"hostitelskych" bun&k rlznymi metodami dob¥e v oboru znamymi
véetné, ale nejenom, transfekce fosforednanem vapenatym,
transfekce fosforefnanem stroncia, DEAE dextranové transfekce,
elektroporace, lipofekce (nap¥. Dosper Liposomal transfek&ni
reagens, Boehringer Mannheim, Germany), mikroinjekce, balisticka
inserce na mikrokordlky, protoplastova fiize nebo, pro virové nebo
fagové vektory, infekce rekombinantnim virem nebo fagem.

5. Modely transgenich zvitat

Pfedkladany vyndlez také poskytuje produkci transgenich
non-lidskych zvi¥ecich modelli pro studium Alzheimerovy choroby,
pro vySetfovani kandiddtli farmaceutickych sloudenin, pro
vytvoreni explantovanych sav&ich CNS bun&énych kultur (napt.
neurondlnich, glidlnich, organotypickych nebo smiSenych buné&&nych
kultur), ve kterych je mutantni nebo divoky typ presenilinovych
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sekvenci exprivovan nebo ve kterych byly geny pro presenilin
inaktivovéany (nap¥. "knock-out" delece), a pro hodnoceni
potencidlnich terapeutickych intervenci. P¥ed predkladanym
vynalezem existoval &&dstedny zviYeci model pro Alzheimerovu
chorobu prostfednictvim inserce a nadm&rné exprese mutantni formy
lidského genu pro proteinovy prekursor amyloidu jako minigenu pod
regulaci promotorového elementu receptoru pro destidékovy rlstovy
faktor B (Games et al., 1995). Tento mutant (BAPP___ Val->Ile)
zpisobuje objeveni synaptické patologie a deposit amyloidového R
peptidu v mozku transgenich zvi¥at nesoucich tento transgen ve
velkém mnoZstvi kopii. Tyto zm&ny v mozku transgenich zvifat jsou
velmi podobné t&m, které jsou pozorovdny pro lidskou AD (Games et
al., 1995). Je, nicméné&, stale nejasné, zda se tato zvirata
stanou dementnimi, ale existuje obecny konsensus, Ze je nyni
moZné vytvorit alespoil n&které aspekty AD u mySi.

Zviteci druhy, které jsou vhodné pro poufiti ve zvirecich
modelech podle predklddaného vyndlezu zahrnuji, ale nejsou
omezeny na, krysy,mySi, kf¥elky, moréata, kraliky, psi, ko&ky,
kozy, ovce, prasata, a non-lidské primaty (napf. opice Rhesus,
Simpanze) . Pro pouZiti v podatednich studiich jsou preferovani
transgeni hlodavci (nap¥. my$i) vzhledem k relativni snadnosti
chovu a kratkému Zivotu. Krom& toho, jak bylo uvedeno vyse,
transgeni kvasinky nebo bezobratly (nap#. hlisti, hmyz) mohou byt
preferovani pro né&které studie, protofe umo¥fuji jes8té rychlejii
a levnéj8i vySetfovédni. Transgeni non-1lidsti primdti mohou byt
nicméné preferovéni pro dlouhodob&jsi studie vzhledem k jejich
vét8i podobnosti k lidem a jejich vyZ&im kognitivnim schopnostem.

Za pouziti nukleovych kyselin popsanych nebo jinak uvedenych v
tomto vynalezu existuje n&kolik dostupnych pristupd pro vytvoreni



81 E ..E.

transgenich zvi¥ecich modeld pro Alzheimerovu chorobu. Tak
poskytnuté zvireci modely zahrnuji:

1) Zvifata, u kterych byl rekombinantn& zaveden normilni
lidsky gen pro presenilin do genomu jako dal3i gen, pod regulaci
bud exogenich, nebo endogenich promotorovych elementd, a bud’ jako
minigen, nebo jako vét$i genomovy fragment; u kterych byl
normédlni lidsky gen pro presenilin rekombinantn& substituovan za
jednu nebo ob& kopie zvifeciho homologniho genu pro presenilin
homologni rekombinaci nebo zam&¥enim genu; a/nebo u kterych byla
jedna nebo obé& kopie zvi¥ecich homolognich gendi pro presenilin
rekombinantné "humanizovéna" &&ste&nou substituci sekvenci
kodujicich lidsky homolog homologni rekombinaci nebo zam&¥enim
genu. Tato zvifata jsou uZitednd pro hodnoceni G&inku transgenich
postuptd a G&¢inkd zavedeni nebo substituce lidskych nebo
humanizovanych gend pro presenilin.

2) Zvitata, u kterych byl rekombinantnd zaveden mutantni
(t.j. patogeni) lidsky gen pro presenilin do genomu jako dal¥i
gen, pod regulaci bud exogenich, nebo endogenich promotorovych
elementd, a bud jako minigen, nebo jako v&t&i genomovy fragment;
u kterych byl mutantni lidsky gen pro presenilin rekombinantné&
substituovan za jednu nebo ob& kopie zvi¥eciho homologniho genu
pro presenilin homologni rekombinaci nebo zam&fenim genu; a/nebo
u kterych byla jedna nebo obé& kopie zvifecich homolognich genti
pro presenilin rekombinantn& "humanizovéna" &astednou substituci
sekvenci kodujicich mutantni lidsky homolog homologni rekombinaci
nebo zaméfenim genu. Tato zvifata jsou ufitednd jako modely, které
budou ukazovat nékteré nebo vSechny charakteristiky, na
biochemické, fyziologické Grovni nebo na drovni chovani, 1idi
nesoucich jednu nebo vice alel, které jsou patogeni pro
Alzheimerovu chorobu nebo jind onemocnéni asociovand s geny pro
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presenilin.

3) Zvirata, u kterych byla rekombinantn& zavedena mutantni
verse jednoho ze zvifecich gend pro presenilin (nesouci,
naptriklad, specifickou mutaci korespondujici, nebo podobnou,
jedné z patogenich mutaci lidskych presenilind) do genomu jako
dal&i gen, pod regulaci bud exogenich, nebo endogenich
promotorovych elementli, a bud jako minigen, nebo jako v&tii
genomovy fragment; a/nebo u kterych byla mutantni verse jednoho
ze zvifecich genl pro presenilin (nap¥. nesouci specifickou
mutaci korespondujici, nebo podobnou, jedné z patogenich mutaci
lidskych presenilinl) rekombinantné& substituovana za jednu nebo
obé& kopie zvifeciho homologniho genu pro presenilin homologni
rekombinaci nebo zam&fenim genu. Tato zvifata jsou uZite&na jako
také modely, které budou ukazovat n&které nebo vSechny
charakteristiky, na biochemické, fyziologické Grovni nebo na
Grovni chovani, 1idi nesoucich jednu nebo vice alel, které jsou
patogeni pro Alzheimerovu chorobu nebo jind onemocn&ni asociovani
S geny pro presenilin.

4) "Knock-out" zvifata, u kterych byla jedna nebo obé& kopie
genu pro zvifeci presenilin parcidln& nebo kompletn& deletovana
homologni rekombinaci nebo zam&¥enim genu, nebo byla
inaktivovéna inserci nebo substituci exogeni sekvence homologni
rekombinaci nebo zam&¥enim genu exogeni sekvence (napf. stop
kodonii, lox p mist). Takovd zvifata jsou pouzitelnd jako modely
pro studium G&inkh, které miZe mit ztrata exprese genu pro
presenilin, pro hodnoceni toho, zda ztrata funkce je
preferovatelnd pro pokradovani exprese mutantnich forem a pro
vySetfeni toho, zda mohou byt vyvolany jiné geny pro nahrazeni
mutantnich presenilind (nap¥. substituce PS1 PS2) nebo pro
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intervenci s G&inky jinych gend (nap¥. APP nebo ApoOE)
zpusobujicich AD pro 1é&bu AD a jingch chorob. Nap¥iklad,
normdlni gen pro presenilin miZe byt nezbytny pro G&inek
mutantnich APP genl pro jejich aktudlni vyjad¥eni jako AD a,

proto, transgeni presenilinové zvi¥eci modely mohou byt uZitedné
v hodnoceni takovych mnohogenovych interakci.

Pro vytvoreni zvi¥eciho modelu (nap¥. transgeni my$i) miZe byt
normdlni nebo mutantni gen pro presenilin (nap#. norm&lni nebo
mutantni hPS1, mPS1, hPS2, mPS2 atd.), nebo normialni nebo
mutantni verse rekombinantni nukleové kyseliny kodujici alesporii
funk&ni doménu presenilinu (napt¥iklad rekombinantni konstrukt
obsahujici mPS1 sekvenci, do které byla substituovana
nukleotidovd sekvence korespondujici 1idské mutantni sekvenci)
insertovana do bun&k zdrode¥né linie nebo do kmenovych bun&k za
pouziti standartnich technik mikroinjekce do oocytu, nebo
transfekce nebo mikroinjekce do embryondlnich kmenovych bun&k.
Zvirata produkovand té&mito nebo podobnymi procesy jsou oznadlovana
jako transgeni. Podobn&, pokud je pofadovédno inaktivovat nebo
nahradit endogeni gen pro presenilin, miife byt pouZita homologni
rekombinace za pouZiti embryondlnich kmenovych bun&k. Zvifata
produkovana t&mito nebo podobnymi procesy jsou oznadovana jako
"knock-out" (inaktivovace) nebo "knock-in" (nahrazeni) modely.

Pro injikovani do oocytu miZe byt jedna nebo vice kopii
rekombinantnich DNA konstruktd podle pYedkl&daného vyndlezu
insertovana do pronukleu pravé fertilizovaného oocytu. Tento
oocyt je potom reimplantovdn do pseudo-t&hotné nahradni matky.
Ziv& narozend zvitata jsou vySetfovana na integranty za pou¥iti
analyzy DNA (nap¥. z ocasnich %il my8iho potomstva) na pritomnost
insertovanych rekombinantnich transgenich sekvenci. Transgeny
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mohou byt bud kompletni genomové sekvence injikované jako YAC,
BAC, PAC nebo jiné chromosomdlni DNA fragmenty, cDNA s bud
prirozenym promotorem nebo s heterolognim promotorem, nebo
minigen obsahujici vSechny kodujici regiony nebo jiné elementy,
které jsou nezbytné pro optimilni expresi.

Retrovirova infekce Casnych embryi miZe byt také provedena pro
inserci rekombinantnich DNA konstrukt® podle vyndlezu. V této
metodé je transgen (nap¥. normélni nebo mutantni hPS1 nebo PS2
sekvence) insertovan do retrovirového vektoru, ktery je pouZit
pro infikovani embryi (nap¥. myZich nebo embryi non-1lidskych
primatl) primo b&hem rannych stadii vyvoje za generovani chimér,
z nichZ nékteré povedou k transmisi z&rode&né linie.

Homologni rekombinace za pouZiti kmenovych bun&k umoZiiuje
vySetfovani bun&k s pfenesenym genem pro identifikaci vzacnych
homolognich rekombinaci. Pokud jsou identifikovdny, mohou byt
pouZity pro generovani chimér za pomoci injikovéni blastocyst a
¢ast vzniklych zvifat bude vykazovat transmisi zarode&né linie z
rekombinantni linie. Tato metoda je zejména uZited&na, pokud je
poZadovana inaktivace genu pro presenilin. Nap¥iklad, inaktivace
mPS1 genu u mySi miZe byt provedena projektovadnim DNA fragmentu,
ktery obsahuje sekvence z mPS1 exonu spolu se selektovatelnym
markerem. Homologni rekombinace vede k inserci markerové sekvence
do prostfedku exonu, co% zplsobi inaktivaci mPS1 genu a/nebo
deleci vnit¥nich sekvenci. DNA analyza jednotlivych klond miZe
potom byt pouZita pro rozpozndni homologni rekombinace.

Techniky pro generovéni transgenich zvifat, stejn& jako
techniky pro homologni rekombinaci nebo pro zam&¥eni genu, jsou

Siroce akceptovany a provad&ny. Je dostupny laboratorni manuil
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pro manipulaci s my8imi embryi, nap¥iklad, ktery podrobné&
popisuje standartni laboratorni techniky pro produkci transgenich
mySi (Hogan et al., 1986). Pro vytvofeni transgenu je poZadovana
cilovd sekvence )nap¥. mutantni nebo p¥irozend sekvence pro
presenilin) typicky ligovédna do klonovaciho mista umist&ného
downstream od né&jakého promotorového elementu, ktrery bude
regulovat expresi RNA ze sekvence pro presenilin. Downstream od
sekvence pro presenilin je typicky arteficidlni polyadenyladni
sekvence. V transgenich modelech, které byly pou¥ity pro Gsp&fné
vytvofeni zvirat, kterd napodobuji aspekty dédiénych lidskych
neurodegenerativnich onemocnéni, byly nejlsp&sn&j$i promotorové
elementy promotor genu pro 8 podjednotku receptoru pro destickovy
ristovy faktor a k¥e&&i promotor genu pro prionovy protein,
ackoli jiné promotorové elementy, které ¥idi expresi v burikdch
centralniho nervového systemu mohou byt také uZitedné.
Alternativnim pf¥istupem pro vytvo¥eni transgenu je pouZiti
endogeniho presenilinového promotoru a regulaénich sekvenci pro
¥izeni exprese presenilinového transgenu. Konelné, je moZné
vytvofit transgen za pouZiti velkych genomovych DNA fragmentil
jako jsou YAC, které obsahuji cely gen pro presenilin stejné jako
jeho vhodné reguladni sekvence. Takové konstrukty byly Gsp&Sné&
pouzity pro fizeni lidské APP exprese v transgenich my$ich (Lamb
et al., 1993).

Zviteci modely mohou byt také vytvoreny zam&¥enim endogeniho
genu pro presenilin tak, aby se alterovala endogeni sekvence pro
presenilin homologni rekombinaci. Toto zacileni mi¥e mit za
nasledek odstrané&ni endogeni sekvence (knock-out) nebo pozménéni
endogeni sekvence za vytvofeni aminokyselinové zmény asociované s
lidskym onemocné&nim nebo jinak abnormialni sekvence (napt.

sekvence, kterd je vice podobnd lidské sekvenci nes pavodni
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zvifeci sekvence) (knock-in zvi¥eci modely). Je dostupné velké
mnoZstvi vektord pro provedeni tohoto a také jsou dostupné vhodné
zdrohje genomové DNA pro y¥i a jiné zvifeci genomy, které miZe
byt zam&¥ena, od spolednosti jako je Genome Systems Inc. (St.
Lous, Missouri, USA). Typickou vlastnosti t&chto zam&¥ovacich
vektorovych konstruktld je to, ¥e 2 a¥ 4 kb genomové DNA je
ligovano 5' na selektovatelny marker (nap¥. bakteridlni gen pro
resistenci na neomycin pod kontrolou jeho vlasniho promotorového
elementu nazyvaného "neomycinovd kazeta"). Druhy DNA fragment z
poZadovaného genu je potom ligovdn downstream od neomycinové
kazety, ale upstream od druhého selektovatelného markeru (napt.
thymidin kinasy). DNA fragmenty jsou vybrany tak, Ze mutantni
sekvence mohou byt zavedeny do zarode&né linie zam&¥eného zvirete
homolognim nahrazenim endogenich sekvenci jednou ze sekveci
obsaZenych ve vektoru. Alternativn&, sekvence miZe byt vybréana
tak, aby zpisobila deleci sekvence, které je normaln& umist&na
mezi levym a pravym raménem vektoru obklopujicim neomycinovou
kazetu. Prvni je zn&my jako knock in, druhy je znédmy jako
knock-out. Op&€t, nespofet modelovych systemd bylo vytvofeno,
zejména pro zam&feni knock-outd gent obsahujicich ty, které jsou
relevantni k neurodegenerativnim onemocn&nim (nap¥. zamé¥eni
deleci my3iho APP genu zhengem et al., 1995; zam&teni deleci
mySiho prionového genu asociovaného s degeneraci CNS u 1idi s
nastupem v dosp&losti, které provedl Bueler et al., 1996).

Kone&n&, ekvivalenty transgenich zvirat, v&etn& zvirat s
mutovanymi enbo inaktivovanymi geny pro presenilin, mohou byt
produkovany za pouZiti chemiké nebo rentgenové mutagenese gamet,
nasledované oplodn&nim. Za poufiti izolovanych nukleovych
kyselin, které jsou zde popsdny nebo jinak dany, miZe odbornik v
oboru rychle vySet¥it vzniklé potomstvo pomoci, napf¥iklad,
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pfimého sekvencovani, RFLP, PCR, nebo hybridizaéni analyzy pro
detekovéni mutantli, nebo Suothern blottingu pro demonstrovani
ztraty jedné alely davkou.

6. Testy pro léCiva, kterd ovliviiuji expresi presenilind

V jiné serii provedeni predklddany vyndlez poskytuje testy pro
identifikaci malych molekul nebo jingch slouenin, které jsou
schopné indukce nebo inhibice exprese presenilinovych gend nebo
proteind (napf. PS1 nebo PS2) .Testy mohou byt provedeny in vitro
za pouZiti netransformovanych bundk, imortalizovanych bun&&nych
linii nebo rekombinantnich bun&&nych linii, nebo in vivo za

pouZiti transgenich zvifecich modeld, které jsou zde dény.

Konkrétn&, testy mohou detekovat p¥itomnost zvySené nebo
sniZené exprese PS1, PS2 nebo jinych s preseniliny spojenych gend
nebo proteind na zdkladé zvySené nebo sni¥ené exprese mRNA (za
pouZiti, napf., prob nukleovych kyselin, které jsou zde popséany) ,
zvySené nebo sniZené hladiny PS1, PS2 nebo jinych s preseniliny
p¥ibuznych proteinovych produktd (za pou¥iti , nap#.,
antipresenilinovych protildtek, které jsou zde popsany), nebo
zvySené nebo sniZené exprese markerového genu (nap¥. B
galatosidasy nebo luciferasy) operativn& p¥ipojeného k
presenilin 5' regulalnimu regionu v rekombinantnim konstruktu.

Tak, napfiklad, je moZné kultivovat bufiky, o kterych je znémo,
Ze exprivuji uréity presenilin a p¥idat do kultiva&niho media
jednu nebo vice testovanych sloudenin. Po ponechdni dostate&né
dlouhé doby (nap¥. 0 - 72 hodin) pro to, aby mohla sloulenina
indukovat nebo inhibovat expresi presenilin mi¥e byt jakékoliv
zména v expresi od stanovéné zakladni hladiny detekovéna za



pouZiti jakékoliv techniky popsané vyfe a v oboru znamé. V

jednotlivych preferovanych provedenich jsou buriky z
imortalizované bun&®né linie jako je lidska neuroblastomova,
glioblastomovd nebo hybridomni bun&®ni linie. Za pouziti prob
nukleovych kyselin a/nebo protildtek popsanych v tomto vynalezu
je detekce zmé&n v expresi presenilin®i, a tak identifikace
slouenin, které indukuji nebo reprivuji expresi preseniling,
pouze rutinim experimentovanim.

V jednotlivych preferovanych provedenich je vyuzZit
rekombinantni test, ve kterém je reporterovy gen jako
B-galaktosidasa, zeleny fluorescentni protein, alkalicka
fosfatasa nebo luciferasa operativn& p¥ipojen na 5 regulacéni
regiony genu pro presenilin. Preferované vektory zahrnuji Green
Lantern 1 vektor (GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD) a Great AScAPe
DSEAP vektor (Clontech, Palo Alto). hPS1 reguladni regiony zde
popsané, nebo jiné presenilinové reguladni regiony, mohou byt
snadno izolovany a klonovany odbornikem ve sv&tle predkladanych
objevi kodujicich regiont t&chto gend. Reporterovy gen a
reguladni regiony jsou pfipojeny v rémedku (nebo v jednom ze
t¥ech moZnych &tecich ramedkldl) tak, e transkripce a translace
reporterového genu miZe prob&hnout pod kontrolou regulalnich
elementl pro presenilin. Rekombinantni konstrukt miZe potom byt
zaveden do jakéhokoliv vhodného typu bun&k, adkoliv savéi bunky
jsou preferovany, a lidské butiky jsou nejvice preferovany.
Transformované buiiky mohou byt kultivovany v kultu¥e a, po
stanoveni zdkladni hladiny exprese reporterového genu, miZe byt
testovana sloulenina p¥iddna do media. Snadna detekce exprese
reporterového genu poskytuje rychly, vysoce dokonaly test pro
identifikaci induktor@ a represort genu pro presenilin.
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SlouCeniny identifikované touto metodou budou mit potencialni
pouziti p¥i modifikaci exprese PS1, PS2 nebo jinych s preseniliny
spojenych gend in vivo. Tyto sloudeniny mohou byt dale testovany
na zvifecich modelech zde popsanych pro identifikaci t&ch
sloudenin, které maji nejsiln&jsi in vivo G&inek. Krom& toho, jak
je zdee popsdno s ohledem na malé molekuly maici vazebnou
aktivitu pro preseniliny, mohou tyto molekuly slouZit jako
"Gvodni slouleniny" pro daldi vyvoj farmaceutickych sloudenin,
napf¥iklad, podrobenim t&chto sloudenin sekven&nim modifikacim,
molekularnimu modelovani a jinym b&¥nym postuplm vyuZivanym p¥i
raciondlnim vyvoji 1é&&iv.

7. Identifikace sloufenin s vazebnou kapacitou pro presenilin

Ve svétle pfedklddanych objevi bude odbornik v oboru schopen
provadét nové vySetfovaci metody pro identifikaci proteina a
jingch sloudenin, které se va%i na, nebo jinak interaguji s,
preseniliny. Proteiny a slou&eniny budou zahrnovat endogeni
bunéfné sloZky, které interaguji s preseniliny in vivo a které,
proto, poskytuji nové cile pro farmaceutické a terapeutické
intervence, stejn& jako budou zahrnovat rekombinantni, syntetické
a jiné exogeni slouleniny, které mohou mit vazebnou kapacitu pro
presenilin a, proto, mohou byt kandiddty na farmaceuticka agens.
Tak, v jedné serii provedeni, bun&&né lysaty nebo tké&nové
homogenizaty (nap¥. homogenizét lidského mozku, lyzat lymfocyth)
miZe byt vySet¥ovan na proteiny nebo jiné slouleniny, které se
vdZi na normdlni nebo na mutantni presenilin. Alternativng&,
jakakoliv z mnoha exogenich slouenin, pfirozen& se vyskytujici
a/nebo syntetickd (nap¥. knihovny malych molekul nebo peptidi)
miZe byt vySet¥ovdna na vazebnou aktivitu pro presenilin. Malé

molekuly jsou v tomto kontextu zejména preferovany, protofe mohou
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byt lépe absorbovany po ordlnim podéni, maji méné potencidlnich
antigenich determinant a/nebo s v&tsi pravdépodobnosti
pfekondvaji hematencefalickou barieru ne¥ v&tsi molekuly jako
jsou nukleové kyseliny nebo proteiny. Metody podle predkladaného
vynalezu jsou zejména ufitedné v tom, ¥e mohou byt pouZity pro
identifikaci molekul, které se selektivn& nebo preferovand vazi
na mutantni formu presenilinového proteinu (vice ne¥ na normilni
formu a proto mohou mit zejména vyznam v 1&&bé& heterozygotnich

obé&ti této dominantni autosomilni choroby .

ProtoZe normdlni fyziologické role PS1 a PS2 jsou dosud
neznamé, mohou mit slouleniny, které se vasou na normalni,
mutantni nebo na ob& formy té&chto presenilint vyuziti v 1é¢&bé& a
diagnostice. Sloueniny, které se va¥ou pouze na normdlni
presenilin mohou, nap¥iklad, G&inkovat jako enhancery jejich
normdlni aktivity a proto alespoii &aste&nd kompenzovat ztracenou
nebo nepritomnou aktivitu mutantnich forem presenilinu u obé&ti
Alzheimerovy choroby. Slou&eniny, které se vaZou jak na normélni,
tak na mutantni formy presenilinu mohou byt uZite&né, pokud rhGzné
ovliviiuji aktivity dvou forem tak, %e zmirfiuji celkovou odchylku
od normdlni funkce. Alternativné&, blokovani aktivity jak
normalnich, tak mutantnich forem jak PS1, tak PS2 mife mit ménd
vazné fyziologické a klinické nasledky neZ normdlni progrese
choroby a proto slouleniny, které se va%i na a inhibuji jak
normalni, tak mutantni formy presenilinu, mohou byt terapeuticky
pouZitelné. Preferovan& jsou, nicméné&, identifikovany
slouCeniny, které maji vy$8i vazebnou afinitu k mutantnim
presenilinim neZ k normdlnim presenilinfim (nap¥. alespori 2 - 10
krat vyS8i K_) a které selektivn& nebo preferovan& inhibuji
aktivitu mutantni formy. Takové slou€eniny mohou byt
identifikovény za pouZiti jakychkoliv technik zde popsanych a
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potom srovnanim vazebnych afinit pro normdlni a mutantni formy
PS1 a PS2 slouleniny, kterd je kandidatem.

U¢inek agens, které se va¥ou na preseniliny (normdlni nebo
mutantni formy) miZe byt monitorovdn bud p¥imym monitorovénim
této vazby za pouZiti p¥istrojd (nap¥. BIAcore, LKB Pharmacia,
Sweden) pro detekci této vazby, nap¥iklad, podle zm&ny ve
fluorescenci, podle molekulové hmotnosti nebo podle koncentrace
bud’ vazebného agens nebo presenilinové slofky, bud v rozpustné
fazy nebo v na substrit vazané fazy.

Po identifikaci metodou popsanou vySe miZe byt sloufenina,
ktera je kandiddtem produkovdna v mnoZstvich dostatedngch pro
farmaceutické podédni a testovani (nap¥. ug nebo mg vebo v&tZi
mnoZzstvi) a mi¥e byt formulovdna ve farmaceuticky
akceptovatelnych nosidich (viz nap¥. Remington's Pharmaceutical
Sciences, Gennaro, A., vyd., Mack Pub., 1990). Tyto kandidati
slouenin mohou pak byt poddny k transformovanym buiikam podle
vynalezu, transgenim zvifecim modeléim podle vyndlezu, k buné&&nym
liniim odvozenym od zvifecich modeld nebo od lidskych pacientt
nebo pacientim trpicim Alzheimerovou chorobou. Zviteci modely zde
popsané jsou zejména uZitedné v testovani kandid&tovych
sloudenin, které se va%i na normalni nebo mutantni presenilin na
jejich terapeutickou G&innost.

Krom& toho, po identifikaci metodou popsanou vyfe mi¥e
slou€enina, kterd je kandidatem, slou¥it také jako "avodni
slouCenina" v projektovani a vyvoji novych 1é&iv. Napriklad, jak
je v oboru dobfe znamo, sekvendni modifikace malych molekul
(nap¥. nahrazeni aminokyselinového zbytku s peptidy; nahrazeni
funk&nich skupi peptidovymi nebo non-peptidovymi slouleninami) je
standartni p¥fistup ve farmaceutické primyslu pro vyvoj novych
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farmaceutickych sloulenin. Takovy v§voj obecn& probihd od "Gvodni
slouCeniny", o které je znamo, %e m& alespoil n&jakou aktivitu
(napf. vazbu na PS1 nebo blokovaci schopnost) pozadované
farmaceutické latky. Konkrétn&, pokud je identifikovéana jedna
nebo vice sloufeni, které maji alespoii n&jakou porZadovanou
aktivitu (napf. modulaci aktivity presenilinu), pak miZe
strukturdlni srovnani molekul znadn& informovat odbornika
naznacCenim &&sti Gvodnich slou&enin, které by mély byt
konservovany a &asti, které mohou byt mé&nény pri rojektovani nové
kandidatové slouleniny. Tak poskytuje pfedkladany vyndlez také
prostfedky pro identifikaci Gvodnich sloudenin, které mohou byt
sekven¢né modifikovany za produkce novych kandidatovych sloudenin
pro pouZiti v 1é&b& Alzheimerovy choroby. Tyto nové slouleniny
potom mohou byt testovany jak na vazbu na presenilin, tak na
blokovani (nap¥., v testech vazby popsanych vySe) a na
terapeutickou G&innst (nap¥. na zvi¥ecich modelech zde
popsanych) . Tento postup miZe byt opakovéan dokud nejsou
identifikovany slou&eniny, které maji poZadovanou terapeutickou

aktivitu a/nebo &innost.

V kaZdé presentované serii provedeni je proveden test pro
detekci vazby mezi "presenilinovou slofkou" a néjakou jinou
skupinou. Zejména uZite&né budou sekvendni testy, ve kterych jsou

slouCeniny testovany na schopnost vazby na pouze normdlni nebo na
pouze mutantni formy presenilinovych funk&nich domén za popuziti
mutantnich a normdlnich presenilinovych sloek ve vazebném testu.
U takovych sloulenin se odekavd, Ze budou mit nejveéts§i
terapeuticky uZitek, jak je podrobné&ji popséno dile.
"Presenilinovou slofkou" v testu miZe byt kompletni normdlni nebo
mutantni forma presenilinového proteinu (nap¥. hPS1 nebo hPS2
varianta), ale nemusi byt. Spife mohou byt vyuZity jednotlivé
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funkéni domény presenilinli, jak byly popsany vyse, bud jako
separatni molekuly nebo jako &ast fisniho proteinu. Napriklad,
pro izolaci protein a sloudenin, které interaguji s té&mito
funkénimi doménami miZe byt vySet¥eni provedeno za pouZiti
fasnich konstruktd a/nebo syntetickych peptida korespondujicich k
témto regionlm. Tak, pro PS2, mohou byt vyrobeny GST-fasni
peptidy obsahujici sekvence korespondujici p¥ibliZné&
aminokyselindm 1 aZ 87 (N-konec), nebo 269 - 387 (TM6->7 smycka) ,
nebo jakymkoliv jinym poZadovanym konservovanym doménam. Pro
krat8i funk&ni domény miZe byt produkovan synteticky peptid
korespondujici, napf¥iklad, p¥ibliZ¥n& aminokyselindm 107 a% 134
(TM1->2 smyCka). Podobn&, pro PS1, mohou byt vyrobeny GST- nebo
jiné fisni peptidy obsahujici sekvence korespondujici p¥ibliZné&
aminokyselindm 1 a% 81 (N-konec), nebo 266 - 410 (TM6->7 smyd&ka),
nebo syntetické peptidy korespondujici, nap¥iklad, p¥iblizZné
aminokyselindm 101 aZ 131 (TM1->2 smycka) . Volitelné&, jsou moZné
rizné kombinace flsnich proteint a presenilinovych funké&nich
domén a zde jsou uvedeny mnohé p¥iklady. Krom& toho, funk&ni
domény mohou byt pozm&n&ny pro tento test, nap¥iklad, zavedenim
reaktivni skupiny nebo aminokyselinového zbytku (nap¥. cysteinu)
do funk&ni domény, aby se usnadnila imobilizace domény na
substratu (nap¥. za pouZiti sulfhydrylovych reakci). Tak byl
napriklad syntetizovan TM1->2 smy&kovy fragment (31-mer)
obsahujici dal8i C-termindlni cysteinovy zbytek. Tento peptid byl
pouZit pro vytvo¥eni afinitniho substritu pro afinitni
chromatografii (Sulfo-link; Pierce) pro izolaci vazebnych
proteinld pro mikrosekvencovdni. Podobné& mohou byt vytvo¥eny jiné
funk&ni domény nebo antigeni fragmenty s modifikovanymi zbytky
(viz., nap¥. p¥iklad 10).

Proteiny a jiné slouleniny identifikované t&mito metodami
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mohou byt purifikovény a charakterizovany akymikoliv standartnimi
metodami znamymi v oboru. Proteinu mohou, nap¥iklad, byt
purifikovény a separovany za pouZiti elektroforetickych (napf?.
SDS-PAGE, 2D-PAGE) nebo chromatografickych (nap#. HPLC) technik a
mohou potom byt mikrosekvencovany. Pro proteiny s blokovanym N-
koncem je pouZito St&peni (nap¥. CNBr a/nebo trypsinem) uréitého
vazebného proteinu pro uvolné&ni peptidovych fragmentq.
Nasledujici purifikace/charakterizace HPLC a mikrosekvencovanim
a/nebo spektrometrii hmoty konven&nimi metodami poskytuje data
vnitfni sekvence takovych blokovanych proteint. Pro neproteinové
sloueniny mohou byt pouZity standartni analytické techniky
organické chemie (nap¥. IR, NMR a hmotova spektrometrie, analyzy
funk¢nich skupin; rentgenovd krystalografie) pro urdeni jejich
struktury a identity.

Metody pro vysetfeni bun&fnych lysatd, tkétiovych homogenizati,
nebo knihoven malych molekul na kandidéty vazebnych molekul pro
presenilinysou v oboru dobfe znamy a, ve sv&tle predkladaného
objevu mohou byt nyni vyu¥ity pro identifikaci slouenin, které
se vdZou na normidlni nebo mutantni presenilinové sloZky nebo
které moduluji aktivitu presenilinu jak je definovéna
nespecifickymi mé&r¥enimi (nap¥. zm&nami intraceluldrniho Ca®",
poméru GTP/GDP) nebo specifickymi m&Fenimi (napf. zméno v AR
peptidové produkci nebo zm&nami v expresi jinych downstream geni,
které mohou byt monitorovany riznymi metodami, 2D gelovou
elektroforesou, rlznou hybridizaci nebo SAGE metodami) .
Preferované metody obsahuji variace nasledujicich technik:

1) pfimé extrakce afinitni chromatografii;
2) ko-izolace presenilinovych slofek a navazanych proteint
nebo jinych sloufenin imunoprecipitaci;
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3) Biomolecular Interaction Assay (BiaCore); a
4) kvasinkovych dvouhybridovych systemd.
Tyto a jiné jsou diskutovany odd&lené& nise.

A. Afinitni chromatografie

Ve svétle predkl&danych objevi mi¥e byt vyufito mnoha
afinitnich vazebnych technik znamych v oboru pro izolaci proteint
nebo jinych sloulenin, které se v&%i na preseniliny zde popsané.
Obecn&, presenilinovd slofka musi byt imobilizovana na substritu
(nap¥. koloné nebo filtru) a roztok obsahujici testovanou
slouceninu je uveden do kontaktu s presenilinovym proteinem, fisi
nebo fragmentem za podminek, které jsou permisivni pro vazbu.
Substrat je potom promyt roztokem pro odstran&ni nenavazanych
nebo slabé& nadzanych molekul. Druhé promyti miZe potom eluovat ty
slouCeniny, které se siln& véa¥ou na imobilizované normélni nebo
mutantni presenilinové sloZky. Alternativné&, testované slouceniny
mohou byt imobilizovédny a roztok obsahuji jednu nebo vice slo¥ek
presenilinu miZe byt uveden do kontaktu s kolonou, filtrem nebo
jinym substrdtem. Schopnost presenilinovych sloZek vazat se na
testované slouCeniny mife byt urdena stejn¥, jak bylo uvedeno
vy8e nebo mife byt poufita ozna&eni forma presenilinové sloZky
(napf. radioznafend nebo chemiluminiscentni funk&ni doména) pro
rychlej8i hodnoceni vazby na substritu imobilizovanych sloudenin.
Krom& toho, protoZe jak o PS1, tak o PS2 se soudi, ¥e to jsou
s membranou asociované proteiny, miife byt preferovéano, aby
presenilinové proteiny, flise nebo fragmenty byly inkorporovany do
lipidovych dvojvrstev (nap¥. liposomi) pro navozeni jejich
spravného sloZeni. Toto zejména plati, pokud je pouZita
presenilinovd sloZka obsahujici alespoil jednu transmembranovou
doménu. Takové presenilin-liposomy mohou byt imobilizovany na



96

substratech (bud p¥imo nebo prost¥ednictvim jiného elementu v
liposomové membrdné&), mohou prochézet pres substrit s
imobilizovanymi testovanymi sloudeninami, nebo mohou byt pouZity
v jakékoliv z mnoha dobfe zndmych vazebnych testl pro membrénové
proteiny. Alternativné mife byt presenilinovd slofka izolovana v
membranové frakci z bun&k produkujicich slo¥ku a tato membrinova
frakce maZe byt pouZita ve vazebném testu.

B. Ko-imunoprecipitace

Jinou dob¥e charakterizovanou technikou pro izolaci
presenilinovych sloZek a jejich asociovangch proteint nebo jinych
slou€enin je p¥imd imunoprecipitace s protilitkami. Tato technika
byla Gsé&8n& pouZita, nap¥iklad, pro izolaci mnoha proteind
asociovanych se synaptickymi va&ky (Phizicky and Fields, 1994).
Tak, bud normdlni nebo mutantni, volné nebo membranov& vizané
sloZky presenilind mohou byt smiseny v roztoku se slouceninami,
které jsou kandidaty, za podminek, které jsou permisivni pro
vazbu a presenilinové sloZky mohou byt imunoprecipitovany.
Proteiny nebo jiné slouleniny mohou potom byt identifikovéany
standartnimi technikami jak je popséno vySe.Obecné techniky pro
imunoprecipitaci mohou byt nalezeny v, nap¥iklad, Harlow and
Lane, (1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, NY.

Protilatky pouzité v tomto testu, jak je zde popsan, mohou byt
polyklondlni nebo monoklondlni, a zahrnuji rdzné fragmenty
protilatek (nap¥. Fab, F(ab')_), stejné& jako jednotet&zcové
protilatky a podobné.

C. Biomolecular Interaction Assay
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Jinou pouZitelnou metodou pro detekci a izolaci vazebnych
proteind je Biomolecular Interaction Assay nebo "BIAcore" system
vyvinuty Pharmacia Biosensor a popsany v protokolu vyrobce (LKB
Pharmacia, Sweden). Ve sv&tle p¥edkladaného vyndlezu je odbornik
nyni schopen vyuZit tento system, nebo system v podstaté
ekvivalentni, pro identifikaci proteinéi nebo jinych slou&enin
majicich vazebnou kapacitu pro preseniliny. BIAcore system
vyuzivd afinitn& purifikované anti-GST protilatky pro imobilizaci
GST-fasnich proteinl na sensorovém &ipu. Volitelné&, jiné fiasni
proteiny a korespondujici protildtky mohou byt substituovany.
Sensor vyuZiva povrchové plasmonové resonance, co¥ je opticky
fenomen, ktery detekuje zm&ny v indexech lomu. Homogenizat
poZadované tk&né& probihd p¥es imobilizovany fasni prtoein a
interakce protein-protein jsou registrovany jako zm&ny v
indexu lomu. Tento system miZe byt pouZit pro urd&eni
kinetiky vazby a pro hodnoceni toho, zda je pozorovana vazba
fyziologicky relevantni.

D. Kvasinkovy dvouhybridovy system

Kvasinkové "dvouhybridové" systemy maji vyhodu ve
transkripénich faktorech, které jsou sloZeny ze dvou fyzikalné
separovatelnych, funk&nich domén (Phizicky and Fields, 1994).
Nejbé€Zn&ji pouZivany je kvasinkovy GAL4 transkripdni aktivator
skladajici se z DNA vazebné domény a transkripéni aktivatorové
domény. Dva rtzné klonovaci vektory jsou pouZity pro generovani
separatnich fisi GAL4 domén na geny kodujici potencidlni vazebné
proteiny. Fsni prtoeiny jsou ko-exprivovany, zam&¥eny na jadro
a, pokud se interakce vyskytnou, produkuje aktivace reporterového
genu (nap¥. lacZ) detekovatelny fenotyp. napriklad, Clontech
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Matchmaker System-2 miZe byt pouZit s Clontech mozkovou cDNA GAL4
aktivaéni doménovou fisni knihovnou s presenilin-GAL4 vazebnymi
doménovymi flsnimi klony (Clontech, Palo Alto, CA). Ve sv&tle
t&chto objevli je nyni odbornik v oboru schopen produkovat mnoho
presenilinovych fisi, v&etn& fisi obsahujicich bud normilni nebo
mutantni funk&ni domény presenilinovych proteinl, a vySetfit
takové flsni knihovny tak, aby identifikoval presenilinové
vazebné proteiny.

E. Jiné metody

Sekvence nukleotidd a proteinovych produktd, v&etn& mutantnich
a normalnich forem té&chto nukleovych kyselin a jejich
korespondujicich proteini, mohou byt pouZity ve vysSe uvedenych
technikach pro izolaci jinych interagujicich proteind a pro
identifikaci jinych genld, jejich¥ exprese je alterovdna nadm&rnou
expresi normdlnich presenilinovych sekvenci, nebo sniZenou
expresi presenilinovych sekvenci, nebo expresi mutantnich
presenilinovych sekvenci. Identifikace t&chto interagujicich
proteind, stejn& jako identifikace jingch gen®i, jejich® Grovei
exprese je alterovéna pusobenim mutantnich presenilinovych
sekvenci (napfiklad) bude identifikovat jiné genové cile, které
budou mit pfimy vliv na patogenesi této choroby v jeji klinické
nebo patologické form&. P¥esn&ji, budou identifikovany jiné geny,
které mohou sami byt mistem jinych mutaci zpusobujicich
Alzheimerovu chorobu, nebo které mohou sami byt cilem cileného
terapeutického zdsahu (nap¥. pro redukci hladin exprese k normilu
nebo pro farmokologicky blok G&inkd jejich nadm&rné exprese) jako
potencialni 1é&by této choroby. P¥esn&ji, tyto techniky spodivaji
na PCR-zaloZenych a/nebo na hybridizaci zalo¥enych metodich pro
identifikaci gendi, které sou razné exprivovany mezi dvéma stavy



(bun&énd linie exprivujici normalni preseniliny ve srovnani se

stejnou bunéénou linii exprivujici mutantni presenilinové
sekvence) . Tyto techniky zahrnuji rtzné zobrazeni, seriové
analyzy genové exprese (SAGE), a hmotovou spektrometrii
proteinovych 2D-gelli a subtraktivni hybridizaci (popsanou
Nowakem, 1995 a Kahnem, 1995).

Podle volby odbornika v oboru zde existuje mnoho jinych metod
a vySet¥eni pro jednotlivé proteiny a jiné sloudeniny, stejné&
jako existuji rozs&hlé knihovny proteind a jinych sloudenin
(napt¥. fagové zobrazovaci knihovny a klonovaci systemy od
Stratagene, La Jolla, CAa) pro identifikaci molekul, které se vazi
na normalni nebo mutantni sloZky presenilint. VSechny z té&chto
metod obsahuji krok smiseni normdlniho nebo mutantniho
presenilinového proteinu, fidse nebo fragmentu s testovanymi
slouCeninami, umoZn&ni vazby (pokud se né&jaka vyskytne) a
testovani navizanych komplexi. VSechny takové metody jsou nyni
dostupné diky p¥edkladanému objevu v podstaté &istych
presenilinl, fragmetd funkénich domén podstaté &istych
presenilind, presenilinovych fisnich proteinli, protilatek k
presenilinim, a metod pro jejich vyrobu a pouZiti.

8. Metody pro identifikaci sloudenin pro modulaci aktivity
presenilind

V jiné serii provedeni poskytuje pfedkladany vyndlez metody
pro identifikaci slou&enin se schopnosti modulovat aktivitu
normalnich a mutantnich preseniling. Jak je zde pouZito s ohledem
na tuto serii provedeni zahrnuje termin "ativita" Ziroce genovou
a proteinovou expresi, post-transladni zpracovani presenilinového
proteinu, pfenos a lokalizaci, a jakoukoliv funké&ni aktivitu
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(napf. enzymatickou, receptorovou-efektorovou, vazebnou,
kandlovou), stejn& jako downstream G¢inky kterékoliv z

nich. Preseniliny se zdaji byt integrdlnimi membr&novymi proteiny
normalné asociovanymi s endoplasmatickym retikulem a/nebo Golgiho
apardtem a mohou mit funkce zapojené v transportu nebo ptrenosu
APP a /nebo v reguaci intracelularni hladiny vapniku. Krom& toho,
je znémo, Ze presenilinové mutace jsou asociovany se zvySenou
produkci AR peptidl, s objevenim se plaku amyloidu a
neurofibrildrnich zm&ti, se sni¥enim kognitivni funkce a s
apoptotickou smrti bun&k. Proto, za pouziti transformovanych
bun€k a modell transgenich zvirat podle pfedkladdaného vynélezu,
bun&k ziskanych od subjektu nesoucich mutantni gen pro presenilin
nebo zvifecich nebo lidsk§ych subjekt nesoucich prirozené se
vyskytujici presenilinové mutace je nyni moZné vySettovat
farmaceutické a terapeutické kandidaty na jejich 1é&ebné G¢inky
detekovanim zmé&n v jedné nebo vice z t&chto funkénich
charakteristik nebo fenotypovych manifestaci normilni nebo
mutantni presenilinové exprese.

Tak poskytuje predklddany vynélez metody pro vySetfovani nebo
testovani protein®i, malych molekul nebo jinych slou&enin, které
moduluji aktivitu presenilinu uvedenim bun&k in vivo nebo in
vitro do kontaktu se sloudeninou, kterd je kandidatem a
testovanim zm&n v markerech asociovanych s normalni nebo s
mutantni aktivitou presenilinu. Marker asociovany s aktivitou
presenilinu miZe byt jakdkoliv m&titelna biochemick4,
fyziologickd, histologickd a/nebo behaviorslni charakteristika
asociovand s expresi presenilinu. Konkrétné&, uZitedné markery
zahrnuji jakoukoliv m&¥itelnou biochemickou, fyziologickou,
histologickou a/nebo behavioralni Charakteristiku, kterd odliSuje
butiky, tk&n&, zvitata nebo jednotlivce nesouci alesponl jeden



mutantni gen pro presenilin od jejich normilnich protéjska. kromé

toho, markerem miZe byt jakékoliv specifické nebo nespecifické
mé¥eni aktivity presenilinu. Presenilin specifickd m&feni
zahrnuji mé¥eni exprese presenilinu (nap¥. hladin presenilinové
MRNA nebo proteini), kterd mohou vyuZivat proby nukleovych
kyselin nebo protildtek podle p¥edklédaného vyndlezu.
Nespecifickd m&feni zahrnuji zm&ny v bun&é&né fyziologii jako je
PH, intraceluldrni vépnik, hladiny cyklického AMP, poméry
GTP/GDP, aktivita fosfatidylinositolu, fosforylace proteini,
atd., coz miZe byt monitorovdno prost¥edky jako je cytosensorovy
mikrofyziometr (Molecular Devices Inc., Spojené staty americké).
Aktivace nebo inhibice aktivity presenilinu v jeho mutantni nebo
normdlni formé& miZe byt také monitorovana vySet¥enim zmé&n v
expresi jinych genl, které jsou specifické pro presenilinovou
drahu vedouci k Alzheimerov& chorob&. Toto mide byt zobrazeno
takovymi technikami jako je diferencidlni zobrazeni,
diferencidlni hybridizace a SAGE (sekven¢ni analyza genové
exprese), stejn& jako dvourozm&rovou gelovou elektroforesou
bun&nych lysatd. V ka¥dém pripad®, razné exprivované geny mohou
byt obasnény identickymi studiemi p¥ed a po aplikaci sloudeniny,
terd je kandiddtem. Ddle, jednotlivé geny, jejichZz exprese je
modulovana podénim kandiddtnich slou&enin, mohou byt zjistény
klonovanim, sekvencovanim nukleotidl, sekvencovanim aminokyselin
nebo hmotovou spektrometrii (viz Nowak, 1995).

Obecné&, buitiky mohou byt uvedeny do kontaktu se slouéeninou,
kterd je kandidatem a, po vhodné dobé& (napf. 0 - 72 hodin pro
vétSinu biochemickych m&¥eni kultivovanych buné&k), mi%e byt
testovan marker aktivity presenilinu a ten mie potom byt srovnin
se zdkladnim m&¥enim.Ziakladni m&¥eni mie byt provedeno p¥ed
uvedenim bun&k do kontaktu se slouleninou, kterd je kandidatem,
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jinak zndmy v oboru. Buiiky mohou byt transformované buniky podle
predkladaného vyndlezu nebo to mohou byt explantaty od zvirat &i
jednotlivcl. Konkrétné&, butiky mohou byt explantidty od nosid&t
mutaci preseniliniG (nap¥. lidskych subjektd s Alzheimerovou
chorobou), nebo mohou byt ze zvifeciho modelu podle predkladaného
vynalezu (nap¥. transgeni hlisti nebo my$i nesouci mutantni geny
pro presenilin). Pro zvySeni G&inku presenilinovych mutaci na AR
drahu mohou byt pouZity transgeni buiiky nebo zvirata, kterd maji
zvyS8enou AR produkci. Preferované butiky zahrnuji ty, které jsou z
neurologickych tkdni jako jsou neurondlni, gli&lni nebo smifené
bunééné kultury; a kultury fibroblastd, jater, ledvin, sleziny
nebo kostni d¥ené&. Builky mohou byt uvedeny do kontaktu se
slouCeninami, které jsou kandidat v kultu¥e in vitro, nebo mohou
byt podény in vivo Zivym zvi¥attm nebo lidskym jedincim. Pro Ziva
zvifata a lidské jedince mi¥e byt testovani sloufenina podéna
oralné nebo parenteralnim zptsobem vhodnym pro sloufeninu. Pro
klinické testy lidskych subjekt miZe byt m&¥eni provadéno
periodicky (napf¥. denn&, tydné& nebo m&sidnég) po dobu nékolika
me&€sicl nebo let.

ProtoZe v&tfina nosi¥d presenilinovych mutaci bude
heterozygotnich (t.j. nesoucich jednu normalni a jednu mutantni
presenilinovou alelu) mohou byt slouleniny testovany na svou
schopnost modulovat normilni, stejn& jako presenilinovou
aktivitu. Tak, nap¥iklad, sloudenina, ktera zvySuje funkci
normdlnich preseniling mi¥e byt ufitednd v 1&6&b& s preseniliny
asociovanych chorob ako je Alzheimerova choroba. Alternativné,
protoZe suprese aktivity jak normdlnich, tak mutantnich
presenilind u heterozygotnich jedincd mi¥e mit mén& zavadné

klinické nédsledky neZ progrese asociovanych onemocnéni, miiZe byt
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zaouci identifikovat slouleniny, které inaktivuji nebo suprivuji
vSechny formy presenilini. Preferovan&, nicmén&, jsou
identifikovany sloueniny, které selektivn& a specificky
inaktivuji nebo suprivuji aktivitu mutantnich presenilin® bez
poruSeni funkce normidlniho presenilinového genu nebo proteinu.

Ve svétle identifikace, charakterizace a objevd
presenilinovych genli a proteind, nukleokyselinovych prob pro
preseniliny a protildtek pro preseniliny, a presenilinovych
transformovanych bun€k a transgenich zvi¥at podle p¥edkladaného
vynalezu je nyni odbornik v oboru schopen provid&t mnoho testq,
které budou detekovat modulovdni aktivity presenilinu
slouCeninami, které jsou kandidity. Zejména preferovani a
uvazovand provedeni jsou dile popsédna o n&co podrobnéji.

A. Exprese presenilint

V jedné serii provedeni jsou vyu¥ita specifickd m&¥eni
exprese presenilinl pro vySetfovani kandidatovych slou&enin pro
jejich schopnost ovliviiovat aktivitu presenilinii. Tak, za pouzZiti
presenilinovych nukleovych kyselin a protildtek zde popsanych je
mozné pouZit hladiny mRNA nebo proteind jako merkeru pro
schopnost sloufeniny, kterd je kandidatem, modulovat aktivitu
presenilind. PouZiti takovych prob a protilatek pro m&f¥eni genové
a proteinové exprese je dob¥e v oboru znamé a je zde popséno na
jiném mist&. Zejména Z&douci miZe byt identifikace sloudenin,
které mohou ménit relativni hadiny rGznych sest¥iZenych variant
presenilind. Mnoho z té&chto presenilinovych mutaci asociovanych s
Alzheimerovou chorobou, nap¥iklad, je umisté&no v regionu
putativni TM6->7 smylky, kterd je subjektem alternativniho
sest¥ihu v nékterych perifernich tkanich (napf. v bilych
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tohoto sestf¥ihu mohou byt proto G&inné v zabranéni exprese mutaci
v tomto regionu.

B. Intracelularni lokalizace

V jiné serii provedeni mohou byt slou&eniny vy8et¥ovany na
svou schopnost modulovat aktivitu presenilind na z&klad& jejich
G€inku na p¥enos a intraceluldrni lokalizaci presenilindg.
Imunocytochemicky bylo u presenilind ukézé&no, e jsou
lokalizovany v membranoviych strukturich asociovanych s
endoplasmatickym retikulem a Golgiho apardtem, a jeden
pPresenilinovy mutant (H163R), ale %&dny jiny, byl vizualizovan v
malych cytoplasmatickych vesikulich neznamé funkce. Rozdily v
lokalizaci normilnich a mutantnich presenilinéi mohou proto
pfispivat k etiologii s preseniliny spfaZenych onemocné&ni.
Slou€eniny, které mohou ovlivilovat lokalizaci presenilini mohou
proto byt identifikovdny jako potenci&lni terapeutika. Standartni
techniky znémé v oboru mohou byt vyuZity pro detekci lokalizace
presenilini. Obecné&, tyto techniky budou vyuzivat protilétek
podle pfedkladaného vyndlezu a zejména protilatek, které se
selektivn& vaZi na jeden nebo vice mutantnich presenilind, ale ne
na normalni preseniliny. Ja je dob¥e znimé v oboru, takové
protilatky mohou byt zna&eny jakoukoliv z mnoha technik (napft.
flurescentni nebo radioaktivni zna&kou, znacenymi sekunddrnimi
protilatkami, avidin-biotinem, atd.) pro vizualizaci
intraceluldrniho umist&ni presenilind. Preseniliny mohou byt
ko-lokalizovény na urdité struktury, jak je v oboru znamo, za
pouZiti protilatek k markertim t&chto struktur (napf. TGN38 pro
Golgiho, receptor pro transferin pro post-Golgiho transportni
vacky, AMP2 pro lysozomy). Western bloty purifikovanych frakci
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z bunéénych 1lyzatd obohacenych na rfizné intraceluldrn& membranove
vazané organely (nap¥. lysozomy, synaptosomy, Golgiho aparét)

mohou byt také pouZity. Krom& toho, relativni orientace riznych
domén presenilint p¥es bun&né domény miZe byt testovéna,
napfiklad, elektronovou mikroskopii a protil&tkami nami¥enymi k
témto doméném.

B. Iontova regulace/metabolismus

V jiné serii provedeni mohou byt slou&eniny testovany na
jejich schopnost modulovat aktivitu presenilin® na zaklad® m&¥eni
intraceluldrnich hladin Ca®*, Na* nebo K* nebo jejich
metabolismu. Jak bylo uvedeno vySe, preseniliny jsou s membranou
asociované proteiny, které mohou slouit jako, nebo interagovat
s, iontovymi receptory nebo iontovymi kandly. Tak, slouceniny
mohou byt vySetfovany na svou schopnost modulovat s preseniliny
spojeny vapnik nebo jiné iontové metabolismy mé&¥enim bud in vivo,
nebo in vitro pritoku iontovymi kandly a/nebo transmembrinové
napéti nebo proud za pouZiti naplastovych svorek, nap&tovych
svorek a fluorescentniho barviva sensitivniho na intraceluldrni
vépnik nebo transmembranové napéti. Iontovy kandl nebo funkce
receptoru miZe byt také testovadna m&¥enim aktivace druhych posla
jako je cyklicky AMP, cGMP tyrosin kinas, fosfatas, zvySenim
intraceluldrniho védpniku a podobn&. Rekombinantné& vyrobené
proteiny mohou také byt rekonstruovany v artificielnich
membranovych systemech pro studium konduktance iontovych kandla
a, proto, burika pouZitd v tomto testu mi¥e obsahovat artificialni
membranu nebo butiku. Testy na zm&nu v iontové regulaci nebo
metabolismu mohou byt provedeny na kultivovanych butikdch
exprivujicich endogenni normédlni nebo mutantni preseniliny.
Takové studie mohou také byt provedeny na buiikach
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transfektovanych vektory schopnymi exprese ednoho z presenilind,
nebo funk&ni domény jednoho z presenilind, v normilni nebo v
mutantni form&. Krom& toho, pro zvySeni signdlu mé&f¥eného v
takovych testech mohou byt buiiky kotransfektovany geny kodujicimi
proteiny iontovych kandll. Nap¥iklad, Xenopus oocyt&rni buriky
nebo krysi ledviné (HEK293)butiky mohou byt kotransfektovany
normdlnimi nebo mutantnimi sekvencemi pro preseniliny a
sekvencemi kodujicimi krysi mozkovou Na* 81 podjednotku, Ca* 81
podjednotku kraliéiho kosterniho svalu, nebo K* R1 podjednotku
krysiho srdce. Zmény v s presenilinem spojené nebo presenilinem
zprost¥edkované aktivité& iontového kandlu mohou byt méfeny dvéma
mikroelektrodovymi nap&tovymi svorkami v p¥ipad& oocytu nebo
celobunécnymi naplastovymi svorkami zaznamendvajicimi HEK293
buriky .

C. Apoptosa nebo bun&fna smrt

V jiné serii provedeni mohou byt sloudeniny testovany na
jejich schopnost modulovat aktivitu preseniliné na zaklad& jejich
G&inku na s preseniliny spojenou nebo preseniliny
zprost¥edkovanou apoptosu nebo smrt bun&k. Tak, napriklad, miaZe
byt stanovena z&kladni hladina apoptosy nebo bun&®né smrti pro
buitkky v kultufe, nebo miZe byt posmrtn& ur&en zékladni stuperil
ztraty neuroni v urditém vé&ku pro zvi¥eci modely nebo pro lidské
subjekty, a schopnost sloudeniny, ktera je kandidatem suprivovat
nebo inhibovat apoptosu nebo bun&dnou smrt miZe byt mé&¥ena.
Buné&néd smrt miZe byt m&fena standartnimi mikroskopickymi
technikami (nap¥. sv&telnou mikroskopii) nebo mie byt presnéji
méf¥ena apoptosa za pomoci charakteristicé morfologie jadra nebo
charakteristické fragmentace DNA, které vytva¥i jadernd oka (viz
Gavrieli et al., 1992; Jacobson et al., 1993; Vito et al., 1996).



TUNEL miZe byt také poufit pro hodnoceni smrti bun&k v mozku (viz

napf. Lassmann et al., 1995). V preferovanych provedenich jsou
slouCeniny vySetfovédny na svou schopnost suprivovat nebo
inhibovat ztrétu neurondi v transgenich zvitecich modelech podle
pfedkladaného vyndlezu. Transgeni my3i nesouci, nap¥iklad,
mutantni lidsky, mutantni my3i nebo humanizovany mutantni
presenilinovy gen mohou byt pouZity pro identifikaci nebo pro
hodnoceni sloulenin, které mohou oddilit nebo zabranit
neurodegeneraci asociované s Alzheimerovou chorobou. Podobny
model transgenich my$i, nesoucich mutantni APP gen, byl nedavno
popséan Gamesem et al., (1995).

D. AR peptidovad produkce

V jiné serii provedeni mohou byt slou€eniny vysSet¥ovany na
jejich schopnost modulovat s preseniliny spojenou nebo
preseniliny zprost¥edkovanou zm&nu ve zpracovdni APP. AR eptid je
produkovan v né&€kolika izoforméch vznikajicich rozdily ve
zpracovani APP. AR peptid je od 39 do 43 aminokyselinovy derivat
BAPP, ktery je progresivn& deponovan v difusnich a senilnich
placich a v krevnich cévich subjektl s AD. v lidském mozku jsou
AR peptidy heterogeni jak v N-, tak v C-konci. n&kolik
pozorovani, nicméné&, nazna&ilo, %e jak kompletni, tak
N-termindln& zkrdcené formy dlouhych AR peptidld kon&icich zbytky
42 nebo 43 (t.j. AB1-42/43 a ARx-42/43) maji vyznamnéjsi roli u
AD nez peptidy konfici zbytkem 40. Tak, AR1-42/43 a ARx-42/43
jsou Casnym a vyznamnym rysem jak senilnich plakd, tak difasnich
plakd, zatimco peptidy kon&ici zbytkem 40 (t.j. AB1-40 a ARx-40)
jsou predominantn& asociovédny s podsadou zralych plakd a s
amyloidovymi krevnimi cévami (viz napf¥. Iwatsubo et al., 1995;
Gravina et al., 1995; Tamaoka et al., 1995; Podlisny et al.,
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1995) . Krom& toho, izoformu s dlouhou koncovou &&sti maji vétsi
nachylnost ke tvorb& vlédken, a je proto min&no, %e jsou vice
neurotoxické nez Af1-40 peptidy (Pike et al., 1993; Hilbich et
al., 1991). Kone¢né&, chybné mutace v kodonu 717 RAPP genu
asociované s &asnym ndstupem FAD vedou k nadprodukci A s dlouhym
koncem v mozku postiZenych nosi&t mutace, v perifernich bu%tikach
a plasmé jak postiZenych, tak presymptomatickych jedincl a v
bunéénych liniich transfektovanych BAPP___ mutantni cDNA (Tamaoka
et al., 1994; Suzuki et al., 1994). jak je popséno v prikladu 18
niZe, nyni jsme objevili, ¥e zvySena produkce AR peptida s
dlouhym koncem je také asociovdna s mutacemi v genech pro
preseniliny.

Tak v jedné serii provedeni poskytuje predkladany vynilez
metody pro vySet¥eni kandiddtovych sloudenin na jejich schopnost
blokovat nebo inhibovat zvySenou produkci dlouhych izoforem AR
peptidd v bufikdch a transgenich zvifatech exprivujicich mutantni
gen pro presenilin. Konkrétn&, p¥edkladany vynidlez poskytuje
takové metody, ve kterych byly kultivované savéi bunky, jako jsou
mozkové burliky nebo fibroblasty, transformovany podle metod zde
popsanych, nebo ve kterych byla transgeni zvifata, jako jsou
hlodavci nebo non-1id¥ti primati, produkovany metodami, které
jsou zde popsény tak, Ze exprivuji reativné vysoké hladiny
mutantnich presenilinii. Voliteln& mohou byt takové buiky nebo
transgeni zvifata také transformovéna tak, aby exprivovaly
normalni formu RApp proteinu v relativn& vysokych hladin&ch.

V této serii provedeni je sloudenina, ktera je kandidatem,
podéna k bun&né linii nebo transgenim zvirattm (nap¥. p¥idanim
do media bun&k v kultuf¥e; nebo oridlnim nebo parenteradlnim
zpisobem zvi¥atlm) a, po vhodné dobé& (napf¥. 0 - 72 hodin pro



buriky v kultufe, dnech nebo m&sicich pro zvi¥aci modely) je

odebran biologicky vzorek (nap¥. supernatant bun&&né kultury nebo
buné&ény lysat z bun&k v kultute; tkaniovy homogenizidt nebo plasma
od zvirat) a je testovan na hladinu dlouhych izoforem AR peptidd.
Mohou byt ur&eny absolutni hladiny peptidd (nap¥. nMol/ml) nebo
relativni hladiny (nap¥., pom&r dlouhych a kratkych AR izoforem) .
AR izoformy mohou byt detekovény jakymkoliv zpisobem v oboru
znamym )nap¥. elektroforetickou separaci nebo sekvencovanim) ale,
preferovang, jsou vyuZity protildtky, které jsou specifické k
dlouhym izoformédm pro urdeni absolutnich nebo reativnich hladin
AR1-42/43 nebo ARx-42/43 peptidd. Kandidati farmaceutik nebo
terapeutik, které redukuji absolutni nebo relativni hladiny
téchto dlouhych AR izoforem, zejména v modelech transgenich
zvifat podle ptedkladaného vyndlezu, budou pravdépodobné mit
terapeuticky uZitek v 1&&bé& Alzheimerovy choroby, nebo jinych
chorob zpisobenych mutacemi presenilinfi nebo aberacemi v APP
metabolismu.

E. Fosforylace mikrotubuldrnich asociovanych proteint

V jiné serii provedeni mohou byt sloueniny, které jsou
kandidaty vySet¥ovany na svou schopnost modulovat aktivitu
presenilind hodnocenim G&inku slou€eniny na Groveii fosforylace
mikrotubuldrnich asociovanych proteind (MAP) jako je Tau.
Abnormalni fosforylace Tau a jinych MAP v mozku ob&ti
Alzheimerovy choroby je v oboru dobte zndmi. Tak slouceniny,
které mohou zabrédnit nebo inhibovat abnormilni fosforylaci MAP
mohou mit uZitek v 1é¢b& s preseniliny asociovanych onemocnéni
jako je AD. Jak je uvedeno vye, buriky od normilnich nebo
mutantnich zvif¥at nebo subjekt®, nebo transformované buné&&né
linie a zvi¥eci modely podle p¥edkladaného vyndlezumohou byt
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pouZity. Preferované testy budou vyuZivat bun&&né linie nebo
zvi¥eci modely transformovanéd mutantnimi lidskymi nebo
humanizovanymi mutantnimi geny pro presenilin. Z&kladni stav
fosforylace MAP v té&chto builkdch mi%e byt stanoven a potom miZe
byt slouenina, kterd je kandiddtem, testovéna na svou schopnost
zabranit, inhibovat nebo pisobit proti hyperfosforylaci
asociované s mutanty. Stav fosforylace MAP miZe byt urden
jakoukoliv standartni metodou znémou v oboru, ale preferované
jsou vyuZity protildtky, které se vaZou selektivn& ne
fosforylované nebo nefosforylované epitopy. Takové protilatky

k fosforylovanym epitopim Tau proteinu jsou zndmé v oboru (napt.
ALZ50) .

9. Vy8et¥ovani a diagnostika Alzheimerovy choroby
A. Obecné diagnostické metody

Geny pro preseniliny a genové produkty, stejn& jako od
presenilind odvozené proby, primery a protilatky, které jsou zde
popsané, jsou uZitedné p¥i vySet¥ovani nosidd alel asociovanych
s Alzheimerovou chorobou, pro diagnostiku ob&ti Alzheimerovi
choroby, a pro vySetfovdni a diagnostiku pribuznych presenilnich
a senilnich demenci, psychyatrickych onemocné&ni jako je
schizofrenie adeprese a neurologickych onemocn&ni jako je mrtvice
a mozkové krvéaceni, kde v8echny jsou pozorovany ve vét$im nebo
mensSim rozsahu u symptomatickych subjektd nesoucich mutace PS1
nebo PS2 genl nebo APP genu. Jedinci rizikovy pro Alzheimerovu
chorobu, jako jsou ti s AD p¥itomnou vrodiném rodokmenu, nebo
jedinci, kte¥i nejsou znamy jako rizikovy, mohou byt rutiné
vySet¥ovadni za pouZiti prob pro detekci pritomnosti mutantnich
presenilinovych genli nebo proteint réiznymi technikami. Diagnostia
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dédignych pfipadh té&chto chorob mife byt provedena technikami
zaloZenymi na nukleovych kyselindch (v&etné& genomovych a
mMRNA/cDNA sekvencich), proteinech a/nebo protilatkéach zde
popsanych, v&etné& funkd&nich test projektovanych pro detekci
selhani nebo zvySeni normdlni presenilinové aktivity a/nebo
pfitomnosti specifikych novych aktivit zpUsobenych mutantnimi
preseniliny. Preferovan& jsou metody a produkty zaloZeny na
lidskych PS1 nebo PS2 nukleovych kyselinach, proteinech nebo
protilatkach jak jsou zde popsédny. Jak bude odbornikim v oboru
nicméné jasné, signifikantni evoludni konservace velkych Casti
PS1 a PS2 nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci, i v
druzich tak odli&nych jako jsou 1idé, my8i, C. elegans a
Drosophila, umoZfiuje odbornikém poufit takové non-1idské homologni
nukleové kyseliny, proteiny a protildtky i pro aplikace zam&rené
na lidské nebo jiné zvi¥eci subjekty. Tak bude, pro strudénost,
ale bez omezeni rozsahu vynédlezu, nasledujici popis zam&¥en na
pouziti lidskych homologli PS1 a PS2. Bude nicméné& jasné, Ze
homologni sekvence z jinych druhli, v&etn& té&ch, které jsou zde
popsany, budou pro mnohé G&ely ekvivalentni.

Jak bude odbornikem ocen&no, volba diagnostické metody podle
prfedkladaného vyndlezu bude ovlivn&na charakterem dostupnych
biologickych vzorkll, které budou testovany a charakterem
poZadované informace. PS1, nap¥iklad, je vysoce exprivovan v
mozkové tkéni, ale mozkové biopsie jsou invazivni a nakladné
postupy, zejména pro rutini vySet¥ovani. Jiné tkan&, které
exprivuji signifikantni hladiny PS1, nicméné, mohou demostrovat
alternativni sest¥ih (nap¥. lymfocyty) a proto, PS1 mRNA nebo
protein z trakovych bun&k mi¥e byt mén& informativni. Tak miSe
byt preferovan test zalo%eny na genomové PS1 DNA, protoZe 2&4dna
informace nebude z&viset na alternativnim sest¥ihu a protoze v
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podstaté& vSechny jaderné buiiky mohou poskytnout pouZitelny
vzorek.Diagnostika zaloZend na jingch presenilinech (nap¥. hPS2,
mPS1) jsou subjektem podobnych Gvah: dostupnosti tkani, hladin
exprese v ruznych tkdnich a alternativnich mRNA a proteinovych
produktld vzniklych z alternativniho sest#ihu.

B. Na proteinech zaloZend vySet¥eni a diagnostika

Pokud je diagnosticky test zaloZen na presenilinovych
proteinech, pak je mnoho zplisobl mofnych. nap¥iklad, diagnosa
miZe byt dosaZena monitorovanim rozdill v elektroforetické
mobilit& normdlnich a mutantnich proteind. Takovy p¥istup bude
zejména uZite&ny pro identifikaci mutantéi, ve kterych je p¥itomna
substituce ndboje, nebo ve kterych inserce, delece nebo
substituce vedly k signifikantni zm&n& v elektroforetické migraci
vzniklého proteinu. Alternativné&, diagnosa mi¥e byt zaloZena na
rozdielech charakteru proteolytického §t&peni normilnich a
mutantnich proteinfi, rozdilech v molarnich pomé&rech riznych
aminokyselinovych zbytkd nebo na funk&nich testech
demonstrujicich pozm&nénou funkci genovych produkti.

V preferovanych provedenich bude na proteinech zaloZena
diagnostika vyuZivat rozdild ve schopnosti protildtek vazat se na
normdlni a mutantni presenilinové proteiny (zejména na hPS1 nebo
hPS2) . Takové diagnostické testy mohou vyu¥fivat protilatek, které
se vdzi na normdlni proteiny, ale ne na mutantni proteiny, nebo
naopak. Jednotliv&, miZe byt pouZit test, ve kterém je mnoho
monoklonadlnich protildtek, kaZdad schopnd vazby na mutantni
epitop. Hladina navdzané anti-mutantni protilatky ve vzorku
ziskaného od testovaného subjektu (vizualizovana napriklad

radioznalenim, ELISA nebo chemiluminiscenci) mie byt srovndna s



hladinou vazby v kontrolnim vzorku. Alternativné&, miZe byt

pouZita protilédtka, kterd se vadZe na normidlni, ale ne na mutantni
preseniliny a sniZend hladina vazby protildtky miZe byt pouZita
pro odliSeni homozygotnich normdlnich jedincl od mutantnich
heterozygotl nebo homozygotd. Takové protildtkova diagnostika
miZe byt pouZita pro in situ imunochistochemii za pouZiti
bioptickych vzorkl ze tkani CNS ziskanych antemortem nebo
postmortem, v€etn& neuropatologickych struktur asociovanych s
té&mito chorobami jako jsou neurofibrildrni oka a plaky amyloidu,
nebo miZe byt pouZita se vzorky kapalin jako je mozkomiZni mok
nebo s periferni tk&ni jako jsou bilé krvinky.

C. Na nukleovych kyselindch zaloZend vySet¥eni a diagnostika

Pokud je diagnosticky test zaloZeny na nukleovych kyselinédch
ze vzorku, pak miZe byt test zaloZen na mRNA, cDNA nebo genomové
DNA. Pokud je pouZita mRNA ze vzorku, pak musi byt provedeno
mnoho stejnych Gvah s ohledem na zdroj tkan& a pravd&podobnost
alternativniho sest¥ihu. To znamend, e zde musi byt mald nebo
Zadna exprese transkriptli, pokud nejsou vybrany nebo dostupné
vhodné zdroje, a alternativni sest¥ih miZe vést ke ztratd néjaké
informace nebo k obtiZné interpretaci. Nicmén&, ji%¥ jsme ukédzali
(Sherrington et al., 1995; Rogaev, 1995), Z¥e mutace v 5' UTR, 3'
UTR, otevieném Ctecim ramelku a mistech sest¥ihu jak PS1, tak PS2
mohou byt spolehlivé identifikovény v mRNA/cDNA izolované z
bilych krvinek a/nebo koZnich fibroblast®. Pokud je testovéna
mRNA, cDNA nebo genomova DNA, mohou byt pouZity standartni metody
dobfe znadmé v oboru pro detekci pritomnosti urdité sekvence bud’
in situ nebo in vitro (viz nap¥. Sambrook et al. (1989),
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.vyddni, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York). Obecn&



miZe nicméné byt vySet¥ovana jakdkoliv tkail nebo jaderné buiky.

Genomova DNA pouzitd pro diagnosu miZe byt ziskdna z t&lesnych
bunék, jako jsou ty, které jsou pfitomny v krvi, tkétiovych
biopsiich, chirurgickych vzorcich nebo autoptickém materidlu. DNA
miZe byt izolovana a pouZita p¥imo pro detekci specifické
sekvence, nebo miZe byt amplifikovédna polymerasovou Fret&zovou
reakci (PCR) pred anayzou. Podobn&, RNA nebo cDNA mohou byt také
pouzity, s nebo bez PCR amplifikace. Pro detekci specifické
sekvence nukleovych kyselin miZe byt pouZito p¥imé sekvencovani
nukleotidd, hybridizace za pouZiti specifickych oligonukleotidd,
traveni restrik&nimi enzymy a mapovani, PCR mapovani, RNAsova
protekce, chemické chybné Stépeni, ligasou zprosttedkovana
detekce a rizné jiné metody. Oligonukleotidy specifické pro
jednotlivé sekvence mohou byt chemicky syntetizovany a
radioaktivn& nebo neradioaktivné (nap¥. biotinem, ethidiumbromid)
znaCeny a hybridizovany na jednotlivé vzorky imobilizované na
membranich nebo na jinych pevnych nosidich (nap¥. "dot-blot" nebo
pfenosem z gell po elektroforese), nebo v roztoku. P¥itomnost
nebo absence cilovych sekvenci miZe byt potom vizualizovéna za
pomoci metod jako je autoradiografie, fluorometrie nebo
kolorimetrie. Tyto postupy mohou byt automatizovény za pouZiti
mnoha kratkych oligonukleotidl zndmé sekvence fixovanych ve znamé
hustot& na silikonové pléatky.

1. Vhodné proby a primery

Pro hybridizaci, RNAsovou protekci, ligasou zprosttedkovanou
detekci, PCR amplifikaci nebo pro jakoukoliv jinou standartni
metodu bude mnoho subsekvenci sekvenci pro preseniliny zde

popsanych pouZitelnych jako proby a/nebo primery. Tyto sekvence a
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subsekvence budou zahrnovat jak normdlni presenilinové sekvence,
tak poSkozujici mutantni sekvence. Obecné&, pouzitelné sekvence
budou obsahovat alespomnli 8 - 9, lépe 10 - 50 a nejlépe 18 - 24
souvislych nukleotidli z presenilinovych intron, exonli nebo
intro/exon spojeni. V zavislosti na cilové sekvenci, poZadované
specificité a budoucim vyvoji techniky mohou mit vyznam také
kratsi sekvence. Proto, jakédkoliv od presenilind odvozena
sekvence, kterd je pouZita pro izolaci, klonovani, amplifikaci,
identifikaci nebo jinou manipulaci s presenilinovou sekvenci miZe
byt povazZovana za vhodnou probu nebo primer. Zejména budou
povaZovany za uzitelné sekvence obsahujici nukleotidové pozice z
genu pro preseniliny, o kterych je zndmo, Ze jsou zde pritomny
chorobu zplsobujici mutace, nebo sekvence, které sousedi s témito

pozicemi.
(a) PS1 proby a primery

Jak bylo uvedeno vyS, bylo nyni identifikovadno mnoho chorobu
zpusobujicich mutaci v lidském PS1 genu. Detekce t&chto a jinych
PS1 mutaci je nyni umoZnéna za pouZiti izolovanych prob
nukleovych kyselin nebo primert odvozenych od normalnich nebo od
mutantnich PS1 genli. Zejména uZitelné jsou proby nebo primery,
odvozené od sekvenci kodujicich N-konec, TM1-TM2 region a TMé6-TM7
region. Jak bylo uvedeno vySe, nicméné&, byly jiZ identifikovéany
mutace, které ovliviiuji jiné regiony PS1 proteinu a, za pouZiti
metod zde popsanych, jich bude vice jednozna&n& identifikovéno.
Proto, predkladany vyndlez poskytuje izolované proby a primery
nukleovych kyselin korespondujici normélnim a mutantnim sekvencim
z jakékoliv ¢asti PS1 genu, v&etn& intronti a 5' a 3' UTR, u
kterych miZe byt uk&z&no, Ze jsou asociovdny s vyvojem
Alzheimerovy choroby.
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Pouze jako p¥iklad, a bez omezeni vyndlezu, mohou byt vyuZity
proby a primery odvozené od hPS1 DNA segmentu bezprostfedné
sousediciho C410Y mutaci ve vySet¥ovacich a diagnostickych
metodach. Tato mutace vznikéd,alespoii u n&kterych jedinct, ze
substituce A za G v pozici 1477 SEQ ID NO: 1. Tak, genomova DNA,
mMRNA nebo cDNA ziskand ze vzork( periferni krve od jedince mohou
byt vySet¥ovany za pouZiti oligonukleotidovych prob nebo primerd
obsahujicich toto potencidlni misto mutace. Pro hybridizadéni
proby pro tuto mutaci mohou byt vyuZity proby o 8 - 50 a lépe
proby o 18 - 24 bazich p¥eklenujici misto mutace (napf?. bp 1467 -
1487 v SEQ ID NO: 1). Pokud mi byt proba poufita s mMRNA, pak by
samoz¥ejmé méla byt komplementdrni k mRNA (a proto korespondujici
nekodujicimu feté&zci PS1 genu). Pro proby pouZité s genomovou DNA
nebo s cDNA miZe byt komplementdrni k oboum Fet&zcli. Pro detekci
sekvenci obsahujicich tuto mutaci PCR metodou by mé€ly vhodné
primery obsahovat sekvence o 8 - 50, a lépe 18 - 24 nukleotidech
délky odvozené od regioni sousedicich s mutaci na kterékoliv
stran€, a které koresponduji pozicim kdekoliv od 1 do 1000 bp,
ale lépe od 1 - 200 bp, vzddlené od mista mutace. PCR primery,
které jsou 5' od mista mutace (na kodujicim fet&zci) by m&ly
korespondovat v sekvenci kodujicimu Fet&zci PS1 genu, zatimco PCR
primery, které jsou 3' k mistu mutace (na kodujicim retézci) by
m&ly korespondovat nekodujicimu nebo anti-sense Yet&zci (napt. 5
primer korespondujici bp 1451 - 1468 SEQ ID NO: 1 a 3' primer
korespondujici komplementu 719 - 699 SEQ ID NO: 14) .

Podobné primery mohou byt vybrany pro jiné PS1 mutace nebo pro
mutace "hot-spots" obecné&. Nap¥iklad, 5' PCR primer pro Mi146L
mutaci (A->C v bp 684) miZe obsahovat sekvenci korespondujici
pfibli%né& bp 601 - 620 SEQ ID NO: 1 a 3 primer miZe



korespondovat komplementu o p¥ibli¥n& 1328 - 1309 SEQ ID NO: 8.
PovSimnéte si, Ze tento p¥iklad vyu¥ivd primerd jak z

intronovych, tak z exonovych sekvenci. Jako jiny p¥iklad, vhodny
5' primer pro A246E mutaci (C->A v bp 985) miZ¥e obsahovat sekvence
korespondujici p¥ibliZné& bp 907 - 925 SEQ ID NO: 1 nebo 3 primer
miZe korespondovat komplementu o p¥ibli#n& 1010 - 990 SEQ ID NO:
1. Jako jiny pfiklad, 5' primer pro H163R mutaci (A->G v bp 736
SEQ ID NO: 1 nebo v bp 419 SEQ ID NO: 9) miZe obsahovat sekvence
korespondujici pf¥ibliZné& bp 354 - 375 SEQ ID NO: 9 nebo 3 primer
miZe korespondovat komplementu o p¥ibli¥n& 581 - 559 SEQ ID NO:
1. Podobn&, mohou byt vyuZity intronové nebo exonové sekvence,
napfiklad, pro produkci 5' primeru pro L286V mutaci (C->G v bp
1104 SEQ ID NO: 1 nebo v bp 398 SEQ ID NO: 11) obsahujici
sekvenci korespondujici p¥ibli¥n& bp 249 - 268 SEQ ID NO: 11 nebo
bp 1020 - 1039 SEQ ID NO: 1, a 3! primery korespondujici
komplementu p¥ibliZné& bp 510 - 491 SEQ ID NO: 11.

Mélo by byt uvedeno, Ze proby a primery mohou obsahovat
specificky mutované nukleotidy. Tak, nap¥iklad, hybridizaéni
proba nebo 5' primer mohou byt produkovdny pro C410Y mutaci tak,
Ze obsahuji sekvenci korespondujici p¥ibliZné& bp 1468 - 1486 SEQ
ID NO: 1 pro vySet¥eni nebo pro amplifikaci normélnich alel, nebo
korespondujici stejné sekvenci, ale s bp korespondujici bp 1477
pozménénou (G->T) pro vyet¥eni nebo amplifikaci mutantnich alel.

(b) PS2 proby a primery

Stejné obecné Gvahy jak byly popsény vy%e s ohledem na proby a
primery pro PS1 mohou byt stejn& aplikovany na proby a primery
pro PS2. Konkrétn&, proby a primery mohou korespondovat
intronovym, exonovym nebo intron/exonovym vazebnym sekvencim,



mohou korespondovat sekvencim z kodujicich nebo nekodujicich

(antisense) ¥etd&zcl, a mohou korespondovat normalnim nebo
mutovanym sekvencim.

Pouze jako p¥iklad, PS1 N141I mutace (A->T v bp 787) mGZe byt
vySetfovédna PCR amplifikaci sousedniho DNA fragmentu za pouZiti
5' primeru korespondujiciho p¥ibli¥n& bp 733 - 751 SEQ ID NO: 18
a 3' primeru korespondujiciho komplementu p¥ibliZn& bp 846 - 829
SEQ ID NO: 18. Podobné&, 5' primer pro M239V mutaci (A->G v bp
1080) miZe obsahovat sekvenci korespondujiciho p¥ibliZ¥n& bp
1009 - 1026 a 3' primer miZe korespondovat komplementu
pEibliZné& bp 1118 - 1101 SEQ ID NO: 18. Jako jiny p¥iklad,
sekvence kodujici region sousedici s I420T mutaci (T->C v bp
1624) miZe byt vySet¥ovana PCR amplifikaci genomové DNA za
pouZiti 5' primeru korespondujiciho p¥ibli¥n& bp 1576 - 1593 SEQ
ID NO: 18 a 3' primeru korespondujiciho komplementu p¥ibliZné& bp
1721 - 1701 SEQ ID NO: 18 pro generovani produktu o 146 parech
bazi. Tento produkt, nap#iklad, miZe byt potom probovan alelové
specifickymi oligonukleotidy pro divoky typ (nap¥. bp 1616 - 1632
SEQ ID NO: 18) a/nebo pro mutantni typ (nap¥. bp 1616 - 1632 SEQ
ID NO: 18 s T->C v bp 1624) sekvence.

(2) Hybridizadni vySet¥ovani

Pro in situ detekci normalnich nebo mutantnich PS1, PS2 nebo
jinych s preseniliny spojenych sekvenci nukleovych kyselin mie
byt standartnimi technikami pfipraven vzorek tkan& a potom miZe
byt uveden do kontaktu s jednou nebo vice z vy&e popsanych prob,
preferované s takovou, ktera je znalena pro usnadn&ni detekce a
test pro hybridizaci nukleovych kyselin je proveden za prisnych
podminek, které umoZiuji hybridizaci pouze mezi probou a vysoce



nebo presné komplementdrnimi sekvencemi. Protofe se v&tfina s

doposud detekovanych mutaci PS1 a PS2 sklada ze substituce jedné
nukleové kyseliny, budou vyZadovany hybridiza&ni podminky vysoké
pfisnosti pro odlifeni normalnich sekvenci od vétS§iny mutantnich
sekvenci. Pokud je znamy presenilinovy genotyp rodidd subjektu,
pak mohou byt proby vybrany podle n&j. Alternativn& mohou byt
vyuZity proby pro mnoho mutant sekvenén& nebo v kombinaci.
ProtoZe vétSina jedincl majicich mutace presenilinu bude
heterozygotnich, mohou byt také poufity proby k normalnim
sekvencim a homozygotni normélni individua mohou byt odligena
podle mnoZstvi vazby (nap¥. podle intensity radioaktivniho
signdlu) . V jiné variaci mi¥e byt vyu¥it test kompetitivni vazby,
ve kterém jsou pouZity jak normdlni, tak mutantni proby, ale
pouze jedna z nich je znadena.

(3) Restrikéni mapovéani

Alterace sekvence mohou také tvo¥it nebo ru¥it nahodni mista
pro restrik&ni enzymy, kterd jsou odhalena pouzitim tréveni
vhodnym enzymem, které je nasedovéno "gel-blot" hybridizaci. DNA
fragmenty nesouci misto (norm&lni nebo mutantni) jsou detekovany
zvySenim nebo snifenim jejich velikosti, nebo zvySenim nebo
sniZenim poltu korespondujicich restrik&nich fragmentdi. Takova
analyza polymorfismu délky restrik&nich fragmentd (RFLP), nebo
restrikéni mapovdni, mi¥e byt pou¥ito s genomovou DNA, mRNA nebo
CDNA. Sekvence pro preseniliny mohou byt amplifikovany PCR za
pouzZiti vySe popsanych primerd pred restrikci, a v tomto pripadé&
miZe délka PCR produktl ukazovat na pritomnost nebo absenci
jednotlivych restrik&nich mist, a/nebo mohou byt podrobeny
restrikci po amplifikaci. Fragmenty presenilind mohou byt
vizualizovédny b&Znymi prostfedky (nap¥. UV sv&tlem za p¥itomnosti



ethidium bromidu) .

Pouze jako priklad je zde uvedeno, %e PS1 M146L mutace (A->C v
bp 684 SEQ ID NO: 1) rusi PsphI misto; H163R mutace (A->G v bp
736) ruSi NlaIII misto; A246E mutace (C->A v bp 985) vytva¥i Ddel
misto; a L286V mutace (C->G v bp 1104) vytvari PvuIIl misto.
Odbornik v oboru si miZe snadno vybrat z mnoha komer&n&
dostupnych restrikénich enzym@ a, na zaklad® normalnich a
mutantnich sekvenci popsanych v p¥edkladaném vynalezu, miaZe
provést analyzu restrik&niho mapovani, kterd bude detekovat v

podstaté& jakoukoliv mutaci presenilind.

(4) PCR mapovani

V jiné serii provedeni mii¥e byt mutace substituce jedné baze
detekovéna v PCR na zdklad& rtizné délky nebo produkce PCR
produktu. Tak, primery, které pfeklenuji mista mutace nebo kter§,
preferovan&, maji 3' konce v mistech mutace, mohou byt vyuZity
pro amplifikaci vzorku genomové DNA, mRNA nebo cDNA od subjektu.
U chyby v mistu mutace miZ%e byt o&ekdvano, ¥e zm&ni schopnost
normalnich a mutantnich primert navodit polymerasovou reakci a,
proto, miZe vést k profilim produkt®, které se 1i%i mezi
normdlnimi subjekty a heterozygotnimi a/nebo homozygotnimi
presenilinovymi mutanty. PCR produkty normdlniho a mutantniho
genu mohou byt rizné separovany a detekovany standartnimi
technikami, jako je polyakrylamidovd nebo agarosova gelova
elektroforesa a vizualizace se znaCenymi probami, ethidium
bromidem a podobné&. Vzhledem k moZnému nespecifickému primingu
nebo preskofeni mist mutace, stejn& jako vzhledem k faktu, Ze
vétS§ina nosiéld mutantnich alel bude heterozygotnich, miZ%e byt
G¢innost této techniky sni%ena.



(5) Elektroforeticki mobilita

Genetické testovani zaloZené na odli¥nostech DNA sekvence miZe
také byt dosaZeno detekci alteraci elektroforetické mobility DNA,
mRNA nebo cDNA fragmentd@ v gelech. Malé delece a inserce
sekvence, naptiklad, mohou byt vizualizovany gelovou
elektroforesou s vysokou rozliSovaci schopnosti jedno nebo dvou
fet&zcové DNA, nebo jako zm&ny v charakteru migrace DNA
heteroduplexii v non-denaturaéni gelové elektroforese. Mutace
presenilinG nebo polymorfismus miZ¥e byt také detekovan metodami,
které vyuzivaji posuny mobility b&hem jednoret&zcového
konforma&niho polymorfisku (SSCP) asociovaného se sekundarni
strukturou mRNA nebo jednofet&zcové DNA.

(6) Chemické Sté&peni chyb

Mutace v presenilinech mohou byt také detekovany vyuZitim
metody chemického St&peni chyb (CCM) (viz nap¥. Saleeba and
Cotton, 1993, a refernce tam uvedené). V této technice mohou byt
proby (ve€t8i neZ 1 b) smiseny se vzorkem genomové DNA, cDNA nebo
MRNA ziskané od subjektu. Vzorek a proby jsou smiseny a podrobeny
podminkam, které umoZiiuji tvorbu heteroduplexi (pokud se né&jaké
tvofri) . Preferovan& jsou jak proby, tak vzorky nukleovych kyselin
dvouret&zcové, nebo mohou proba a vzorek byt spole&né
amplifikovany PCR, pro zajist&ni tvorby vZech moZnych chybnych
heteroduplext. Chybné& spdrované T zbytky jsou reaktivni s oxidem
osmilelym a chybné spdrované C zbytky jsou reaktivni s
hydroxylaminem. ProtoZe kaZdy chybn& sparovany A bude doprovazen
chybné spdrovanym T a kaZdy chybné sparovany G bude doprovazen



chybné sparovanym C, povede jakykoliv rozdil v nukleotidech mezi

probou a vzorkem (v€etné malych inserci a deleci) k tvorbé
alesponl jednoho reaktivniho heterouplexu. Po oSet¥eni oxidem
osmi¢elym a/nebo hydroxylaminem pro modifikaci jakychkoliv

mist chybného parovani, je smé&s podrobena chemickému Stépeni v
jakémkoiv modifikovaném chybné& sparovaném misté&, nap¥iklad,
reakci s piperidinem. Sm&s miZe potom byt analyzovana
standartnimi technikami jako je gelova elektroforesa pro detekci
produktl Stépeni, které budou ukazovat chybné parovéni mezi
probou a vzorkem.

(7) Jiné metody

RUzné jiné metody pro detekci mutaci presenilind, zaloZené na
sekvencich presenilind zde popsanych, budou jasné odbornikim v
oboru. Jakdkoliv z té&chto miZe byt vyuZita v souladu s
pfedkladanym vyndezem. Tyto zahrnuji, ale nejsou omezeny na,
nukleasové protekéni testy (S1 nebo ligasou zprost¥edkované),
ligovany PCR, denaturalni gradientni gelovou elektroforesu (DGGE;
viz napf. Fischer and Lerman, 1983), vyhledavani restrik&nimi
endonukleasami v kombinaci s SSCP (REF-SSCP; viz nap¥. Liu and
Sommer, 1995), a podobné.

D. Jiné vySet¥eni a diagnostika

V dédiénych pripadech, jako primdrni uddlost, a v ned&diénygch
pripadech jako sekundarni uddlost zplisobend stavem choroby, se
miZe vyskytnout abnormdlni zpracovani PS1, PS2, APP nebo proteinl
reagujicich s PS1, PS2 nebo APP. Toto miZe byt detekovano jako
abnormadlni fosforylace, glykosylace, glykaéni amidace, nebo

proteolytické Stépné produkty v télesnych tkénich nebo tekutindch
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(nap¥. CSF nebo krvi).

Diagnosa miZe také byt provedena pozorovanim alteraci v
presenilinové transkripci, tramslaci a posttransladni modifikaci
a zpracovani, stejné& jako alteraci v intraceluldrnim a
extraceluldrnim pfenosu produktu genu pro presenilin v mozku a
perifernich butikdch. Takové zm&ny budou obsahovat alterace v
mnozstvi presenilinové messengerové RNA a/nebo proteinu, alterace
ve fosforyla¢nim stavu, abnormdlni intraceluldrni
umisténi/distribuci, atd. Takové testy budou zahrnovat: Northern
Blots (s presenilin specifickymi a nespecifickymi nukleotidovymi
probami), Western blots a enzymov& vézany imunosorbentni test
(ELISA) (s protilatkami namifenymi specificky k presenilinu nebo
k presenilinové funkéni domén&, v&etn& rliznych post-transladnich
modifikaénich stavi v&etn& glykosylovanych a fosforylovanych
izoforem) . Tyto testy mohou byt provedeny na perifernich tkanich
(napf. krevnich builkdch, plasm&, kultivovangch nebo jinych
fibroblastovych tkénich, atd.) stejn& jako na biopsiich CNS tkani
ziskanych antemortem nebo postmortem, a na mozkomiZni tekutiné&.
Takové testy mohou také obsahovat in situ hybridizaci a
imunohistochemické vySet¥eni (pro lokalizaci messengerové RNA a
proteinu do specifickych subceluldrnich kompdrtm&ntd a/nebo v
neuropatologickych strukturdch asociovanych s t&mito chorobami
jako jsou neurofibrildrni oka nebo plaky amyloidu) .

E. VySetfovaci a diagnostické kity
! !

V souladu s pfedklédan?mqunélezem jsou také poskytnuty
diagnostické kity, které obsahuji reagens nezbytnad pro vyse
popsanéd diagnostickéd vySet¥eni. Nap¥iklad, mohou byt poskytnuty
kity obsahujici protilaﬁky nebo sady protilétek, které jsou

i



specifické pro jeden nebo vice mutantnich epitopi. Tyto

protilatky mohou byt v jednotlivém provedeni znaleny jakymikoliv
standartnimi prost¥edky, které usnadiiuji vizualizaci a vazbu.
Alternativné&, mohou byt poskytnuty kity, ve kterych jsou pritomny
oligonukleotidové proby nebo PCR primery, jak byly popsény vyse,
pro detekci a/nebo amplifikaci mutantnich PS1, PS2 a jinych s
preseniliny spojenych sekvenci. Op&t, takové proby mohou byt
znaleny pro snadn&j¥i detekci specifické hybridizace. podle
vhodnosti pro rtzn& diagnostickd provedeni popsana vyse,
oligonukleotidové proby a protilatky v takovych kitech mohou byt
imobilizovany na substratech a mohou byt poskytnuty vhodné
kontroly.

10. Metody lécby

Pfedklddany vyndlez nyni poskytuje zdklad pro terapeuticky
zasah u onemocnéni, kterd jsou zpisobena, nebo ktera mohou byt
zpisobena, mutacemi presenilinf. jak bylo podrobné popséno vyse,
mutace v PS1 a PS2 genech jsou asociovdny s vyvojem forem
Alzheimerovy choroby s &asnym ndstupem a proto je predkladany
vynalez zejména zam&¥en na ne 1&&bu subjektl s diagnostikovanou
Alzheimerovou chorobou, nebo té&ch, u kterych je riziko jejiho
rozvoje. Ve svétle exprese PS1 a PS2 gend v ruznych tkanich je
nicméné dosti pravd&podobné, %e G&inek mutaci v tomto lokusu neni
omezen na mozek a proto Ze mohou byt p¥i&inou jinych chorob ne%
Alzheimerovy choroby. Proto je predkladany vyndlez také zam&ten
na choroby manifestujici se v jinych tkénich, které mohou vznikat
z mutaci, chybné exprese, chybného metabolismu nebo jingych
zdédénych nebo ziskanych alteraci gent pro preseniliny a genovych
produktid. Krom& toho, adkoliv se Alzheimerova choroba manifestuje
jako neurologické onemocn&ni, mie byt tato manifestace zplsobena



mutacemi v presenilinech, které nejprve ovliviiuji jiné orgénové

tkané (nap¥. jéatra), které potom uvolfiuji faktory, které
ovliviiuji mozkovou aktivitu a nakonec zpUusobuji Alzheimerovu
chorobu. Proto, po zvaZani rGznych terapii uvedenych dale, je
chapano, Ze takové terapie mohou byt zaméfeny na tkan& jiné ne%
je mozkova, jako je srdce, placenta, plice, jatra, kosterni sval,
ledvina a slinivka, kde jsou PS1 a/nebo PS2 také exprivovany.

Bez vazby na jakoukoliv jednotlivou teorii podle vyndlezu se
G¢inek mutaci spojenych Alzheimerovou chorobou zda byt vysledkem
ziskdni nové funkce nebo akcelerace normilni funkce, coZ pfimo
nebo nepfimo zplsobuje aberantni zpracovani prekursorového
proteinu pro amyloid (APP) na AR peptid, abnormdlni homeostasu
fosforylace, a/nebo abnormilni apoptosu v mozku. Takové zidkani
funkce nebo akcelerace funké&niho modelu bude konsistentni s
nastupem symptomd v dosp&losti a s dominantni d&di&nosti
Alzheimerovy choroby. Nicmén&, mechanismus, kterym mohou mutace v
presenilinech zplsobit tyto G&inky zlstava neznamy.

Je znamo, Ze APP miZe byt metabolizovidn dv&ma cestami. V prvni
je APP metabolizovan pasd%i pres Golgiho sit a potom sekre&ni
drahou prost¥ednictvim clathrinem potaZenych val&kld. Zraly APP je
potom pasdzovan do plasmatické membrany, kde je Stépen
@-sekretasou za produkce solubilni frakce (Proteasa Nexin I1)
plus non-amyloiudogeniho C-termindlniho peptidu (Selkoe et al.,
1995; Gandy et al., 1993). Alternativn& made byt zraly APP
nasmérovadn do endosom-lysozomové drahy, kde podléh& St&peni B a
gamma-sekretase za produkce AR peptidu. AR peptidové derivaty APP
Jjsou neurotoxické (Selkoe et al., 1994). Fosforyla¢ni stav bufky
urtuje relativni rovnovadhu mezi «a-sekretasovou

(non-amyloidogenni) a AR drahou (amyloidogenni drdhou) (Gandy et
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al., 1993) a miZe byt modifikovan farmakologicky forbololovymi
estery, agonisty muskarinu a jinymi agens. Fosforyladni stav
buitky se zd& byt ovlivn&n faktory cytosolu (zejména protein
kinasou C) G&inkujicimi pod jednim nebo vice integrdlnimi
membranovymi proteiny v Golgiho siti.

Bez vazby na jakoukoliv jednotlivou teorii podle vynédlezu,
preseniliny, zejména hPS1 a hPS2 (které nesou n&kolik
konsensudlnich sekvenci pro protein kinasu C) mohou byt
integrdlni membrénové proteiny, jejich fosforyladni stav urcuje
relativni rovnovéhu mezi a-sekretasovou a AR drdhou. Tak mutace v
PS1 nebo PS2 genech mohou zplUsobovat alterace ve struktufe a
funkci jejich produktl vedouci k defektnim interakcim s
reguladnimi elementy (nap#¥. protein kiansou C) nebo s APP, co%
zpisobi, Ze APP je nasm&rovédn k amyloidogeni endosom-1lysozomové
draze. Faktory prost¥edi (nap¥. viry, toxiny nebo v&k) mohou mit
také podobny Gfinek na PS1 nebo na PS2.

Opét bez vazby na jakoukoliv jednotlivou teorii podle
vynédlezu je také zaznamendno, ¥e oba PS1 a PS2 proteiny maji
vyznamnou homologii sekvence aminokyselin s lidskymi proteiny
iontovych kandld a receptorti. Naptriklad, PS2 protein vykazuje
vyznamnou homologii k a- podjednotce lidského sodikového kandlu
(E=0,18, P = 0,16, identity = 22 - 27% ve dvou regionech o
alespoii 35 aminokyselinovych zbytcich) za pouZiti BLASTP vzorce
podle Altschula et al., (1990). Jind onemocnéni (jako je maligni
hypertermie a hyperkalemické& periodicka paralyza u 1idi, a
degenerace mechanosensorickych neuronéi u C. elegans) vznikaji z
mutaci iontovych kandlt nebo receptorovych proteinti. Mutace PS1
nebo PS2 genu mohou, proto, postihovat podobné funkce a vést k
Alzheimerové chorob& a/nebo jinym psychiatrickym a neurologickym
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onemocnénim.

Terapie pro 1lé¢bu s preseniliny asociovanych onemocn&ni jako
je AD mohou byt zaloZeny na:

1) podani normédlnich PS1 nebo PS2 proteind,

2) genové terapii normdlnimi PS1 nebo PS2 geny pro kompenzaci
nebo nahrazeni mutantnich gent,

3) genové terapii zaloZené na antisense sekvencich k mutantnim
PS1 nebo PS2 genlm nebo na t&ch, které "knok-outuji" mutantni

geny,

4) genové terapii zaloZené na sekvencich, které koduji
protein, ktery blokuje nebo napravuje S8kodlivy G&inek PS1 nebo
PS2 mutantd,

5) imunoterapii zaloZené na protildtkach k normdlnim a/nebo
mutantnim PS1 nebo PS2 proteindm, nebo

6) na malych molekuldch (lé&ivech), které alteruji expresi PS1
nebo PS2, blokuji abnormdlni interakce mezi mutantnimi formami
PS1 nebo PS2 a jinymi proteiny a ligandy, nebo které jinak
blokuji aberantni funkci mutantnich PS1 nebo PS2 proteint
alteraci struktury mutantnich proteind, zvyZenim jejich
metabolické clearence nebo inhibici jejich funkce.

A. Proteinova terapie

Lélba s preseniliny spojené Alzheimerovy choroby, nebo jinych



onemocnéni vziklych z mutaci presenilinfi. miZe byt provedena

nahrazenim mutantniho proteinu normilnim proteinem, modulovanim
funkce normdlniho proteinu pro redukci G&inku jakékoliv aberantni
funkce mutantnich proteint.

Pro provedeni tohoto je nezbytné ziskat, jak je zde popséano,
velka mnoZstvi v podstat& &istych PS1 proteinu nebo PS2 proteinu
ze systemd kultivovanych bun&k, které mohou exprivovat tento
protein. Dopraveni proteinu do postiZenych oblasti mozku miZe byt
provedeno za pouZiti vhodnych obalovych nebo podavacich systemu
vEetn&, naptiklad, liposomy zprost#edkovaného podéni proteinu
cilovym bufikam.

B. Genova terapie

V jedné serii provedeni mi%e byt vyuZita genova terapie, ve
které jsou normdlni kopie PS1 genu nebo PS2 genu zavedeny
pacientovi pro Uspé&3né kodovani normalniho proteinu v jednom nebo
vice typech postiZenych bun&k. Gen musi byt témto burikkdm dopraven
v takové form&, ve které miZe byt vychytdvan a mife dostatednd
kodovat protein pro poskytnuti efektivni funkce. Tak je
preferovano, aby rekombinantni gen byl operativné& pfipojen na
silny promotor tak, aby byla poskytnuta vysokd hladina exprese,
kterad bude kompenzovat, nebo p¥evafovat, mutantni proteiny. Jak
je uvedeno vySe, rekombinantni konstrukty mohou obsahovat
endogeni nebo exogeni reguladni elementy, indukovatelné nebo
reprivovatelné regulaéni elementy nebo tkéatiove specifické
regulac¢ni elementy.

V jiné serii provedeni mi¥e byt genova terapie vyuZita pro
nahrazeni mutantniho genu homologni rekombinaci s rekombinantnim



konstruktem. Rekombinantni konstrukt miZfe obsahovat normilni

kopii cilového genu pro presenilin, a v tom p¥ipad& je defekt
korigovan in situ, nebo mi%e obsahovat "knock-out" konstrukt,
ktery zavaddi stop kodon, chybnou mutaci nebo deleci, ktera rudi
funkci mutantniho genu. S ohledem na toto by m&lo byt zmin&no, Ze
takovy konstrukt miZe vy¥adit jak normdlni, tak mutantni kopie
cilového genu pro presenilin u heterozygotniho jedince, ale
celkova ztrdta funkce genu pro presenilin mi¥e byt mén& Zkodliva
pro jedince neZ trvald progrese chorobného stavu.

V jiné serii provedeni miZe byt vyuZita antisense genova
terapie. Antisense terapie je zalo¥ena na skute&nosti, %e
sekven&né& specificka suprese genové exprese miZe byt dosaZena
intraceluldrni hybridizaci mezi mRNA nebo DNA a komplementarnimi
antisense druhy. Tvorba hybridiniho duplexu miZe potom
interferovat s transkripci genu a/nebo se zpracovanim,
transportem, transaci a/nebo stabilitou cilové presenilinové
mMRNA. Antisense strategie miZe vyuZivat mnoha piistupd v&etn&
podani antisense oligonukleotidd nebo antisense
oligonukleotidovych analogi (nap¥. analogi s fosforylovanou
kostrou) nebo transfekce s antisense RNA expresnimi vektory.
Opét, takové vektory mohou obsahovat endogeni nebo exogeni
regulalni elementy, indukovatelné nebo reprivovatelné regulaéni
elementy nebo tkéfiov& specifické reguladni elementy.

V jiné serii provedeni mi¥e byt genova terapie pouZita pro
zavedeni rekombinantniho konstruktu kodujiciho protein nebo
peptid, ktery bokuje nebo jinak koriguje aberantni funkci
zplisobenou mutantnim genem pro presenilin. V jednom provedeni
miZe rekombinantni gen kodovat peptid, ktery koresponduje
mutantni doméné presenilinu, o které bylo zjiSténo, %e abnormilné



interaguje s jinym bun&&nym proteinem nebo s jinym bunédnym

ligandem. Tak, nap¥iklad, pokud je o mutantni TM6->7 doméné&
2ji8téno, Ze interaguje s urditym bunéénym proteinem, ale Ze
korespondujici normélni TM6->7 doména nepodléhd této interakci,
miZe byt genové terapie pou¥ita pro poskytnuti p¥ebytku mutantni
TM6->7 domény, kterd miZe souté&Zit s mutantnim proteinem a
inhibovat nebo blokovat aberantni interakci. Alternativné&, &&st
proteinu, kterd interaguje s mutantnim, ale nikoliv s normalnim,
presenilinem, miZe byt kodovdna a exprivovdna rekombinantnim
konstruktem tak, aby sout&fila s, a proto inhibovala nebo
blokovala, aberantni interakci. Kone&né&, v jiném provedeni,
stejny GCinek miZe byt dosafen inserci druhého mutantniho
proteinu genovou terapii v p¥istupu podobném korekci "Deg 1(d)" a
"Mec 4(d)" mutaci u C. elegans inserci mutantnich transgent.

Retrovirové vektory mohou byt pouZity pro genovou terapii pro
somatické builky zejména pro jejich vysokou G&innost infekce a
stabilni integraci a expresi. Cilova bufika musi byt nicméné
schopnd déleni a hladiny exprese normalniho proteinu by m&ly byt
vysoké, protoZe onemocné&ni je dominantni. Kompletni PS1 nebo PS2
geny, subsekvence kodujici funk&ni domény presenilini nebo
jakékoliv iné terapeutické peptidy popsané vySe mohou byt
konovany do retrovirového vektoru a fizeny z jeho endogeniho
promotoru, z retrovirového dlouhého terminalniho repeatu, nebo z
promotoru specifického pro poZadovany typ cilovych bunék (napt.
neuronl) . Jiné virové vektory, které mohou byt pouZity, obsahuji
adeno-asociované viry, virus vakcinie, hov&zi papiloma virus,
nebo herpetické viry jako je virus Epsteina-Barrové.

C. Imunoterapie



Imunoterhpie je pro Alzheimerovu chorobu také mo¥ni.

Protilatky jsou namifeny proti mutantnim PS1 a PS2 proteinim
(nebo jejich &asti) a jsou pacientovi podédny pro vazbu nebo pro
blokovani mutantniho proteinu a pro zabranéni jeho Zkodlivym
G8inkdm. Simult&n&, exprese normilniho proteinového produktu miZe
byt podpofena. Alternativné& jsou protilatky nami¥eny proti '
specifickym komplextm mezi mutantnim nebo divokym typem PS1 nebo
PS2 a jejich interak&nimi partnery.

Dagim pristupem je stimulace endogeni produkce protildtek k
poZadovanému antigenu. Podani miZe byt provedeno ve form&
jednorézového imunogeniho pfipravku nebo vakcinové imunizace.
Imunogeni kompozice mi¥e byt pfipravena jako injikovateln4, jako
kapalny roztok nebo jako emulze. PS1 a PS2 protein nebo jiny
antigen miZe byt smisen s farmaceuticky akceptovatelnym excipiens
kompatibilnim s proteinem. Takovi excipiens mohou zahrnovat vodu,
salinicky roztok, dextrosu, glycerol, ethanol a jejich kombinace.
Imunogeni kompozice a vakciny mohou také dile obsahovat p¥idatné
substance jako jsou emulsifikadni agens nebo adjuvans pro zvySeni
G¢innosti. Imunogeni kompozice a vakciny mohou byt podéany
parenterdlné& injekci subkutan& nebo intramuskul&rné&.

Imunogeni pfipravky a vakciny jsou podany v takovém mnoZstvi,
aby byy terapeuticky G&inné, ochranné a imunogeni. Davkovani
zavisi na zplsobu poddni a bude se velmi 1iSit podle velikosti
pacienta.

D. Terapeutika malych molekul

Jak je zde popséno, poskytuje pfedklddany vyndlez mnoho metod
pro identifikaci malych molekul a jinych sloudenin, které mohou



byt uZite¢né v 1léc¢bé Alzheimerovy choroby a jinych onemocnéni

zpusobenych preseniliny. Tak, napfiklad, predkladany vynédlez
poskytuje metody pro identifikaci vazebnych proteind pro
preseniliny, a zejména, metody pro identifikaci proteind a jinych
bunéénych sloZek, které se vaZi na nebo jinak interaguji s
mutantnimi preseniliny, ale nikoli s normdlnimi preseniliny.
Vyndlez také poskytuje metody pro identifikaci malych molekul,
které mohou byt pouZity pro naruSeni aberantnich interakci mezi
mutantnimi preseniliny a takovymi proteiny nebo jinymi bun&&nymi
slozkami.

Takové interakce, vyZadujici mutantni, ale ne normilni
preseniliny, neposkytuji pouze informaci uZitelnou v pochopeni
biochemické drahy naruSené mutaci v presenilinech, a kauzdlni pro
Alzheimerovu chorobu, ale také poskytuji bezprostfedni
terapeuticky cil pro intervenci v etiologii onemocné&ni.
Identifikaci t&chto proteind a anayzou t&chto interakci je moZné
vySetfovat nebo projektovat sloufeniny, které pusobi proti nebo
brani interakcim, coZ poskytuje moZnou 1é&bu pro abnormialni
interakce. Tato lé&Zba bude mé&nit interakce presenilint s jejich
partnery, ménit funkci interagujiciho proteinu, m&nit mnoZstvi
nebo tkatiovou distribuci exprese interak&nich partnerd nebo m&nit
podobné vlastnosti u presenilind samotnych.

Terapie mohou byt projektovany pro modulaci té&chto interakci a
tak pro modulaci Alzheimerovy choroby a jinych stavi asociovanych
se ziskanymi nebo d&dilnymi abnormalitami PS1 nebo PS2 gend nebo
jejich genovych produktli. Potencidlni G&innost této terapie miZe
byt testovédna analyzovanim afinity a funkce t&chto interakci po
expozici terapeutického agens standartnimu farmakokinetickému
meé¥eni afinity (Kd a Vmax atd.) za pouZiti syntetickych peptida



nebo rekombinantnich protein korespondujicich funkénim doménam

PS1 genu, PS2 genu nebo jinych presenilinoviych homologi. Jina
metoda pro testovani G&¢inku takovych interakci obsahujicich
funkéni domény jako jsou hydrofilni smylky je monitorovani zmé&n v
intracelularnim p¥enosu a posttransladni modifikaci relevantniho
genu in situ hybridizci, imunohistochemii, Western blotem a
metabolickymi pulsnimi radioaktivné€ znaenymi studiemi studiemi
za pritomnosti nebo za absemnce terapeutikych agens. Daldi
metodou je monitorovani G&¢inkd "downstream" d&jt, jako jsou (i)
zmény v intraceluldrnim metabolismu, p¥enosu a zamé&¥eni APP

a jeho produktd; (ii) zmény v dé€jich druhého posla, nap¥. cAMP
intracelularni Ca®**, aktivity protein kinas atd.

Jak bylo uvedeno vy$e, mohou byt preseniliny zahrnuty v
metabolismu APP a fosforylacdni stav presenilinG miZe byt zdsadni
pro rovnovdhu mezi a-sekretasovou a AR drdhou ve zpracovani APP.
Za pouZiti transformovanych bunék a zvi¥ecich modelll podle
predklddaného vyndlezu je moZné lépe pochopit tyto drdhy a
aberantni déje, které se vyskytuji u presenilinovych mutantl. Za
pouziti té&chto znalosti je moZné projektovat terapeutické
strategie plsobici proti Skodlivym G&inkim presenilinovych

mutantl.

Pro 1é&bu Alzheimerovy choroby, nap¥iklad, miZe byt
fosofrylaéni stav PS1 pozméné&n chemickymia biochemickymi agens
(napf. 1léky, peptidy a jinymi sloudeninami), které m&ni aktivitu
protein kinasy C a jinych protein kinas, nebo které m&ni aktivitu
protein fosfatas, nebo které modifikuji dostupnost PS1, ktery ma
byt posttranslaéné& modifikovan. Interakce kinas a fosfatas s
presenilinovymi proteiny a interakce presenilinovych proteind s
jinymi proteiny obsaZenymi v p¥enosu APP v Golgiho siti, mohou




byt modulovany ke sniZeni Golgiho v&&k do endosom-lysozomové

drahy, coZ inhibuje produkci AR peptidu. Takové slou&eniny budou
zahrnovat peptidova analoga APP, PS1, PS2 a jinych homologl
presenilinu, stejn& jako jiné interagujici proteiny, lipidy,
cukry a agens, kterd navozuji rdznou glykosylaci PS1, PS2 a/nebo
jejich homologl; agens, kterd mé&ni biologicky polodas
presenilinové mRNA nebo proteinli. v&etn& protildtek a antisense
oligonukleotidl; a agens, kterd pusobi na PS1 a/nebo PS2
transkripci.

U¢inek t&chto agens v bun&énych liniich a na zvifatech miZe
byt monitorovan monitorovanim transkripce, translace a
post-transladni modifikace PS1 a/nebo PS2 (napt. fosforylace nebo
glykosylace), stejn& jako monitorovanim intraceluldrniho p¥enosu
PS1 a/nebo PS2 pfes rtizné intraceluldrni a extraceluldarni
kompartmenty. Metody pro tyto studie zahrnuji Western a Norther
bloty, imunoprecipitaci po metabolickém zna&eni ("pulse-chase")
radioznafenym methioninem a ATP, a imunohistochemii. U&inek
téchto agens miZe byt také monitorovan za pouZiti studii, které
vy8etfuji relativni vazebné afinity a relativni mno¥stvi PS1
a/nebo PS2 proteinl obsaZenych v interakcich s protein kinasou C
a/nebo APP za pouZiti bud standartnich testi vazebné afinity nebo
ko-presipitace a Western blotl za pouZiti protildtek k protein
kinase C, APP, PS1, PS2 nebo jinym presenilinovym homologim.
U¢inek t&chto agens mi¥e byt také monitorovédn hodnocenim produkce
AR peptidd ELISA pfed a po expozici putativnimu terapeutickému
agens (viz nap¥. Huang et al., 1993). U&inek miZe byt také
monitorovan hodnocenim Zivotaschopnosti bun&®ngch linii po
expozici solim hliniku a/nebo AR peptidim, o kterych se soudi, e
jsou neurotoxické u Alzheimerovy choroby. Kone&né&, G&inek té&chto
agens miZe byt také monitorovan hodnocenim kognitivni funkce



zvifat nesoucich normdlni genotypy v APP a/nebo jejich

presenilinovych homologdch, zvi¥at nesoucich APP transgeny (s
nebo bez mutaci), zvifat nesoucich lidské presenilinové transgeny
(s nebo bez mutaci), nebo nesoucich jakékoliv kombinace vySe
uvedenych.

Podobn&, jak bylo uvedeno vySe, preseniliny mohou byt obsaZeny
v regulaci Ca®* jako receptory nebo jako iontové kandly. Tato
role presenilini miZe byt také vySet¥ovdna za pouZiti bun&&nych
linii a zvifecich modelld podle p¥edkl&ddaného vyndlezu. Vzhledem k
témto vysledklm nlZe byt produkovan test pro Alzheimerovu
chorobu pro detekci abnormdlni receptorové funkce nebo abnormalni
funkce iontového kandlu spojenou s abnormalitami, které jsou
ziskany nebo zd&dény v genech pro preseniliny nebo jejich
produktech, nebo v jednom z homolognich gen nebo jejich
produktech.Tento test miZe byt proveden jak in vivo, tak in vitro
méfenim pritoku iontovym kandlem a/nebo transmembrinového napéti
nebo proudu za pouziti néplastovych svorek, nap&tovych svorek a
fluorescentnich barviv sensitivnich na intraceluldrni vapnik nebo
na transmembrénové napé&ti. Defektni funkce iontového kandlu nebo
receptoru miZe také byt mé&Ffena aktivaci druhého posla jako je
cyklicky AMP, cGMP tyrosin kinasa, fosfatasa, zvySeni hladin
intraceluldrniho Ca®*, atd. Také mohou byt rekonstruovany
rekombinantné& vyrobené proteiny v arteficidlnich membrénovych
systemech pro studium vodivosti iontového kandlu. Terapie, které
ovliviiuji Alzheimerovu chorobu (zpisobenou ziskanymi nebo
zdédénymi defekty v PS1 genu nebo v PS2 genu; zptsobenou defekty
v jiné dréaze, které vedou k této chorob&, jako jsou mutace v APP;
a zpusobenou faktory prost¥edi) mohou byt testovany analyzou
jejich schopnosti modifikovat abnormdlni funkci iontového kanialu

enbo receptoru indukovanou mutaci v genu pro presenilin.Terapie



mohou byt také testovdny jejich schoppnosti modifikovat normilni

funkci iontového kandlu nebo kapacity receptoru presenilinovych
proteinli. Takové testy mohou byt provedeny na kultivovanych
buiikdch exprivujicich normdlni nebo mutantni PS1 geny/ genové
produkty nebo PS2 geny/genové produkty. Takové studie mohou také
byt provedeny na buiikdch transfektovanych vektory schopnymi
exprese presenilind, nebo funk&nich domén jednoho z presenilindg,
v normdlni nebo mutantni form&. Terapie pro Alzheimerovu

chorobu mohou byt navrZfeny pro modifikaci abnormilni funkce
iontového kandlu nebo receptoru PS1 genu nebo PS2 genu. Takovymi
terapeutickymi l&tkami mohou byt b&Zna lé¢iva, peptidy, cukry
nebo lipidy, stejné& jako protildtky nebo jiné ligandy, které
ovliviiuji vlastnosti PS1 nebo PS2 genového produktu. Takové
terapie mohou také byt provedeny pfimym nahrazenim PS1 genu
a/nebo PS2 genu genovou terapii. V pfipadé iontového kandlu miZe
byt genova terapie provedena za pouZiti bud minigent (cDNA plus
promotoru), nebo genomovych konstruktti nesoucich genomové DNA
sekvence pro ¢asti nebo pro cely gen pro presenilin. Mutantni
presenilinové nebo homologni genové sekvence mohou také byt
pouzity pro brané&ni Gdinku dédiénych a ziskanych abnormalit v
genech pro preseniliny jak bylo nedavno provedeno nahrazenim Mec
4 aDeg 1 u C. elegans (Huang and Chalfie, 1994). Terapie miZe
také byt zam&¥ena na posileni funkce receptoru nebo iontového
kanalu jednoho homologu, tak jako je PS2 gen, tak, aby mohl
potencidlnmé& p¥evzit funkce mutantni formy jiného homologu (nap¥.
PS1 genu, ktery je defektni diky ziskanym nebo dédidnym
defektlm) . Terapie za pouZiti antisense oligonukleotidd pro
blokovani exprese mutantniho PS1 genu nebo mutantniho PS2 genu,
koordinovand s genovym nahrazenim normialniho PS1 nebo PS2 genu
miZe také byt aplikovéna za pouziti standartnich technik bud’
genové terapie, nebo terapie proteinové néhrady.




Prikl rovedeni nilezu

Priklad 1

Vyvoj genetického, fyzikalniho "obsahu" a transkrip&ni mapy
minimdlniho kosegrega&niho regionu

CEPH MegaYac a RPCI PAC lidské knihovny celkové genomové DNA
byly prohledavany na klony, obsahujici genomové DNA fragmenty z
AD3 regionu chromosomu 14g24.3 za pouZiti oligonukleotidovych
prob pro kaZzdy z 12 SSR makerovych lokus@l pouZitych ve studiich
genetické vazby, stejné& jako za pouZiti daldich markerd
(Albertsen et al., 1990; Chumakov et al., 1992; Iocannu et al.,
1994) . Vzdalenosti v genetické map& mezi kafdym markerem jsou
znazornény nad sousednimi dseky, a jsou odvozeny od publikovanych
dat (NIH/CEPH Colaborative Mapping Group, 1992; Wang, 1992;
Weissenbach et al., 1992; Gyapay et al., 1994). Klony ziskané pro
kaZdy pocadtelni markerovy lokus byly sestaveny do *adnych serii
Casteln& se prekryvajicich klond ("sousedd") za pouziti &ty¥
nezavislych metod. Prvni, sekvence representujici konce YAC
insertd byly izolovény inversnim PCR (Riley et al., 1990)

a hybridizovany na Southern blot panely obsahujici produkty
restrikéniho tradveni DNA ze vSech YAC klonii ziskanych pro vechny
polatelni lokusy tak, aby se identifikovaly jiné YAC klony
nesouci prekryvajici se sekvence. Za durhé, byla provedena
inter-Alu PCR na kaZdém YAC a vze§lé vzorky prou¥kd byly
srovnavany mezi pooly ziskanych YAC klont tak, aby se
identifikovaly jiné klony nesouci prekryvajici se sekvence
(Bellamne-Chartelot et al., 1992; Chumakov et al., 1992). Za
tfeti, pro vylepSeni specificity Alu-PCR vyhledavani byla YAC DNA



restrihovadna HaeIII nebo Rsal, restrik&ni produkty byly

amplifikovany jak Alu, tak L1H konsensudlnimi primery a produkty
byly vySetfovany polyakrylamidovou gelovou elektroforesou.
Kone¢n&, protoZe dal8i STS byly generovdny v prib&hu vyhledavani
transkribovanych sekvenci, byly tyto STS také pouZity pro
identifikaci p¥ekryvajicich se klond. Vysledné sousedici dseky
byly kompletni krom& jediné diskontinuity mezi YAC932C7 nesoucim
D14S53 a YAC746B4 nesoucim D14S61. Fyzikalni mapa poradi STS

v sousednich {isecich byla v souladu s mapou genetické vazby pro
tento region (NIH/CEPH Colaborative Mapping Group, 1992; Wang and
Weber, 1992; Weissenbach et al., 1992; Gyapay et al., 1994).
Nicmén&, stejné€ jako v genetrickych mapéach, nebylo mo¥né
jednozna&né vyF¥eSit relativni ¥&d lokus@ v D14S43/D14S71
seskupeni a D14S76/D14S273 seskupeni. PAC1 klony naznadovaly, Ze
D14S277 je telomericky k D14S268, zatimco genetické mapovani
naznacovaly opalné potradi. D&le, n&kolik STS prob selhalo pri
detekci hybridizaénich vzorkd u alespoti jednoho YAC klonu,

u kterého, na zdklad& nejSetrndjZi konsensudlni fyzik&lni mapy

a z genetické mapy, bylo predpokl&ddno, Ze obsahuje tento STS.
Napfiklad, D14S268 (AFM265) a RSCAT7 STS sou nep¥itomné

v YAC788H12. ProtozZe tyto vysledky byly reprodukovatelné

a vyskytovaly se s n€kolika rlznymi STS markery, odréZeji tyto
vysledky s nejv&t8i pravd&podobnosti p¥itomnost malych
intersticidlnich deleci v jednom z YAC klond.

Priklad 2

Kumulativni dvoubodové lod skore pro chromosomové 14q24.3
markery

Genotypy v kaZdém polymorfnim mikrosatelitnim markerovém
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lokusu byly urleny PCR ze 100 ng genomové DNA od vZech dostupnych
postiZenych nebo nepostiZenych &lent rodokmenu jak bylo popséno
dfive (St. George-Hyslop et al., 1992) za pouZiti sekvenci
primerG specifickych pro kaZdy mikrosatelitni lokus (Weissenbach
et al., 1992; Gyapay et al., 1994). Normdlni popula&ni frekvence
kaZdé alely byla uréena za pouZiti manZeld a jinych neurologicky
normdlnich subjektl ze stejné etnocké skupiny, ale nelifila se
signifikantn& od frekvence stanovené pro smiSenou Kavkazskou
populaci (Weissenbach et al., 1992; Gyapay et al., 1994).
Maximadln& pravdé&podobné kalkulace hodnocené ve v&ku nédstupu
korekce, frekvence markerové alely odvozené od publikovanych
serii smiSenyCH Kavkazskych subjektd a stanovené frekvence alel
pro AD3 mutaci 1:1000 byly jak bylo d¥ive popsédno (St.
George-Hyslop et al., 1992). Analyzy byly opakovany za pouZiti
stejnych frekvenci markerovych alel a za pouZiti fenotypové
informace pouze od postiZenych &lent rodokmenti jak bylo d¥ive
popsano pro zajiSté&ni toho, Ze nepfesnosti v hodnocenych
parametrech pouzZitych v kalkulacich maximdlni pravd&podobnosti
nebudou zavadéjici pro analyzu (St. George-Hyslop et al., 1992).
Tyto dopliikové analyzy nealterovaly signifikantn& ani dikazy
podporujici vazbu, ani objev rekombinantnich d&ja.

Priklad 3
Haplotypy mezi sousedicimi markery segreguji s AD3 ve FAD

Haplotypy v rozsahu mezi centromerickymi a telomerickymi
sousedicimi markery na pivodni kopii chromosomu 14 segregujici s
AD3 u Ctrnacti FAD rodokmendl s €asnym nidstupem FAD (rodokmeny
NIH2, MGH1, Torl.l, FAD4, FAD1l, MEX1l a FAD2) ukazovaly
rodokmenové specifické lod skore > +3,00 s alespoil jednim
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markerem mezi D14S258 a D14S53. Identické &&ste&né haplotypy jsou
pozorovany ve dvou regionech onemocné&ni nesouciho chromosomu
segregujiciho v nékolika rodokmenech podobného etnického puvodu.
V regionu A jsou podilici se alely pozorovany v D14S268 ("B":
velikost alely = 126 bp, frekvence alely u normdlni Kavkazské
populace = 0,04; "C": velikost = 124 bp, frekvence = 0,38);
D14S277 ("B": velikost = 156 bp, frekvence = 0,19; "C": velikost
= 154 bp, frekvence = 0,33); a RSCAT6 ("D": velikost = 111 bp,
frekvence = 0,25; "E": velikost = 109 bp, frekvence = 0,20; "F":
velikost = 107 bp, frekvence = 0,47). V regionu B jsou alely
identické velikosti pozorovany v D14S43 ("A": velikost = 193 bp,
frekvence = 0,01; "D": velikost = 187 bp, frekvence = 0,12; "E":
velikost = 185 bp, frekvence = 0,26; "I": velikost = 160 bp,
frekvence = 0,38; D14S273 ("3": velikost = 193 bp, frekvence =
0,38; "4": velikost = 191 bp, frekvence 0,16; "5": velikost =
189 bp, frekvence = 0,34; "6": velikost 187 bp, frekvence =
0,02) a D14S76 ("1": velikost = bp, frekvence = 0,01),; m"5n":
velikost = bp, frekvence = 0,38); "6": velikost = bp, frekvence
= 0,07); "9": velikost = bp, frekvence = 0,38). Viz Sherrington
et al., (1995) pro podrobnosti.

P¥iklad 4

Ziskani transkribovanych sekvenci z AD3 intervalu

Putativni transkribované sekvence kodované v AD3 intervalu
byly ziskdny za pouZiti p¥imé hybridizad®ni metody, ve které byly
kratké hybridiza¥ni fragmenty generované z 1lidské mozkové MRNA
hybridizovany na imobilizované klonované genomové cDNA fragmenty
(Rommens et al., 1993). Vzniklé kratké putativné transkribované
sekvence byly pouZity jako proby pro ziskani del&ich transkriptd
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z knihoven lidské mozkové cDNA (Stratagene, La Jolla). Fyzik&lni
umisténi origindlnich krdtkych klond a nisledn& ziskanych del¥ich
cDNA klonll bylo stanoveno analyzou hybridizaénich vzorkt
generovanych hybridizaci proby na Southern bloty obsahujici panel
EcoRI travenych celkovych DNA vzorkl izolovanych od jednotlivych
YAC klonlG v sousedicich Gisecich. Sekvence nukleotidd ka¥dého z
delSich cDNA klonl byla ur&ena automatizovanym cyklickym
sekvencovanim (Applied Biosystems Inc., CA), a byla srovnéna s
jinymi sekvencemi v nukleotidové a proteinové databasy za pouZiti
blast algoritmu (Altschul et al., 1990). P¥irustkova &isla pro
transkribované sekvence jsou: L40391, L40392, L40393, L40394,
L40395, L40396, L40397, L40398, L40399, L40340, L40341, L40342 a
L40343.

Priklad 5

Lokalizace mutaci v PS1 genu za pou¥iti restrikénich enzymd

P¥itomnost A246E mutace, ktera vytvari Ddel restrikéni misto,
byla testovdna v genomové DNA PCR za poufiti koncové& znacenych
primerd korespondujicich v podtat& bp 907 - 925 v SEQ ID NO: 1 a
neznacenych primerd korespondujicich komplementu bp 1010 - 990 v
SEQ ID NO: 1, za amplifikace 84 bp genomového exonového fragmentu
za pouZiti 100 ng genomového DNA templdtu, 2 mM MgCl_,, 10 pmol
aZdého primeru, 0,5 U Tag polymerasy, 250 UM dNTP pro 30 cykla 95
°C x 20 sekund, 60 °C x 20 sekund, 72 °C x 5 sekund. Produkty
byly inkubovény s pfebytkem DdeI po 2 hodiny podle protokolu
vyrobce a vzniklé restrikéni fragmenty byly vySet¥ovény na 6%
nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu a vizualizovany
autoradiografii. PF¥itomnost mutaci byla odvozena ze Stépeni 84 bp
fragmentu diky pritomnosti Ddel restrik&niho mista. V&ichni
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postiZeni &leni FAD1 rodokmenu a n&kolik rizikovych &lend neslo
DdeI misto. Nikdo z oblig&tné& neposti¥enych (t&ch jedincii, kte¥i
nemaji onemocnéni a maji v&k vyS5i ne¥ 70 let) a nikdo z
normdlnich kontrol nenesl Ddel mutaci.

Priklad 6

Pritomnost C410Y mutace byla testovdna za pouZiti alelové&
specifickych nukleotidld. 100 ng genomové DNA bylo amplifikovano
za pouZiti primeru exonové sekvence korespondujiciho bp 1451 -
1468 SEQ ID NO: 1 a proté&j8iho primeru intronové sekvence
korespondujiciho komplementdrnim bp k bp 719 - 699 SEQ ID NO: 14
za pouZiti vySe uvedenych reak&nich podminek krom& 2,5 mM MgCl_,
a podminek cyklu 94 °C x 20 sekund, 58 °C x 20 sekund, 72 °C
X 10 sekund. Vznikly 216 bp genomovy fragment byl denaturovan
10-nasobnym ¥ed&nim v 0,4 M NaOH, 25 mM EDTA a byl vakuové
"slot-blotovan" na dvojité nylonové membrény. Koncové znadeny
primer tdivokého typu" (korespondujici bp 1468 - 1486 SEQ ID NO:
1) a koncov& znafeny "mutantni" primer (korespondujici stejné
sekvenci, ale s G->A substituci v pozici 1477) byly hybridizovany
na separatni kopie slot-blotovych filtr@ v 5 x SSC, 5 xc Denhart,
0,5% SDS po 1 hodinu p¥i 48 °C a potom byly promyty ndsledn& v 2
x SSC pri 23 °C a 2 x SSC, 0,1% SDS p¥i 50 °C a potom exponovany
na rentgenovém filmu. V8ichni testovatelni posti¥eni &leni stejné
jako néktefi rizikovy &leni AD3 a NIH2 rodokmenti m&li C410Y
mutaci. Pokusy o detekci C410Y mutace SSCP odhalil, Z%e spoleény
polymorfismus intronové sekvence migroval se stejnymi SSCP
vzorky.

Priklad 7
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Northern hybridizace demonstrujici expresi PS1 proteinové
mmRNA v raznych tkanich

Celkova cytoplasmatickd RNA byla izolovéna ze vzorkl ruznych
tkani (v&etn& srdce, mozku, a riznych regiond placenty, plic,
jater, kosterniho svalu, ledvin a slinivky) ziskanych od
chirurgického patologa za pouZiti standartnich postupd jako je
CsCl purifikace. RNA byla potom elektroforesovéana na
formaldehydovém gelu pro umoin&ni frakcionace podle velikosti.
Byla Fripravena nitrocelulosovad membrana a RNA byla potom
transferovdna na membrdnu. >2P-znalené cDNA proby byly pfipraveny
a pridédny na membrénu pro hybridizaci mezi probou a RNA. Po
promyti byla membrédna obalena v plastovém filmu a umisténa do
zobrazovacich kazet obsahujicich rentgenovy film. Autoradiagrafy
byly potom vyvijeny po jeden aZ né&kolik dni. Velikost byla
stanovena srovnadnim se standartnimi RNA markery. Analyza
autoradiografii odhalila prominentni prouZe velikosti 3,0 kb (viz
obrazek 2 podle Sherrington et al., 1995). Northern bloty
demonstrovaly, e PS1 gen je exprivovan ve vSech vySet¥ovanych
tkanich.

Priklad 8
Eukaryotické a prokaryotické expresni vektorové systemy

Konstrukty vhodné pro pouZiti v prokaryotickych a
eukaryotickych expresnich systemech byly generovdny za pouZiti
t#i raznych t¥id insertd PS1 nukleotidové cDNA sekvence. V prvni
t¥id&, nazyvané konstrukty plné délky, je cela PS1l DNA sekvence
insertovana do expresniho plasmidu ve spravné orientaci a
obsahuje jak prirozeny 5' UTR, tak 3' UTR sekvence stejné& jako
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cely otevreny Cteci rameek. Otevieny &teci ramedek nese kazetu
nukleotidové sekvence, kterd umoZifiuje, aby byl bud otev¥eny &teci
rameCek divokého typu obsa¥en v expresnim systemu, nebo
alternativné, aby jedna nebo kombinace dvojitych mutaci mohla byt
insertovéna do otevfeného &teciho rame&ku. Toto bylo provedeno
odstranénim restrik&niho fragmentu z divokého typu otev¥eného
Eteciho rémelku za pouZiti enzymi NarI a PflmI a jeho nahrazenim
podobnym fragmentem generovanym reversni transkriptasovou PCR a
nesoucim nukleotidovou sekvenci kodujici bud M146L mutaci, nebo
H163R mutaci. Druhy restrikdni fragment byl odstran&n z divokého
typu normdlni nukleotidové sekvence pro otevreny Cteci ramedek
Stépenim enzymy PfmlI a Ncol a restrikénim fragmentem nesoucim
nukleotidovou sekvenci kodujici A246E mutaci, A260V mutaci. A285V
mutaci, L286V mutaci, L392V mutaci nebo C410Y mutaci. Treti
varianta, nesouci kombinaci bud M146L nebo H163R mutaci v tandemu
s jednou ze zbyvajicich mutaci, byla provedena vazbou NarI-PflmI
fragmentu nesouciho jednu z d¥ive uvedenych mutaci a PflmI-Ncol
fragmentu nesouciho jednu z pozd€ji uvedenych mutaci.

Druha t¥ida cDNA insertf, nazyvana zkrécené konstrukty, byla
konstruovana odstran&nim 5' UTR a &&sti 3' UTR sekvence z
kompletni sekvence divokého typu nebo mutantni cDNA sekvence. 5'
UTR sekvence byla nahrazena syntetickym oligonukleotidem
obsahujicim KpnI restrik&ni misto (GGTAC/C) a malou sekvenci
(GCCACC) pro vytvoreni Kozak inicia&niho mista okolo ATG v
polatku PS1 ORF (bp 249 - 267 SEQ ID NO: 1). 3' UTR byl nahrazen
oligonukleotidem korespondujicim komplementu bp 2568 - 2586 SEQ
ID NO: 1 s arteficidlnim EcoRI mistem v 5' konci. Mutantni
varianty tohoto konstruktu byly potom vytvo¥eny inserci
mutantnich sekvenci popsanych vy&e v NarI-PflmI a PsImI-NcoIl
mistech jak bylo popséno vyse.



Tfeti t¥ida konstrukt® obsahovala sekvence odvozené od klonu

cc44, ve kterém alternativni sest¥ih Exonu 4 vedl k eliminaci
¢ty¥ech zbytkl v N-konci (SEQ ID NO: 3).

Pro eukaryotickou expresi byly tyto rtizné cDNA konstrukty
nesouci sekvence divokého a mutantniho typu jak byly popsény
vy8e, klonovany do expresniho vektoru pZeoSV, ve kterém byla SV60
promotorova kazeta odstran&na restrik&nim travenim a byla
nahrazena CMV promotorovym elementem PCcDNA3 (Invitrogen). Pro
prokaryotickou expresi byly konstrukty vyrobeny za pouziti
glutathion S-transferasa (GST) fisniho vektoru PGEX-kg. Inserty,
které byly p¥ipojeny na GST fiasni nukleotidové sekvence jsou
stejné nukleotidové sekvence jako byly popséany vy8e nesouci bud’
normalni sekvence nukleotidd oteviendho &teciho ramecku, nebo
nesouci kombinace jednotliych a dvojitych mutaci jak bylo popséno
vy8e. Tyto GST fasni konstrukty umoZiiovaly expresi S&ste&ného
nebo celého proteinu v systemech prokaryotickych bun&k jako
mutantni nebo divoky typ GST fdsnich proteint, coZ umoZiovalo
purifikaci kompletniho proteinu nasledovanou odstranénim GST
fsniho produktu trdvenim trombinem. DalZi cDNA konstrukty byly
vyrobeny s GST flsnim vektorem pro umo¥n&ni produkce
aminokyselinové sekvence korespondujici hydrofilni acidické
smyCkové domén& mezi TM6 a TM7 Uplného proteinu, bud jako divoky
typ nukleotidové sekvence nebo jako mutantni sekvence nesoucs bud’
A285V mutaci, L286V mutaci nebo L392V mutaci. Toto bylo provedeno
odebranim sekvenci divoké&ho nebo mutantniho typu z vhodnych
zdroji RNA za pouZiti 5' oligonukleotidového primeru
korespondujiciho bp 1044 - 1061 SEQ ID NO: 1 s 5' BamHT
restrikénim mistem (G/GATCC), a 3' primeru korespondujiciho
komplementu bp 1476 - 1458 SEQ ID NO: 1 S 5' ECORT restrik&nim
mistem (G/AATTC). Toto umo®nilo klonovani vhodné nukleotidové
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sekvence mutantniho nebo divokého typu korespondujici hydrofilni
acidické smy&kové domén& v BamHI a EcoRI mistech v PGEX-KG
vektoru.

Priklad 9

Lokalizace dalSich mutaci v PS1 genu

Mutace v PS1 genu mohou byt testovany mnoha strategiemi (pr¥imé
sekvencovani nukleotidli, alelové& specifickymi oligonukleotidy,
liga¢ni polymerasovou ¥et&zovou reakci, SSCP, RFLP) za pouzZiti
RT-PCRproduktll representujicich zralé mRNA/cDNA sekvence nebo
genomovou DNA. Pro A260V a A285V mutace mi¥e byt genomova DNA
nesouci exon amplifikovdna za pouZiti stejnych PCR primerd a
metod jako pro L286V mutaci.

PCR produkty byly potom denaturovany a "slot-blotovany" na
dvojité nylonové membrany za pou¥iti slot blot protokolu pro
C410Y mutaci.

A260V mutace byla odeditdna na t&chto blotech za pouziti
hybridizace koncov& zna&enych alelové specifickych
oligonukleotidd korespondujicich divokému typu sekvence (bp 1017
- 1036 SEQ ID NO: 1) nebo mutantni sekvenci (bp 1017 - 1036 SEQ
ID NO: 1 s C->T v bp 1027) hybridizaci p¥i 48 °C po které
nasledovalo promyti p¥i 52 °C v 3x SSC pufru obsahujicim 0,1%
SDS. A285V mutace byla ode&itédna na t&chto slot blotech jak bylo
uvedeno vySe, krom& pouZiti alelove specifickych oligonukleotida
pro divoky typ sekvence (bp 1093 - 1111 SEQ ID NO: 1) nebo
mutantniho primeru (bp 1093 - 1111 SEQ ID NO: 1 s C->T v bp 1102)
pfi 48 °Cjak bylo uvedeno vySe, krom& toho, Ze promyvaci roztok
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byl 2x SSC.

L392V mutace byla odeliténa amplifikaci exonu z genomové DNA
za pouZiti primerG (5' korespondujicich bp 439 - 456 SEQ ID NO:
14 a 3' komplementdrnich k 719 - 699 SEQ ID NO: 14) za pouziti
standartnich PCR pufrovacich podminek krom& toho, ¥e koncentrace
hof&iku byla 2 mM a podminky cykluy byly 94 °C x 10 sekund, 56 °C
x 20 sekund a 72 °C x 10 sekund. Vznikly genomovy fragment o 200
parech bazi byl denaturovén jak je popséno pro C410Y mutaci a
slot-blotovén na dvojité nylonové membrény. P#itomnost nebo
absence mutace byla potom ode&itdna podle rtizné hybridizace s bud
divokym typem koncové zna&eného oligonukleotidu (bp 1413 - 1431
SEQ ID NO: 1) nebo s koncové& zna&enym mutantnim primerem (bp 1413
- 1431 SEQ ID NO: 1 s C->G v bp 1422) hybridizaci p#i 45 °C a
potom nadslednym promytim v 2x SSC p¥i 23 °C a potom p¥i 68 °C.

P¥iklad 10
Produkce protiléatek

Peptidové antigeny korespondujici &&stem psl proteinu byly
syntetizovény technikou pevné faze a byly purifikovany reversni
fazi vysokotlaké kapalinové chromatografie. Peptidy byly
kovalentné vazany na "keyhole" prilipkovy hemocyanin (KLH) cestou
disulfidové vazby, coZ umo¥nilo pridéni cysteinového zbytku
C-konec peptidu presenilinového fragmentu. Tento dal&i zbytek
nebyl v proteinové sekvenci normilni a byl obsaZen pouze pro
usnadnéni vazby na KLH molekulu. Specifické presenilinové
sekvence, proti kterym byly protilatky namifeny, jsou
nasledujici:
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Polyklondlni protilatka &. hPS1 antigen (SEQ ID NO: 2)
1142 30 - 44
519 109 - 123
520 304 - 318
1143 346 - 360

Tyto sekvence jsou obsaZeny ve specifickych doméndch PS1
proteinu. Napfiklad, zbytky 30 - 44 jsou v N-konci, zbytky 109 -
123 jsou v TM1->2 smy&ce a zbytky 304 - 318 a 346 - 360 jsou ve
velké TM6->7 smy&ce. Ka¥dd z t&chto domén je vystavena do vodné
media a miZe byt zahrnuta ve vazb& na jiné proteiny z&sadni pro
vyvoj fenotypu onemocnéni. Volba peptidl byla zaloZena na analyze
proteinové sekvence za pouZiti IBI Pustell algoritmu
pfedpoklddané antigenicity.

Celkem tfi Novozéland$ti bili kralici byly imunizovani
peptid-KLH komplexy pro kaZdy peptidovy antigen v kombinaci s
Freundovym adjuvans a byly jim nasledn& podany dosycovaci injekce
v sedmidenich intervalech. Antiserum bylo odebrano pro kazZdy
peptid a bylo poolovdno a IgG byl precipitovan se siranem
amonnym. Protilatky byly potom afinitné purifikovany se
Sulfo-link agarosou (Pierce) navézanou na vhodny peptid. Tato
kone¢nad purifikace je vyfadovana pro odstranéni nespecifickych
interakci jinych protilatek pfitomnych v bud pre- nebo
post-imunitnim séru.

Specificita kaZdé protilétky byla potvrzena t¥emi testy.
Za prvé, kaZda detekovala eden predominantni prouzek p¥ibliZné
velikosti pfedpokladané pro presenilin-1 na Western blotech



mozkového homogendtu. Za druhé, ka¥di zkiisend reagovala s

rekombinantnimi fdsnimi proteiny nesoucimi vhodné sekvence. Za
tfeti, kaZda miZe byt specificky blokovéana pre-absorpci s
rekombinantnim PS1 nebo imunizujicim peptidem.

Kromé& toho, dva rtzné PS1 peptid glutathion S-transferasa
(GST) fasni proteiny byly pouZity pro generovani PS1 protiléatek.
Prvni faGsni protein obsahoval aminoyseliny 1 - 81 (N-konec) PS1
fusované na GST. Druhy fisni protein obsahoval aminokyseliny 266
- 410 (TM6->7 smyfkovd doména) PS1 fusované na GST. Konstrukty
kodujici tyto flsni proteiny byly generovany inserci vhodnych
nukleotidovych sekvenci do pGEX-2T expresniho plasmidu (Amrad) .
Vzniklé konstrukty obsahovaly sekvence kodujici GST a misto pro
trombin sensitivni &té&peni mezi GST a PS1 peptidem. Expresni
konstrukty byly transfektovdny do DH5a E. coli a exprese fusnich
proteinl byla indukovéna za pou?iti IPTG. Bakteri&lni pelety byly
lyzovany a solubilni GST-fasni proteiny byly purifikovéany
jednokrokovou afinitni chromatografii na glutathion sepharosovych
koralcich (Boehringer Mannheim, Montreal). GST fésni proteiny
byly pouZity pro imunizaci my$i pro generovani monoklondlnich
protilatek za pou¥iti standartnich postuplt. Klony ziskané od
té&chto mys$i byly vySet¥ovany s purifikovanymi fragmenty
presenilind.

Kromé& toho, GST fidsni proteiny byly Sté&penyt trombinem pro
uvolnéni PS1 peptodu. Uvoln&né peptidy byly purifikovany HPLC s
vyluCovanim podle velikosti a pouZity pro imunizaci kralikd pro
generovani polyklondlniho antiséra.

Podobnymi metodami byly vyrobeny GST fisni proteiny za pouziti
konstruktl obsahujicich nukleotidové sekevence pPro aminokyseliny
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1 - 87 (N konec) nebo 272 aZ 390 (TM6->TM7 smy&ka) presenilinu-2
a byly pouZity pro generovdni monoklondlnich protildtek k tomuto
proteinu. PS2-GST fisni proteiny byly také St&peny thrombinem a
uvolnéné, purifikované peptidy byly pouZity pro imunizaci kralika
pro ptripravu polyklondlniho antiséra.

Priklad 11
Identifikace mutaci v PS2 genu

RT-PCR produkty korespondujici PS2 ORF byly generovény z RNA
lymfoblastd nebo zmraZené mrtvé mozkové tkan& za poufiti prvniho
paru oligonukleotidovych primeri s 5' primerem korespondujicim bp
478 - 496 SEQ ID NO: 18 a 3' primerem komplementdrnim k bp 1366 -
1348 SEQ ID NO: 18, za vzniku 888 bp produktu, a s druhym parem
primerl s 5' primerem korespondujicim bp 1083 - 1102 SEQ ID NO: 18
a 3' primerem komplementdrnim k bp 1909 - 1892 SEQ ID NO: 18, za
vzniku 826 bp produktu. PCR byla provedena za pou¥iti 250 mMol
dNTP, 2,5 mM MgCl_, 10 pMol oligonukleotidd v 10 ml za cyklovéani
40 cykld o 94 °C x 20 sekund, 58 °C x 20 sekund, 72 °C x 45
sekund. PCR produkty byly sekvencovény automatizovanym cyklickym
sekvencovanim (ABI, Foster City, CA) a fluorescentni
chromatogramy byly snimdny na heterozygotni nukleotidovou
substituci p¥imou inspekci a pomoci Factura (ver 1.2.0) a
Sequence Navigator (ver 1.0.1bl5) softwerovych balidkt (data
nejsou ukazéna) .

Detekce N141I mutace: A->T substituce v nukleotidu 787
vytvorila BclI restrik&ni misto. Exon nesouci tuto mutaci byl
amplifikovadn ze 100 ng genomové DNAza pou¥iti 10 pMol kazZdého z
oligonukleotidl korespondujicich bp 733 - 751 SEQ ID NO: 18



(koncové znaleny) a komplementu bp 846 - 829 SEQ ID NO: 18
(neznageny) a podminek PCR reakce podobnych podminkdm popsanym

ddle pro M239V mutaci. 2 ml PCR produktu byly restrihovény BclI
(NEBL, Beverly, MA) v 10 ml reak&niho objemu podle protokolu
vyrobce a produkty byly vySet¥ovany nedenaturadni
polyakrylamidovou gelovou elektroforesou. U subjektd s divokym
typem sekvenci je 114 bp PCR produkt St&pen na 68 bp a 46 bp
fragmenty. Mutantni sekvence zpisobuji, %e je produkt Stépen na
53 bp, 46 bp a 15 bp.

Detekce M239V mutace: A->G substituce v nukleotidu 1080
deletuje NlalIII restrikéni misto, co¥ umoziiuje, Ze M239V mutace
je detekovana amplifikaci ze 100 ng genomové DNA za pouZiti 10
pMol kazdého z oligonukleotidd korespondujicich p 1009 - 1026 SEQ
ID NO: 18 a komplementu bp 1118 - 1101 SEQ ID NO: 18. PCR
podminky byly: 0,5 U Taq polymerasy, 250 mM dNTPS, 1 mCi
a>?P-dCTP, 1,5 mM MgCl_, objem 10 ml; 30 cykld o 94 °C x 30
sekund, 72 °C x 20 sekund, 72 °C x 20 sekund, za generovani
produktu o 110 bp. 2 ml PCR reakce byly Yedény do 10 ml a
restrihovany 3 U NlaIII (Nebl, beverly, MA) po 3 hodiny.
Restrikéni produkty byly vyS8et¥ovany nedenaturaéni
polyakrylamidovou gelovou elektroforesou a vizualizovéany
autoradiografii. Normdlni subjekty vykazovaly Stépeni produktd o
55, 35, 15 a 6 bp, zatimco mutantni sekevence davaly fragmenty o
55, 50 a 6 bp.

Detece I420T mutace: Podobné& jako ve vy8e popsané procedu¥e
miZe byt I420T mutace vySet¥ovdna na PCR amplifikaci genomové DNA
za pouZiti primerd korespondujicich bp 1576 - 1593 SEQ ID NO: 18
a komplementu bp 1721 - 1701 SEQ ID NO: 18 za generovani produktu
O 146 parech bazi. Tento produkt miZe potom byt probovan alelové
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specifickymi oligonukleotidy pro divoky typ (nap¥. bp 1616 - 1632
SEQ ID NO: 18) a mutantni (nap¥. bp 1616 - 1632 SEQ ID NO: 18 s
T->C substituci v bp 1624) sekvence.

Priklad 12
Transgeni my$i

Serie PS1 a PS2 genl divokého a mutantniho typu byly
konstruovany pro pouZiti v p¥ipravé& transgenich myS$i. Mutantni
verse PS1 a PS2 byly generovany mistné ¥izenou mutagenesi
klonované cDNA cc33 (PS1) a cc32 (PS2) za poufiti standartnich
technik.

CDNA cc33 a cc32 a jejich mutantni verse byly pouZity pro
pfipravu dvou t¥id PS1 a PS2 cDNA - mutantni a divokého typu, jak
je popsédno v p¥ikladu 8. Prvni t¥ida, ozna&ovana jako "kompletni”
CDNA, byla pfipravena odstran&nim p¥ibli¥n& 200 bp 3'
netranslatovaného regionu ihned po poly a mist& travenim EcoRI
(PS1) a Pvull (PS2). Druhd t¥ida, oznafovand jako "zkrdcena"
cDNA, byla pripravena nahrazenim 5' netranslatovaného regionu
vazebnym mistem pro ribosom (Kozak konsensudlni sekvenci)
umist&nou ihned 5' k ATG start kodonu.

Rizné kompletni a zkrédcené PS1 a PS2 cDNA divokého a
mutantniho typu, p¥ipravené jak bylo popsdno vySe, byly zavedeny
do jednoho nebo vice z ndsledujicich vektortd a vzniklé konstrukty
byly pouZity jako zdroj genl pro produkci transgenich my$i.

cos.TET expresni vektor:



Tento vektor byl odvozen od kosmidového klonu obsahujiciho PrP
gen syrského k¥efka. Podrobn& ho popsal Scott et al. (1992) a
Hsiao et al., (1995). PS1 a PS2 cDNA (kompletni nebo zkracené)
byly insertovany do tohoto vektoru v jeho SalIl mist&. Konedné

konstrukty obsahovaly 20 kb 5' sekvence sousedici s insertovanou
CDNA. Tato 5' sousedici sekvence obsahovaa PrP genovy promotor,
50 bp PrP genového 5' netranslatovaného exonu, sest¥ihové donor
misto, 1 kb intron, a sest¥ihové akceptorové misto umist&né ihned
sousedné k Sall mistu, do kterého byla PS1 nebo PS2 cDNA
insertovéna. 3' sekvence sousedici s insertovanou DNA obsahovala
p¥ibliZn& 8 kb segment PrP 3' netranslatovaného regionu
obsahujiciho polyadenyla&ni signdl. Triveni tohoto konstruktu
NotI (PS1) nebo FseI (PS2) uvolnilo fragment obsahujici mutantni
nebo divoky typ PS genu pod kontrolou PrP promotoru. Uvolnény
fragment byl purifikovan na gelu a injikovan do pronukleolu
fertilizovaného my¥iho vaji&ka za pouziti metody popsané Hsiao et
al., (1995).

Konstrukty R-podjednotky receptoru pro ristovy faktor odvozeny
od desticdek.

PS cDNA byly také zavedeny mezi Sall (kompletni PS1 cDNA) nebo
HindIII (zkrdcend PS1 cDNA, kompletni PS2 cDNA a zkrdceni DPS2
CDNA) ve 3' konci lidského promotoru B-podjednotky receptoru pro
ristovy faktor odvozeny od desti&ek a EcoRI misto v 5' konci SV40
poly A sekvence a celd kazeta byla klonovdna do pZeoSV vektoru
(Invitrogen, San Diego, CA). Fragmenty uvolnéné Scal/BamHI
travenim byly purifikovany na gelu a injikovény do pronukleolu
fertilizovaného my8iho vajidka za pou¥iti metody, kterou popsal
Hsiao et al., (1995).



Konstrukty lidského R-aktinu

PS1 a PS2 cDNA byly insertovéany dolSalI mista pBACGH.
Konstrukt produkovany touto inserci obsahoval 3,4 kb 1lidské R
aktinové 5' sousedni sekvence (lidsky 8 aktinovy promotor,
sest¥iZeny 78 bp lidsky £ aktinovy 5! netranslatovany exon a
intron) a PS1 a PS2 insert nasedovany 2,2 kb genomové sekvence
lidského rlstového hormonu obsahujiciho n&kolik intrond a exonu,
stejné jako polyadenyla&éni signdl. Sfil byl pouZit pro uvolné&ni
PS-obsahujiciho fragmentu, ktery byl purifikovén na gelu
a injikovan do pronukleolu fertilizovaného mySiho vajidka za
pouZiti metody, kterou popsal Hsiao et al., (1995).

Konstrukty fosfoglycerat kinasy:

PS1 a PS2 cDNA byly insertovdny do pkJ90 vektoru. cDNA byla
insertovéna mezi KpnI misto downstream od promotoru lidské
fosfoglycerdt kinasy a Xbal mista upstream od 3'
netranslatovaného regionu lidského genu pro fosfoglycerat kinasu.
PvuII/HindIII (PS1 cDNA) nebo PvuII (PS2 cDNA) traveni bylo
pouzito pro uvolnéni PS-obsahujiciho fragmentu, ktery byl
purifikovan na gelu a injikovén do pronukleolu fertilizovaného
my8iho vajidka za pouZiti metody popsané vysSe.

Priklad 13
Exprese rekombinantniho PS1 a PS2 v eukaryotickych burikach

Rekombinantni PS1 a PS2 byly exprivovany v mnoha typech bun&k
(nap¥. PC12, neuroblastomovych, ovaridlnich &inského k¥eclka, a



lidskych embryondlnich ledvinych 293 buiikdch) za pouziti pcDNA 3

vektoru (Invitrogen, San Diego, CA). PS1 a PS2 cDNA insertované
do tohoto vektoru byly stejné kompletni a zkracené cDNA jako byly
popsany v p¥ikladu 8.

Tyto cDNA byly insertovény mezi CMV promotor a polyadenylad&ni
misto hov&ziho ristového hormonu pcDNA3. Transgeny byly
exprivovany ve vysokych hladinéch.

Kromé toho, PS1 a PS2 byly exprivovany v COS bumikach za
pouziti pCMX vektoru. Pro usnadn&ni zapojeni a rozpoznéni
intraceluldrni lokalizace presenilinovych proteint byly
oligonukleotidy kodujici sekvenci o 11 aminokyselindch odvozenou
od lidského c-myc antigenu (viz nap¥. Evan et al., 1985) a
rozpoznavané monoklondlni anti-myc protildtkou MYC-1-9E10.2
(produkt CRL 1729, ATCC, Rockville, Md.) ligovany v ramed&ku bud’
ihned pfed nebo ihned po otev¥eném &tecim rame&ku PS1 a PS2 cDNA.
Byly také pfipraveny nezapojené pCMX konstrukty. c-myc spojené
konstrukty byly také zavedeny do pcDNA3 pro transfekci v CHO
burikach.

Transientni a stabilni transfekce t&chto konstruktd byla
dosaZena za pouZiti Lipofectaminu (Gibco/BRL) podle navodu
vyrovbce. Kultury byly testovdny na transientni expresi po 48
hodinadch. Stabiln& transfektované linie byly selektovany za
pouziti 0,5 mg/ml Geneticinu (Gibco/BRL).

Exprese transfektovanych PS proteini byla testovdna Western
blottingem za pouZiti anti-presenilinovych protildtek 1142, 519 a
520 popsanych vySe. Stru®né&, kultivované transfektované buriky
byly solubilizovany (2% SDS, 5 mM EDTA, 1 mg/ml leupeptin a



aprotinin) a koncentrace proteinu bya urlena podle Lowry.

Proteiny byly separovidnY NA sds_PAGe gradientovych gelech (4-20%
Novex) a byly transferovany na PVDF (10 mM CAPS) po 2 hodiny pti
konstantnim nap&ti (50 V). Nespecifickd vazba byla blokovana
odst¥edénym mlékem (5%) po 1 hodinu. Proteiny byly potom
probovany dvéma kralidimi polyklondlnimi protilatkami (1 mg/ml v
TBS, pH 7,4) po 12 hodin. Presenilin zk¥i¥en& reaktivni druhy
byly identifikovany za pouZiti biotynylované kozi anti-krali&i
sekundarni protildtky, kterd byla vizualizovana za pouzZiti
kfenovd peroxidasa-konjugované streptravidin tercidrni,
4-chloro-naftolu a peroxidu vodiku. S c-myc spojené presenilinové
peptidy bylytestovany Western blotingem za pouZiti obou
anti-presenilinovych protilédtek popsanych vySe (pro detekci
presenilinového peptidového antigenu), a supernatantu kultury z
hybridomu MYC 1-9E10.2 ¥ed&ného 1:10 pro Western bloty a 1:3 pro
imunocytochemii (pro detekci myc-epitopu) . Byl identifikovéan
hlavni prouZek imunoreaktivity o 50 - 60 kDa ka¥dou ruznych
presenilinovych protildtek a protilatkami pro myc-epitop (pro
bunéfné linie transfektované myc-obsahujicimi plasmidy) .

Nekterymi presenilinovymi protilatkami byly identifikovany mens$i
prouZky o asi 10 - 19 kDa a asi 70 kDa.

Pro imunocytochemii byly transfektované buriky fixovany 4%
formaldehydem v Tris pufrovaném salinickém roztoku (TBS), byly
extensivné& promyty TBS plus 0,1% triton a nespecificky blokovany
3% BSA. Fixované buiky byly probovany presenilinovymi
protildtkami (nap¥. protildtkami 520 a 1142, vySe; typicky 5 - 10
mg/ml), promyty a vizualizovany FITC- nebo rhodamin- konjugovanou
0zi nebo krali&i sekundarni protildtkou. Pro c-myc p¥ipojené
presenilinové konstrukty byl pouZit hybridomni MYC 1 - 9E10.2
supernantant fedény 1:3 spolu s anti-my8i sekunddrni protilatkou.



Slidy byly umisté&ny v 90% glycerolu s 0,1% fenylendiaminem (ICN)

pro zachovani fluorescence. Anti-BIP (nebo anti-calnexin)
StressGen, Victoria, B.C.) a aglutinin pSeniénych kli&kd (EY
Labs, San Mateo, CA) byly pouZity jako markery endoplasmatického
retikula a Golgiho aparatu, v p¥isluZném poradi. Dvojité
imunoznadeni bylo také provedeno anti-actinem (Sigma, St. Louis,
Mo.), anti-amyloid prekursorovy protein (22C11, boehringer
Mannheim) a anti-neurofilamenta (NF-M specifické, Sigma) v
neuronalni linii NSC34. Tyto imunofluorescenéni studie
demonstrovaly, Ze produkt transfekce je rozséhle distribuovan v
bufice, s urditym zvyrazn&nim perinukledrni lokalizace
naznafujicicm endoplasmatické retiulum a Golgiho aparét, které je
podobné jako u netransfektovanych bunék, ale vyrazn&jsi, nékdy
pfesahujici pres adernou membranu. Ko-imunolokalizace c-myc a S
epitopd byla pozorovdna u CHO a COS bun&k transientn&
transfektovanych myc-p¥ipojenymi presenilinovymi konstrukty.
Robusni exprese transfektovaného presenilinového genu v
transfektovanych butikdch byla tak prokédzéna imunocytochemii,
Northern blotem, Western bloty (za pouziti protildtek k
presenilinim jak byly popsény vySe a za pouziti monoklon&lni
protilatky MYC 1-9E10.2 pro myc pripojeni v konstruktech s 3
nebo 5' c-myc p¥ipojkach).

Pr¥iklad 14

Izolace presenilinovych vazebnych protind afinitni
chromatografii

Pro identifikaci proteinti, které mohou byt zahrnuty v
biochemické funkci presenilind byly PS1 vazebné proteiny

izolovany za pouZiti afinitni Chromatografie. GST flisni protein



obsahujici PS1 TM6->7 smytku, p¥ipraveny jak je popséano v

pfikladu 8, byl pouZit k probovani lidskych mozkovych extraktq,
pfipravenych homogenizaci lidské mozkové tk&né& na Polytronu ve
fyziologickém roztoku. Nespecifickd vazba byla eliminové&na
pfedZisté&nim mozkovych homogenitt endogenich GST vazebnych
sloZek inkubaci s glutathion-Sepharosovymi kordlky. GST prosté
homogenaty byly potom inkubovédny s GST fdsnimi proteiny za
produkce poZadvanych komplexd s funk&nimi vazebnymi proteiny.
Tyto komplexy byly potom odebradny za poufiti afintnich
glutathion-Sepharosovych kordlki. Po extensivnim promyti fosfatem
pufrovanym salinickym roztokem byl izolovany soubor proteind
separovan SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforesou (SDS-PAGE;
Tris-tricin gradientovy gel 4 - 20%). Byly pozorovany dva hlavni
proufky v 14 a 20 kD spolu s n&kolika slabZimi prouZky od 50 do
60 kD.

Farmakologickd modifikace interakci mezi t&mito proteiny a
TM6->7 smyCkou miZe byt vyuZita v 18&bé& Alzheimerovy choroby.
Krom& toho, tyto proteiny, které pravdépodobné& G&inkuji v
presenilinové biochemické drédze, mohou byt novymi misty mutaci
zpisobujicich Alzheimerovu chorobu.

Priklad 15

Izolace presenilinovych vazebnych proteinti dvouhybridovym
kvasinkovym systemem

Pro identifikaci proteint interagujicich s presenilinovymi
proteiny byl generovédn kvasinkovy expresni plasmidovy vektor
(pPAS-1, Clontech) ligaci v réme&ku &istedné cDNA sekvence
kodujici bud’ zbytky 266 - 409 PS1 proteinu nebo zbytky 272 - 390



PS2 proteinu do EcoRI a BamHI mist vektoru. Vznikly fisni protein

obsahoval GAL4 DNA vazebnou doménu navdzanou v rame&ku bud na
TM6->7 smyCku PS1 proteinu nebo na TM6->7 smydku PS2 proteinu.
Tyto expresni plasmidy byly kotransformovény, spolu s
purifikovanou plasmidovou DNA z lidské mozkové cDNA :pACT
knihovny, do kvasinek za pouZiti protokolu Clontech Matchmaker
kvasinkového dvouhybridového kitu (Clontech). Kvasinkové klony
nesouci lidskou mozkovou cDNA interagujici s TM6->7 smy&kovou
doménou byly selektovany HIS resistenci a Bgal+ aktivaci. Klony
byy dale selektovany sensitivitou na cyklohexamin a inserty
lidskych mozkovych cDNA byly izolovany PCR a sekvencovany. Ze 6
miliond poCatelnich transformantd bylo ziskano 200 pozitivnich
kond po HIS selekci a 42 po Rgal+ barevné selekci, provedenych
podle navodu vyrobce pro selekci pozitivnich kolonii. Z t&chto 42
klonl bylo n&kolik (5 - 8) nezavislych klond representujicich
stejné geny. Toto ukazuje, ¥e tyto interakce jsou biologicky
redlné a reprodukovatelné.

P¥iklad 16
Transgeni C. elegans

Transgeni C. elegans byly ziskény mikroinjikovanim oocytd.
Vektory pPD49.3 hsp 16 - 41 a pPPD49.78 hsp 16 - 2 byly vybréany
pro tento G&el. Za pouZiti prvniho z t&chto vektord byly
produkovany transgeni C. elegans, ve kterych byl zaveden norm&lni
hPS1 gen nebo mutantni gen (L392V). Transformovani zvi¥ata byla
detekovédna testovadnim exprese lidské cDNA na northern blotech
nebo na western blotech za pou¥iti lidské cDNA proby cc32 a
protilatek 519, 520 a 1142, jak je popséano vy$e. Byly také
p¥ipraveny a/nebo injikovany vektory nesouci cis dvojité mutanty



hPS1 genu (M146L a L392V), normdlni hPS2 gen a mutantni (N141I)
hPS2 gen.

Priklad 17
Klonovani Drosophiliho homologu pro presenilin, DmPS

Redundantni oligonukleotidy 5'ctn ccn gar tgg acn gyc tgg
(SEQ ID NO: 22) a 5' rca ngc (agt)at ngt ngt rtt cca (SEQ ID NO:
23) byly projektovany z publikovanych dat nukleotidové sekvence
pro vysoce konzervované regiony presenilin/sel-12 proteinf
kon¢icich/zadinajicich Trp (nap#. zbytky Trp247 a Trp404 v PS1;
Trp253 a Trp385 v PS2). Tyto primery byly pouzity pro RT-PCR (50
ml objem, 2 mM MgCl_, 30 cykld 94 °C x 30'', 57 °C x 20'', 72 °¢C
X 20'') z mRNA od dospé&lych a embryondlnich D. melanogaster.
produkty byly potom reamplifikovany za pouziti podmine cyklu 94
°C x 1', 59 °Cx 0,5' a 72 °C x 1' a vnit¥niho konzervovaného
redundantniho primeru 5' ttt ttt ctc gag acn gcn gar gar aga aay
ga (SEQ ID NO: 24) a 5' ttt ttt gga tcc tar aaf(agt) atr aar tcn
cc (SEQ ID NO: 25). 600 bp produkt byl klonovan do BamHI a XhoI
mist pBS. tyto produkty byly sekvencovany a ukdzalo se, Ze
obsahuji otevfeny &teci ramefek s putativni aminokyselinovou
sekvenci vysoce homologni k sekvenci presenilinli. Tyto fragmenty
byly potom pouZity pro vySet¥eni konvendni D. melanogaster
CcDNA/Zap knihovny (Stratagene, CA) pro ziskani Sesti nezdvislych
CDNA klonl velikosti 2 - 2,5 kb (klony pds8, pdsi3, pds3, pds7 a
pdsl4), které bylu sekvencovany. NejdelZi ORF kodoval polypeptid
O 541 aminokyselindch s 52% identitou k lidskym presenilintm.



Priklad 18

Testy pro dlouhé izoformy AR peptidi

AR peptidy byly extrahovany 99% kyselinou mraven&i po dobu 60
minut (20 °C) ze zmrazené mozkové kGry histopatologicky
potvrzenych p¥ipadl FAD s PS1 nebo BAPP__ _ mutacemi; sporadickgch
pfipadl AD bez pozitivni rodiné anamesy choroby; jiych
neurodegenerativnich onemocn&ni s néstupem v dospélosti (HD =
Huntingtonova chorea; ALS = Amyotroficka later&ilni sklerosa) ;
Downova syndromu; a kontrolnich subjektd bez neurologickych
symptomil. po centrifugaci p#i 200000 x g po 20 minut byl
supernatant separovan z pelet, ¥ed&n, neutralizovan a vySet¥ovan
ELISA. Pro kvantifikaci rtznych druht AR byly pouzZity &ty¥i
monoklondlni protildtky. Protildtka BNT-77 (ktera detekuje
epitopy z centra AB) a protildtka BAN-50 (kteri detekuje
N-termindlni zbytky) byly pouZity pro prvotni vazbu vSech typd AR
v€etné& heterolognih forem s nebo bez N-termindlniho zkraceni
(BNT-77) nebo pouze bez N-termindlniho zkraceni (BAN-50) . Dvé&
dasi monokondlni protildtky, které specificky detekuji kratké AR
kon€ici ve zbytku 40 (protildtka BA-27) nebo dlouhé AR konéici ve
zbytku 42/43 (protildtka BC-05) byly potom pouZity pro odliSeni
raznych C-termindlnich forem AR. Dvumistni ELISA byla provedena
jak bylo jiZ popsdno (Tamaoka et al., 1994; Suzuki et al.,

1994) . Stru&né&, 100 ug standartnich peptidl nebo supernatantu

z mozkové tkané& bylo aplikovano na mikroplotnu potaZenou BNT-77
protilatkou, inkubovéno p¥i 4 °C po 2 hodin, promyto fosfatem
pufrovanym salinickym roztokem a potom inkubovano s HRP-znadenou
BA-27 a BC-05 protildtkou p¥i 4 °C po 24 hodin.HRP aktivity byly
testovany vyvojem barvy za poufiti TNB mikrojamkového



peroxidasového systemu jak bylo popsdno dfive. Kortik&lni AR

hladiny byly porovnavany mezi diagnostikovanymi skupinami za
pouziti parovych Student-t testd. Spole&né hodnoceni dat vSech
AR izoforem, za pouZiti Student-Newman-Keuls prumé&rl testd
ukdzalo, Ze AR1-42 hladiny od BAPP___ a sporadickych AD subjektt
byly odliZné od p¥ipadd PS1 mutace, ale Ze byly podobné jako

u kontrol. Oproti tomu, t¥i skupiny byly odliSitelné, kdyZ byly
srovnavény ABx-42 hladiny: vysoka (PS1 a BAPP___ AD), stfedni
(sporadickd AD) a nizk& (kontrola).

Pfesné&ji, mé&¥eni koncentrace raznych AR izoforem v mozkové
ki¥e 14 kontrolnich subjekt®i, v&etnd& péti subjektl s jinymi
neurodegenerativnimi onemocn&nimi s ndstupem ve &tvrté a paté
dekadé Zzivota ukdzalo pouze nizké koncentrace jak kratkych AR
(AB1-40: 0,06 + 0,02 nMol/g Serstvé tkan& + SEM; ARx-40: 0,17 =+
0,40) a dlouhych AR (AB1-42/43: 0,35 + 0,17; ABx-42/43: 1,17 +
0,80). Oproti tomu, AR peptidy s dlouhym koncem byly
signifikantn& elevoviny v mozkové ktfe viech EtyFrech subjektl s
PS1 mutaci (AB1-42/43: 6,54 + 2,00, p = 0,05; ARx-42/43: 23,91 +
4,00, p > 0,01). Podobna zvySeni v koncentracich AR peptida byla
detekovéna v kG¥e obou subjektl s BAPP__ mutacemi (AR1-42/43:
2,03 + 1,04; ARBx-42/43: 25,15 + 5,74) a subjektd se sporadickou
AD (ARB1-42/43: 1,21 + 0,40, P 0,008; ABx-42/43: 14,45 + 2,81,
P = 0,001). U subjektl s PS1 nebo BAPP__ _ mutacemi bylo toto
zvy8eni dlouhych izoforem AR spojeno s malym, ale

ne-signifikantnim zvyfenim kratkych AR izoforem (nap?¥. ARx-40:
3,08 + 1,31 u PS1 mutantd; 1,56 + 0,07 u BAPP__ _ mutanth). Tak
pom&r dlouhych a kratkych izoforem byl také signifikantn& zvysSen.
Nicmén&, u sporadickych AD bylo pozorované zvySeni dlouhych AR
typicky spojeno s mnohem vy$sim zvy8enim kratkych AR izoforem
(AB1-40: 3,92 + 1,42; ARx-40: 16,60 + 5,88). Toto zvySeni



kratkgch AR bylo statisticky signifikantni ve srovnini s
kontrolami (p > 0,03 pro oba AR1-40 a Ax-40), ale bylo hraniéné&
statisticky signifikantni ve srovnani s PS1 a BAPP___ p¥ipady

(p_0,05) . Analyza korovych vzorkid od dospé€lych jedincli s Downovym
syndromem odhalila vzorky podobné t&m, které byly pozorovany pro
sporadickou AD.

ACkoliv preferovand provedeni zde byla popséna podrobné& bude
odbornikl jasné, Ze mohou byt provedeny variace k témto
provedenim bez p¥ekrodeni rozsahu mySlenky vyndlezu a bez
naruSeni rozsahu p¥ipojenych narok.



Tabulka 1

w -

element umisténi element umisténi
STAT1 (GAS) 34-46 611-619 | CAT box 895-900
278-286 631-639 975-982
j 431-439  1582-1550 | TATA box 925-933
f 443-451  1965-1973 978-988
495-503  2125-2133 | TFIID 578-581
533-541 982-985
STAT3 36-43 737-744 | TRXN (CAP) 1002-1007
start .
124-131 811-898 1038-1043
429-436  1063-1070 | GC bex 1453-1460
(sp1)
496-503  1686-1693 1454-1452
533-540 1966-1973 | AP2, AP2-like numerous occurrences
537-544  2104-2111 throughout sequence
632-639  2407-2414 | NFIL6 611-620 1567-1576
MED1,MED1-like  1121-1126  1235-1240 890-899 1945-1954
1126-1131  1716-1721 1062-1071




Tabulka 2

PS1 doména

N-terminus
™1

TM1-2

™2

TM2-3

TM3

TM3-»4

TM4

TM4-5

TMS

TM5-6

TM6

TM6->7

TM7
C-terminus
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pribliZnd pozice

1-81
82-100
101-132
133-154
155-163
164-183
184-194
195-212
213-220
221-238
239-243
244-262
263-407
408-428
429-467




Tabulka 3

PS2 doména

#iblisna
p¥ibli¥na pozice

N—terminus
™1
T™™1-2
T™2
™23
™3
TM3-4
™4
TM4->5
TMS
T™5-6
T™6
T™M6-T
™7

C-terminus

1-87
88-106
107—134
135—160
161-169
170—189
190-200
201—218
219—224
225—244
245—249
250—268
269-387
388—409
410—448
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Tabulka 4

Pozice v
SEQ ID N©:1

SEQ 10 vl

NA
492
NA
591
664
NA
676
684
NA
736
NA
NA
NA
NA
939
985
1027
NA
1039
NA
NA
NA
1102
1104
NA
1399
1422

1477

Nukleotidova
Zména

~ea——,

NA
G-C
NA
T-C
T-C
NA
T-C
A-C
NA
A-G
NA
NA
NA
NA

C-A
C->T
NA
C-T
NA
NA
NA
C-T
C-G
deletion
G-»C
C-G

G-A

167

Aminokyselinova
zména

A79?

V82L

VI6F
Y115H
M139T
M139V
1143T
M146L
M146V
H163R
H163Y
L171P
G209V
1211T
A231T
A246E
A260V
C263R
P264L
P267S
E280A
E280G
A285V
L286V

4291-319

G384A
L3g2v

C410Y

Funkéni
doména

N-terminus

™1
TM1
TM1-2
TM2
TM2
TM2
TM2
TM2
TM2-3
TM2-3
TM3
TM4
TM4
TMS
TM6
TM6
TM6-7
TM6->7
TM6->7
TM6->7
T™6-7
TM6->7
TM6-7
TM6-7
TM6->7
TM6-7

TM7

VéEk nastupu
FAD

FAD

55
NA
37
49
40
35
45
38
50
47
35
NA
NA
52
55
40
47
45
35
47
42
50
50
NA
35
25-40

48



Tabulka 5

¢
N

Pozice v
SEQ ID NO:18
787
1080
1624

Nukleotidova
zména

A>T
DG
T-C

28-61
65-71
109-112
120-122
218-221
241-243
267-269

25-45

50-63

70-75
114-120
127-132
162-167
221-226

Aminokyselinova  Funkni
zména doména

N141I TM2
M239V TMS
I420T C-terminus

Tabulka 6

302-310
311-325
332-342
346-359
372-382
400-410

Tabulka7

282-290
310-314
321-338
345-352
380-390
430-435

VEk nastupu
FAD

50-65
50-70
45
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Seznam sekvenci
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Obecné informace:

(1) Prihladovatel:

(A) Jméno:

(B) Ulice:
(C) Mésto:
(D) Stat:
(E) Zemé&:

HSC RESEARCH AND DEVOLOPMENT LIMITED
PARTNERSHIP

555 University Avenue

Toronto

Ontario

Canada

(F) PoStovni kod (ZIP): M5G 1X8
(G) Telefon: (416) 813-5982
(H) Telefax: (416) 813- 5085

(A) Jméno:

(B) Ulice:
(C) Mé&sto:
(D) Stat:
(E) Zemé:

THE GOVERING COUNCIL OF THE UNIVERSITY OF
TORONTO
106, Simcoe Hall, 27 King's College Circle
Toronto
Ontario
Canada

(F) PoStovni kod (ZIP): M5S 1A1
(G) Telefon: (416) 978-7461
(H) Telefax: (416) 978-1878

(A) Jméno:
(B) Ulice:
(C) Mé&sto:
(D) Sstat:
(E) Zemé&:

ST. GEORGE-HYSLOP, Peter H.
210 Richview Avenue
Toronto

Ontario

Canada



(F)
(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
(F)

(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
(F)

PoStovni kod (ZIP): M5P 3G3
Jméno: FRASER, Paul E.
Ulice: 611 Windermere Avenue

Mésto: Toronto

Stat: Ontario

Zemé&: Canada

PoStovni kod (ZIP): M6S 3L9

Jméno: ROMMENS, Johanna M.
Ulice: 105 McCaul Streetenue
Mé&sto: Toronto

Stat: Ontario

Zemé&: Canada

PoStovni kod (ZIP): M5T 2XT

(ii) Nazev vyndlezu: Genetické sekvence a proteiny tykajici

se Alzheimerovy choroby a jejich pouZiti

(iii) Poclet sekvenci: 25

(iv) Adresa pro korespondenci

(A)
(B)
(C)
(D)
(E)
(F)

Adresa: Sim & McBurney

Ulice: 330 University Avenue, 6th floor
Mésto: Toronto

Stat: Ontario

Zemé&: Canada

ZIP: M5G 1R7

(v) Politadova &teci forma:

(A)
(B)

Typ media: Floppy disk
Po&ita¢: IBM PC kompatibilni



(2)

(C) Operaéni system: PC-DOS/MS-DOS
(D) Software: PatentIn Release #1.0, verse #1.30

(vi) Udaje o soulasné prihlasce:
(A) Cislo p¥ihlé&sky: PCT/CA96/00263
(B) Datum podéni: 29.5.1996
(C) Klasifikace:

(vii) Pfedchozi data pfihlasky:
(a) Cislo p¥ihlasky: US 08/509359
(B) Datum podani: 31.7.1995

(vii) Pfedchozi data prihlasky:
(A) Cislo p¥ihladky: US 08/496841
(B) Datum podéni: 28.7.1995

(vii) PZfedchozi data p¥ihl&asky:
(a) Cislo p¥ihlasky: US 08/431048
(B) Datum podani: 28.5.1995

(viii) Zastupce/agent informace
(A) Jméno: RAE, Patricia A.
(C) Reference/&islo rejst¥iku: 7425-16

(ix) Telekomunikadni informace:

(A) Telefon: (416) 595-1155
(B) Telefax: (416) 595 - 1163

Informace pro SEQ ID NO: 1:
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(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 2765 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 249...1649
(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli&: misc_feature
(B) Umisté&ni: 1...2675
(D) Jiné informace: /note = "hPS1-1"
(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 1:
TGGGACAGGC AGCTCCGGGG TCCGCGGTTT CACATCGGAA ACAAAACAGC GGCTGGTCTG 60
GAAGGAACCT GAGCTACGAG CCGCGGCGGC AGCGGGGCGG CGGGGAAGCG TATACCTAAT 120
CTGGGAGCCT GCAAGTGACA ACAGCCTTTG CGGTCCTTAG ACAGCTTGGC CTGGAGGAGA 180
ACACATGAAA GAAAGAACCT CAAGAGGCTT TGTTTTCTGT GAAACAGTAT TTCTATACAG 240
TTGCTCCA ATG ACA GAG TTA CCT GCA CCG TTG TCC TAC TTC CAG AAT GCA 290
Met Thr Glu Leu Pro Ala Pro Leu Ser Tyr Phe Gln Asn Ala
1 S 10
CAG ATG TCT GAG GAC AAC CAC CTG AGC AAT ACT GTA CGT AGC CAG AAT 338
Gln Met Ser Glu Asp Asn His Leu Ser Asn Thr Val Arg Ser Gln Asn
15 20 25 30
GAC AAT AGA GAA CGG CAG GAG CAC AAC GAC AGA CGG AGC CTT GGC CAC 386
Asp Asn Arg Glu Arg Gln Glu His Asn Asp Arg Arg Ser Leu Gly His
35 40 45
CCT GAG CCA TTA TCT AAT GGA CGA CCC CAG GGT AAC TCC CGG CAG GTG 434
Pro Glu Pro Leu Ser Asn Gly Arg Pro Gln Gly Asn Ser Arg Gln Val
S0 55 60
GTG GAG CAA GAT GAG GAA GAA GAT GAG GAG CTG ACA TTG AAA TAT GGC 482
val Glu Gln Asp Glu Glu Glu Asp Glu Glu Leu Thr Leu Lys Tyr Gly
65 70 75
GCC ARG CAT GTG ATC ATG CTC TTT GTC CCT GTG ACT CTC TGC ATG GTG 530

Ala Lys His Val Ile Met Leu Phe Val Pro Val Thr Leu Cys Met Val
80 85 90






TTG
Leu

ACA
Thr

TTA
Leu
415

GCA
Ala

TTT
Phe

CAT
His

GGA
Gly

GCC
Ala
400

ATT
Ile

TTG
Leu

GCC
Ala

CAA
Gln

GAT
Asp
385

AGT
Ser

GGT
Gly

CCA
Pro

ACA
Thr

TTT
Phe
465

TTC
Phe

GGA
Gly

TTG
Leu

GCT
Ala

GAT
Asp
450

TAT
Tyr

ATT
Ile

GAC
Asp

TGC
Cys

CTT
Leu
435

TAT
Tyr

ATC
Ile

TTC
Phe

TGG
Trp

CTT
Leu
420

cca

Pro

CTT
Leu

TAC
Tyr

AAC
Asn
405

ACA
Thr

ATC
Ile

GTA
Val

AGT
Ser
330

ACA
Thr

TTA
Leu

TCC
Ser

CAG
Gln

GTT
Val

ACC
Thr

TTA
Leu

ATC
Ile

CCT
Pro
455

177

CTG
Leu

ATA
Ile

CTC
Leu

ACC
Thr
440

TTT
Phe

GTT
val

GCC
Ala

CTT
Leu
425

TTT
Phe

ATG
Met

GGT
Gly

TGT
Cys
410

GCC
Ala

GGG
Gly

GAC
Asp

Lys
395

TTC
Phe

ATT
Ile

CTT
Leu

CAA
Gln

GCC
Ala

GTA
val

TTC
Phe

GTT
Val

TTA
Leu
460

TCA
Ser

GCC
Ala

AAG
Lys

TTC
Phe
445

GCA
Ala

Ala

ATA
Ile

AAA
Lys
430

TAC

Tvr

TTC
Phe

TAGCATATTT GCGGTTAGAA TCCCATGGAT GTTTCTTCTT

(2)

TGACTATAAC
TCAAGATTCC
ATTGGACTTT
ACTGTGTCCC
GGCCCGGAAG
GACACTGCGA
AACGGAACTC
GAATTCTGAA
AATGGAGAGG
TTTAAATGAG
GCAATTCTTC
GGCCAGTCTG
GTAAATTTTG
TTGGATTTTC
TGCCTCCTCT
GCAGCTCTGT
AAAAGAATGT

ATGAGATGTA

CAAATCTGGG
CGGCTGGACT
GGAAGGAGGT
TCGGTGCAGA
TTGCTGTGCC
ACTCTCAGGA
TTCATCTTAA
CTTTTCAGGA
TGGGCAGGGG
ACTTGTTTTC
TTCTCAAGCA
AACCTGAGGT
GAAACAGTAC
CACCAAATTC
GTCCTCATTC
CRTGGTAGCA
GTTATGAATC

TGCCCAAAGC

Informace pro

GAGGACAAAG
TTTGCAGCTT
GCCTATAGAA
AACTACCAGA
CCATCAGCAG
CTACCGGTTA
ACTACACGTT
GGTACTGTGA
TTCCAGCTTC
CCCTCTCTTT
CTGACACTCA
TGCTTTATCC
AGCTATTTCT
TGAATTTGTA
TTCTCTCCCA
GATGGTCCCA
GGTGCTGTCA

GGTAGAATTA

GTGATTTTCC
CCTTCCAAGT
AACGATTTTG
TTTGAGGGAC
CTTGACGCGT
CCAAGAGGTT
GAAAATCAAC

GGAAGAGCAG

TGTGTCCACA
CTTCCTGACC
AACATACTTC
GAGGTCAAGG
GGTCACAGGA
AGGTGAAGTG
CCAATAATTC

GCACCAGCAG

CCTTTGATTT
GAGTCAAGTC
TTACCGTCTG
TAAAAGTTTT
CATCAATTCT
GACATACTTG
CACAAGCAGT
TTATTCTAGG
GCCCTGCTGT

AAGAAGAGTA

SEQ ID NO: 2

(1) Charakteristiky sekvence:

TTTGCTGCAG
AAATATGTAG
TGATTGCCAT
AACCTCAGGT
CTATCATGTT
TACGCTCACT
CTTTTTCTAC
GTCTTACTCT
CAGACCTTCT

AAATGGCTGT

TCTAACAAAG
ACCTTGCACT
ATCGCAGTGG
AGATATGATA
CGATTTCACT
GTTTAAACCA
TGTATTAACT
CAGAATGGGG
ACTCATCCTT
ATTGCCTTTG
TTCTTCCCAA
TCCAAATTCA
GAAGTCAAAT
TGCCCCCAGA
AGCCAGTAAG
TTGTATGATG
TCCACAGCAA

TGAAGC

1490

1538

1586

1634

1689

1749
1809
1869
1929
1989
2049
2109
21695
2229
2289
2349
2409
2469
2529
2589
2649
2709

2765



Met

Ser

Arg

Pro

Gln

His

Val

Leu

Ala

val

145

Val

Phe

val

Gly

Tyxr

225

Leu

Asp

Glu

Ser

Ala

305

Glu

Thr

Glu

Glu

Leu

50

Asp

val

Ala

Ile

Leu

130

Met

Ile

Ser

Asp

Met

210

Leu

Pro

Leu

Thr

Ser

290

Gln

Arg

178

(A) Délka: 467 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 2:

Glu Leu
Asp Asn
20

Arg Gln
35

Ser Asn

Glu Glu

Ile Met

Thr Ile
100

Tyr Thr
115

His Ser
Thr Ile
His Ala
Phe Ile

180

Tyr Ile
195

Ile Ser
Ile Met
Glu Trp
val Ala

260
Ala Gln
275
Thr Met

Arg Arg

Glu Ser

Pro
S
His
Glu
Gly
Glu
Leu
85
Lys
Pro
Ile
Leu
Trp
165
Tyr
Thr
Ile
Ile
Thr
245
Val
Glu

val

Val

Ala Pro Leu Ser Tyr Phe Gln

Leu
His
Arg
Asp

70
Phe
Ser
Phe
Leu
Leu
150
Leu
Leu
val
His
Ser
230
Ala
Leu
Arg

Trp

Ser

- 310

Gln
325

Asp

Ser

Asn

Pro

- 55

Glu
val
val
Thr
Asn
135
val
Ile
Gly
Ala
Trp
215
Ala
Trp
Cys
Asn
Leu
295

Lys

Thr

Asn
Asp

40
Gln
Glu
Pro
Ser
Glu
120
Ala
val
Ile
Glu
Leu
200
Lys
Leu
Leu
Pro
Glu
280
Val

Asn

val

Thr

25
Arg
Gly
Leu
val
Phe
105
Asp
Ala
Leu
Ser
val

185

Leu

Met

Ile

Lys

265

Thr

Asn

Ser

Ala

10

val

Arg

Asn

Thr

Thr

90

Tyr

Thr

Ile

Ser
170
Phe
Ile
Pro
Ala
Leu

250

Gly

Lys

Glu
330

Arg

Ser

Ser

Leu

75

Leu

Thr

Glu

Met

Lys

155

Leu

Lys

Trp

Leu

Leu

235

Ala

Pro

Phe

Ala

Tyr

315

Asn

Ser

Leu

Arg

60

Lys

Cys

Arg

Thr

Ile

140

Tyr

Leu

Thr

Asn

Arg

220

val

val

Leu

Pro

Glu

300

Asn

Asp

Asn
Gln
Gly

45
Gln
Tyr
Met
Lys

Val
125
Ser
Arg
Leu
Tyr
Phe
205
Leu
Phe
Ile
Arg
Ala
285
Gly

Ala

Asp

Ala
Asn

30
His
val
Gly
val
Asp
110
Gly
val
Cys
Leu
Asn
190
Gly
Gln
Ile
Ser
Met
270
Leu
Asp

Glu

Gly

Gln
Asp
Pro
vVal
Ala
Val
Gly
Gln
Ile
Tyr
Phe
175
val
Val
Gln
Ly;
val
255
Leu
Ile
Pro

Ser

Gly
335

Met

Asn

Glu

Glu

Lys

80

vVal

Gln

Arg

val

Lys

160

Phe

Ala

vVal

Ala

Tyr

240

Tyr

val

Tyr

Glu

Thr

320

Phe



179

Ser Glu Glu Trp Glu Ala Gln Arg Asp Ser His Leu Gly Pro His Arg
340 345 350

Ser Thr Pro Glu Ser Arg Ala Ala val Gln Glu Leu Ser Ser Ser Ile
355 360 365

Leu Ala Gly Glu Asp Pro Glu Glu Arg Gly val Lys Leu Gly Leu Gly
370 375 380

Asp Phe Ile Phe Tyr ser Val Leu Val Gly Lys Ala Ser Ala Thr Ala
385 390 395 400

Ser Gly Asp Trp Asn Thr Thr Ile Ala Cys Phe val Ala Ile Leu Ile
405 410 415

Gly Leu Cys Leu Thr Leu Leu Leu Leu Ala Ile Phe Lys Lys Ala Leu
420 425 430

Pro Ala Leu Pro Ile Ser Ile Thr Phe Gly Leu Val Phe Tyr Phe Ala
435 - 440 445

Thr Asp Tyr Leu Val Gln Pro Phe Met Asp Gln Leu Ala Phe His Gln
450 455 460

Phe Tyr Ile
465

(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 3086 parl basi
(B) Typ: nukleovd kyselina
(C) Retdzec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ix) Vlastosti:
() Jméno/k1li&: CDS
(B) Umist&ni: 557...1945

(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli¢: misc_feature

(B) Umisté&ni: 1...3086
(D) Jiné informace: /note = "hPS1-2"



(xi) Popis

GAATTCGGCA
GCCGGGATTA
TGGGTCTGCT
AGGGGCGACG
TCTGATSCTT
TTTGCTGCTG
ATTAATCCAT
GACCTAATCT
GGAGGAGAAC

CTATACAGTT

CAG AAT GCA CAG ATG TCT GAG GAC AAC CAC CTG AGC AAT ACT AAT
Gln Asn Ala Gln Met Ser Glu Asp Asn His Leu Ser Asn

AAT AGA GAA CGG CAG GAG CAC AAC GAC AGA CGG AGC CTT
Asn Arg Glu Arg Gln Glu His Asn Asp Arg Arg Ser Leu
30

GAG CCA TTA TCT AAT GGA CGA CCC CAG GGT AAC TCC CGG
Glu Pro Leu Ser Asn Gly Arg Pro Gln Gly Asn Ser Arg

45

CGAGGGAAAT
GTAGCCGTCT
TGAGCAACTG
AGCATTCTGG
TCTCCTTGGT
CTTCCCTCTC
AGTGGAGGCT
GGGAGCCTGC
ACATGAAAGA
GCTCCA ATG

Met
-1

15

sekvence:SEQ ID NO: 3:

GCTGTTTGCT
GAACTGGAGT
GTGAAACTCC
GCGAAGTCCG
CGGGMCTGTC
AGATTCTTCT
GGGATGGGTG

AAGTGACAAC

CGAAGACGTC
GGAGTAGGAG
GCGCCTCACG
CACSCCTCTT
TCGAGGCATG
CACCGTTGTG
AGAGAATTGA

AGCCTTTGCG

AAGAACCTCA AGAGGCTTTG

ACA GAG

TCAGGGCGCA

AAAGAGGAAG

CCCCGGGTGT

GTTCGAGGCG

CATGTCCAGT

GTCAGCTCTG

GGTGACTTTT

GTCCTTAGAC

TTTTCTGTGA

GGTGCCTTGG
CGTCTTGGGC
GTCCTTGTCC
GAAGACGGGG
GACTCTTGTG
CTTTAGGCAT
CCATAATTCA
AGCTTGGCCT

AACAGTATTT

TTA CCT GCA CCG TTG TCC TAC TTC

Thr Glu Leu Pro Ala Pro Leu Ser Tyr Phe

35

50

5

20

40

55

Thr Asn
25

GGC
Gly His

CAG
Gln

10

GAC
Asp

CAC CCT

Pro

GTG
Val

GTG
Val

60
120
180
240
300
360
420
480
540

589

637

685

733






CGC TCT ACA CCT GAG TCA CGA GCT GCT GTC CAG GAA CTT TCC AGC AGT 1645
Arg Ser Thr Pro Glu Ser Arg Ala Ala Val Gln Glu Leu Ser Ser Ser
350 355 360
ATC CTC GCT GGT GAA GAC CCA GAG GAA AGG GGA GTA AAA CTT GGA TTG 1693
Ile Leu Ala Gly Glu Asp Pro Glu Glu Arg Gly Val Lys Leu Gly Leu
365 370 375
GGA GAT TTC ATT TTC TAC AGT GTT CTG GTT GGT AAA GCC TCA GCA ACA 1741
Gly Asp Phe Ile Phe Tyr Ser Val Leu Val Gly Lys Ala Ser Ala Thr
380 385 . 390 395
GCC AGT GGA GAC TGG AAC ACA ACC ATA GCC TGT TTC GTA GCC ATA TTA 1789
Ala Ser Gly Asp Trp Asn Thr Thr Ile Ala Cys Phe Val Ala Ile Leu
400 405 410
ATT GGT TTG TGC CTT ACA TTA TTA CTC CTT GCC ATT TTC AAG AAA GCA 1837
Ile Gly Leu Cys Leu Thr Leu Leu Leu Leu Ala Ile Phe Lys Lys Ala
415 420 425
TTG CCA GCT CTT CCA ATC TCC ATC ACC TTT GGG CTT GTT TTC TAC TTT 1885
Leu Pro Ala Leu Pro Ile Ser Ile Thr Phe Gly Leu Val Phe Tyr Phe
430 435 440
GCC ACA GAT TAT CTT GTA CAG CCT TTT ATG GAC CAA TTA GCA TTC CAT 1933
Ala Thr Asp Tyr Leu Val Gln Pro Phe Met Asp Gln Leu Ala Phe His
445 450 455
CAA TTT TAT ATC TAGCATATTT GCGGTTAGAA TCCCATGGAT GTTTCTTCTT 1985
Gln Phe Tyr Ile
460 N
TGACTATAAC CAAATCTGGG GAGGACAAAG GTGATTTTCC TGTGTCCACA TCTAACAAAG 2045
TCAAGATTCC CGGCTGGACT TTTGCAGCTT CCTTCCAAGT CTTCCTGACC ACCTTGCACT 2105
ATTGGACTTT GGAAGGAGGT GCCTATAGAA AACGATTTTG AACATACTTC ATCGCAGTGG 2165
ACTGTGTCCT CGGTGCAGAA ACTACCAGAT TTGAGGGACG AGGTCAAGGA GATATGATAG 2225
GCCCGGAAGT TGCTGTGCCC CATCAGCAGC TTGACGCGTG GTCACAGGAC GATTTCACTG 2285
ACACTGCGAA CTCTCAGGAC TACCGGTTAC CAAGAGGTTA GGTGAAGTGG TTTAAACCAA 2345
ACGGAACTCT TCATCTTAAA CTACACGTTG AAAATCAACC CAATAATTCT GTATTAACTG 2405
AATTCTGAAC TTTTCAGGAG GTACTGTGAG GAAGAGCAGG CACCAGCAGC AGAATGGGGA 2465
ATGGAGAGGT GGGCAGGGGT TCCAGCTTCC CTTTGATTTT TTGCTGCAGA CTCATCCTTT 2525
TTAAATGAGA CTTGTTTTCC CCTCTCTTTG AGTCAAGTCA AATATGTAGA TGCCTTTGGC 2585
AATTCTTCTT CTCAAGCACT GACACTCATT ACCGTCTGTG ATTGCCATTT CTTCCCAAGG 2645
CCAGTCTGAA CCTGAGGTTG CTTTATCCTA AAAGTTTTAA CCTCAGGTTC CAAATTCAGT 2705
AAATTTTGGA AACAGTACAG CTATTTCTCA TCAATTCTCT ATCATGTTGA AGTCAAATTT 2765
GGATTTTCCA CCAAATTCTG AATTTGTAGA CATACTTGTA CGCTCACTTG CCCCAGATGC 2825
CTCCTCTGTC CTCATTCTTC TCTCCCACAC AAGCAGTCTT TTTCTACAGC CAGTAAGGCA 2885
GCTCTGTCGT GGTAGCAGAT GGTCCCACTT ATTCTAGGGT CTTACTCTTT GTATGATGAA 2945
AAGAATGTGT TATGAATCGG TGCTGTCAGC CCTGCTGTCA GACCTTCTTC CACAGCAAAT 3005
GAGATGTATG CCCAAAGCGG TAGAATTAAA GAAGAGTAAA ATGGCTGTTG AAGCAAAAAA 3065
AAAAAMAAAAR AAAAAAAAAA A 3086



(2)

183

Informace pro SEQ ID NO: 4:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 463 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:

Met
1
Ser
Glu
Gly
Glu
65
Leu
Lys
Pro
Ile
Leu

145

Trp

Thr
Ile
Ile
225
Thr

Val

Glu

Thr Glu Leu Pro

Glu

His

Arg

50

Asp

Phe

Ser

Phe

Leu

130

Leu

Leu

Leu

Val

His

210

Ser

Ala

Leu

Arg

Asp
Asn

35
Pro
Glu
val
Val
Thr
115
Asn
val
Ile
Gly
Ala
185
Trp
Ala
Trp

Cys

Asn
275

Asn

20
Asp
Gln
Glu
Pro
Ser
100
Glu
Ala
Val
Ile
Glu
180
Leu
Lys
Leu
Leu
Pro

260

Glu

S
His
Arg
Gly
Leu
Val

85
Phe
Asp
Ala
Leu
Ser
165
Val
Leu
Gly
Met
Ile
245

Lys

Thr

Ala
Leu
Arg
Asn
Thr

70
Thr
Tyr
Thr
Ile
Tyr
150
Ser
Phe
Ile
Pro
Ala
230
Leu

Gly

Leu

Pro

Serx

Ser

Ser

55

Leu

Leu

Thr

Glu

Met

135

Lys

Leu

Lys

Trp

Leu

215

Leu

Ala

Pro

Phe

Leu

Asn

Leu

40

Arg

Lys

Cys

Arg

Thr

120

Ile

Tyr

Leu

Thr

Asn

200

Arg

vVal

Val

Pro
280

Ser
Thr

25
Gly
Gln
Tyxr
Met
Lys
105
Val
Ser
Arg
Leu
Tyr
185
Leu
Leu
Phe
Ile
Arg

265

Ala

Tyr

10
Asn
His
val
Gly
Val

90
Asp
Gly
Val
Cys
Leu
170
Asn
Gly
Gln
Ile
Ser
250

Met

Leu

Phe
Asp
Pro
val
Ala

75
val
Gly
Gln
Ile
Tyr
155
Phe
Val
val
Gln
Lys
235
Val

Leu

Ile

Gln

Asn

Glu

Glu

Lys

Val

Gln

Arg

Val

140

Lys

Phe

Ala

val

Ala

220

Tyr

Tyr

Val

Tyr

Asn

Arg

Pro

Gln

His

val

Leu

la

125

Val

Val

Phe

Val

Gly

205

Tyr

Leu

Asp

Glu

Ser
285

Ala

Glu

Leu

Asp

val

Ala

Ile

110

Leu

Met

Ile

Ser

Asp

190

Met

Leu

Pro

Leu

Thr

270

Ser

Gln

1S
Arg
Ser
Glu
Ile
Thr

95
Tyr
His
Thr
His
Phe
175
Tyr
Ile
Ile
Glu
Val
255

Ala

Thr

Met
Gln
Asn
Glu
Met

80
Ile
Thr
Ser
Ile
Ala
160
Ile

Ile

Trp
240
Ala

Gln

Met



Val Trp Leu Val Asn Met Ala Glu
290 295

Val Ser Lys Asn Ser Lys Tyr Asn
305 310

Gln Asp Thr Val Ala Glu Asn Asp Asp

325

Glu Ala Gln Arg Asp Ser His Leu
340

Ser Arg Ala Ala Val Gln Glu Leu
35S 360

Asp Pro Glu Glu Arg Gly val Lys
370 375

Tyr Ser Val Leu Val Gly Lys Ala
385 390 -

Asn Thr Thr Ile Ala Cys Phe Val
405

Thr Leu Leu Leu Leu Ala Ile Phe
420

Ile Ser Ile Thr Phe Gly Leu Val
435 440

val Gln Pro Phe Met Asp Gln Leu
450 455

(2) Informace pro SEQ ID NO: 5:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 2494 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/klid¢: misc_feature
(B) Umisté&ni: 1...2494

Gly

Ala

Gly
345
Ser
Leu
Ser
Ala
Lys
425

Phe

Ala

Asp Pro

Glu Ser
315

Gly Gly
330

Pro His
Ser Ser
Gly Leu
Ala Thr

395
Ile Leu
410
Lys Ala

Tyr Phe

Phe His

(D) Jiné informace: /note = "1lEx1n2"

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 5:

Glu
300
Thr

Phe

Arg

Ile

Gly

380

Ala

Ile

Leu

Ala

Gln
460

Ala Gln Arg

Glu Arg Glu

Ser Glu Glu

Ser
Leu
365
Asp
Ser
Gly
Pro
Thr

445

Phe

Thr
350
Ala
Phe
Gly
Leu
Ala
430

Asp

Tyr

335

Pro

Gly

Ile

Asp

Cys

415

Leu

Tyr

Ile

Arg

Ser
320

Trp

Glu

Glu

Phe

Trp

400

Leu

Pro

Leu



AAGCTTTTGT
TGGGAGGAGG
TTATTTTTTA
GAGTGCAGTG
AGTAGCTGGG
GAGACGGGGT
CTGCTTCGGC
GGGGTGGATT
AATTTCATTT
ATAAGGTAGT
GTCTAATGAA
AGATGCAAAA
CACCTAGAAA
CAGTTTCTCA
CAGAGATATT

GGTACCCTAA

GTGTAAAAAG
GATTGGAGAT
ATTTTAATTT
GTGTGATCTC
ATTACAGGAG
TTCACCATGT
CTCCCAAAGT
TTTAAAGAAA

TCGGTTTTTK

TATTAGAATC
TGATGCGATA
TTATTTKTTG
AGCTCACGGG
CGCGCCACCA
TGGGTTAGGC
GCCGGAATTA
CTTTAGAAGA

GAATACCCAT

TCATGTTTTT
GGAATGTGAA
AGATGGAGTC
TTCAAGCGAT
CACCCGGNTA
TGGTCTAGAA
CAGGCGTGAG
ATGTAACTTG

GTTTGACATT

ATTCATTTTT
TTAAGACAAT
ATCAAGTGAC
GACTGGTTGT
GGTTCTCNCC
TGCGATTTTA

AGAAATGACA

TAGTTTTAGC
TGGTNCTKTC
CCAGCAAACC
CAAAGTTGGA
ACCCACCAGA
ACAGCATTCT

GGTGTTAAAT

TTTTGGATAT
TTTACCCMAM
AGACACATTT
GTCCAAGAAT
AGTTTTGATT
CTTGATTGTG

TTAGGATGGC

185

GAACAAGGTT
GGGATAGCTT
TTGCTCTGTC
TCTCCTGCTG
ATTTNNTTGT
CTCCCAACCT
CGACTGCACC
SCCAGATACC
TMTCCGTTCA
ATGTGTAAGT
ANCTGGACMA
TCTGCTCTCA
CGCGGAGGAT
CATTGAGTGG
ATGCAGCTGG

CATCGCTTGT

GGCAGTGGGT
GGGCTGGATT
TCCCAGGCTG
CAGCCTCCCG
ATTTTTAGTA
CATGATCCGC
CGGCCGCTTG
ATGTACCGTT
CCTTGATTAA
GTGGTATGCT
AGAGCAGGCA
GCTAGCTTGC
GTTTARAATG
TGGGAGAGGG
TTCSCAAATA

ATGCCGGGAG

AAGCACACGC
ACCCCGACAA
AGCTCTGGKT
GCTCCTCCCC
GGTGAGGGTT
GGAAACAAAA
GCGGCGGGGA
CATGGGCGGC
CCTAAAAGAT
AGGAGGGGCG
GCCTTGGTCC

GGATTAGTAG

TGGGCCCAAT
CCYACGCCAG
TCTCCCCGCA
TCCTCCGTGG
CTCGGGCGGG
CAGCGGCTGG
AGCGTATGTG
CGCGGGCAGG
GAGGGGCGGG
GCCCGTTTCT
GGAAATGCTG

CCGTCTGAAC

TTATATAGGG
CKCTCTGGGC
ATCGTTTCTC
GCCGNCCGCC
GCCTGGGACA
TCTGGAAGGA
CGTGATGGGG
GNCCGGNCCT
GCGCGGCCGG
CGGGCTTCGG
TTTGCTCGAA

TGGAGTGGAG

GCTTTCGTCC
GGATTCCRTC
CAGGCCGGAG
AACGACGCCA
GGCAGCTCCG
ACCTGAGCTA
AGTCCGGGCA
TTGTGGCCGC
TTGGGGCTGG
GCGCGGCCGG
GACGTCTCAG

TAGGAGAAAG

TCAGCTCGAG
AGKTGGGGAA
GCCCCGCCCC
GAGCCGGAAA
GGGTCCGCGG
CGACCCGCGG
AGCCAGGAAG
CCGGGCCGCG
GGAACCCCGT
GTGGAGAGAG
GGCGCAGGTG

AGGAAGCGTC

CARCCTCAGA
GSCCAGGTGG
CTTCCTCCTG
TGACGACAAC
TTTTCACATC
CGGCAGCGGG
GCACCGCGGA
AAGCCGGTGT
GTGGGAAACC
ATTCCGGGGA
CCTTGGGCCG

TTGGGCTGGG

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680




TCTGCTTGAG
GCGACGAGCA
GATGCTTTCT
GCTGCTGCTT
AATCCATAGT
GAGATGTGAT
GGGACATGGG
CAGTTTAAGA
TTTAGAGAGG
AAMATGCCCTG
GATGTTGGAG
CTTAGGAACA
GTGTGGTTGG

TATCGAGKAM

(2)

CAACTGGTGA
TTCTGGGCGA
CCTTGGTCGG
CCCTCTCAGA
GGAGGCTGGG
TAGAGTYCGG
AACCAATTGA
ACATGGCAGA
AGGGCGAGGA
TGAACAGGAC
CAGTGGAGAA
CTTNCNACGA
AGAACCACCA

SGWCRACMKC

AACTCCGCGC

AGTCCGCACG

GACTGTCTCG

TTCTTCTCAC

ATGGGTGAGA

ATCCTNCGGT

GGATCCAGGG

GACATTCTCA

AGTGGTTTGG

TGGAGCTGAA

GTCTAANCTA

GGGGGTGGAA

CAGCNCAGGG

GAGTTGGCAG

186

CTCACGCCCC

CCTCTTGTTC

AGGCATGCAT

CGTTGTGGTC

GAATTGAGGT

GGTGGCAGAG

AATAAAGTGT

GAAATAAGGA

AAGTGTCACT

AACAGGAATC

AGGAAGGGGA

GAAGAGCAAG

TCGCCAGANC

GGAT

Informace pro SEQ ID NO: 6:

GGGTGTGTCC

GAGGCGGAAG

GTCCAGTGAC

AGCTCTGCTT

GACTTTTCCA

GCTTACCAAG

GAAGTTGACT

AGTTAGGAAG

TTGGAAGTGC

AATTCCATAG

AGAGGAGGCC

GAGCCAGCTG

TGAGGAAGGG

(1) Charakteristiky sekvence:

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

(ix) Vlastosti:

Ret&zec: jednoduchy
Topologie: linedrni

Délka: 1117 part basi
Typ: nukleova kyselina

(A) Jméno/klid¢: misc_feature

(B) Umisténi:

(D) Jiné informace:

1...1117
/note = "1Ex3n4"

TTGTCCAGGG

ACGGGGTCTT

TCTTGTGTTT

TAGGCATATT

TAATTCAGGT

AAACACTAAC

AGGAGGTTTT

AAAGACCTGG

CAGCAGGTGA

ATTTCCAGTT

AAGCCAAACA

AGGAGAATGA

GAGGGAAGCT

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2340

2400

2460

2494



GGATCCGCCC
GCTGAGTCTG

ACTTCTCTGG

GGGCATTGTG
AAATGATTTT
GTTGAGAACA
ATNNAMNTAT
CTAAAGAGTC
TTAATACATT
ACTAGGATTT
GCCTGCAAGT
GAAAGAAAGG
TTGTMTGMAC
TGTGAAACAG
CTTCCAGAAT
ACAGCGTCAG
CTCTGAGAAA
ATTTTTGGGT

GTGTTGGATA

GCCTTGGCCT
CGATTTCTTG

ATTCCCTTCT

ATAAGGATAA
ATGAAAATAT
TTCCNTTAAG
CNTNTGTGGG
CTACCTTGAG
CCTGGTTTAC
AACTAACAAT
GACAACAGCC
TTTGWNTCTG
AAAGTTCTGT
TATTTCTATA
GCACAGATGT
TYTCTNAAAC
TGCTGAGGGG
GACCTTCAGC

CAGNCCCTCC

187

CCCAAAGTGC
CCAGCTCTAC

CCTNNWGTAA

GATGACATTA
AAAGATTAGN
GATTACTCAA
YTGAAAATGT
CTTATAGTAA
AAATTGGTCT
GGATGACCTG
TTTGCGGTCC

NTTAWTGTAA

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 6:

TGGGATTACA
CCAGTTGTGT

AATAAGNATG

TAGAATNTNG
TTGAGTTTGG
GCYCCCCTTT
TTGGTTGTCT
ATTTGTCAGT
TATAAGTATT
GTGAAATCCT
TTAGACAGCT

TCTATGRAAG

TTTTCTTTCC
CAGTTGCTCC
CTGAGGACAA
TGCCTYYGNC
GSTAGGNAGG
TGATCGCTGG

CTAATTCACA

CTTTNCAGAA
AATGACAGAG
CCACCTGAGC
AGACTGGATT
GCTTTCTCTA
GAGGGACACA

TTTCANC

GGCATGAGCC
CATCTTAAGC

TTATCTGNCC

CAAAATTAAA
GCCAGCATAG
TGSTGKNWAA
CAGGCGGTTC
TAGTTGAAAG
TGATTGGTNT
ATTTCAGACC
TGGCCTGGAG
TGTTTTTWAT
CCTCAAGAGG
TTACCTGCAC
AATACTGTAC
CACTTATCAT
CTTNACCACA

GGGCTTNTTT

ACCGCTCCTG
AAGTCACTGA

NNCCTGCCTT

AGCGCTAGAC
AAAAAGGAAT
TCAGANNGTC
CTACTTATTG
TCGTGACAAA
AAATGNATTT
TAATCTGGGA
GAGAACACAT
MACAGTATAA
CTTTGTTTTC
CGTTGTCCTA
GTAGCCAGGT
CTCCCCTCAC
TTTNATAATT

AACACATAGG

60
120

180

240

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
102¢C
1080

1117



(2)

Informace pro SEQ ID NO:

7:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A7)
(B)
()
(D)

(ix) Vlastosti:

Délka: 1727 parh basi
Typ: nukleovd kyselina
Ret&zec: jednoduchy
Topologie: linedrni

(A) Jméno/kli&: misc_feature
1...1727

(B)

(D) Jiné informace:

Umisténi:

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 7:

GGATCCCTCC
AACTGTCATG
TAGTGAGCAG
TGGCCAGCTT
GCTGACTTCC
GNAGGTCTTG
CGCCYCTGAC
GTGGTCTGAA
ACAAGTTTTC
TATGTTGGGA
AATGCCTTCA
TTGTTTTTTC

GTCTAACCGT

CCTTTTTAGA
GTGTTGGCGG
TGAGGATAAC
CTTTATTGCA
TATCTCATCC
GNCTTATTTN
ACAAGGATTT
ATCACAGAAA
ATGCAGGTGT
TGAACAGAGA
GTGAACAATG
TTGCTTCAGG

TACCTTGATT

CCATACAAGG
GGAGTGTCTT
CAGAGGTCAC
ACCAGTTTTA
CGNAACTAAG
ACCCAGCCCC
TAAAGTCTTA
GCTGAATTTG
CAGTATTTAA
GAATGGAGCA
ATAGATAATC
TTTTTAGAAC

CTGCTGAGAA

TAACTTCCGG
TTAGCATGCT
TCTCCTCACC
TCAGCAAGAT
AGTACCTAAC
TATTCAARAT
TTAATTAAGG
GAAAAAGGTG
GGTACATCTC
ANCCAAGACC
TAGACTTTTA
TCATAGTGAC

TCTGATTTAC

ACGTTGCCAT
AATGTATTAT
ATCTTGGTTT
CTTTATGAGC
CTCCTGCAAA
AGAGTNGYTC
TAAGATAGKT
CTTGGASCTG
AAAGGATAAG
CAGGTAAAAG
AACTGCATAC
GGGTCTGTTG

TGAAAATGTT

/note = "1Ex5"

GGCATCTGTA

AATTAGCGTA

TGGTGGGTTT

TGTATCTTGT

TTGMAGNCCA

TTGGNCCAAA

CCTTGSATAT

CAGCCAGTAA

TACAATTGTG

AGAGGACCTG

TTCCTGTACA

TTAATCCCAG

TTTCTTGTGC

60
120
180

240

360
420
480
540
600
660
720

780



TTATAGAATG
GAGCCATTAT
GAAGAAGATG
CCTGTGACTC
CGGAAGGATG
TTTTCTTTAC
GCTGGAGAGC
TCATGTTTTA
GATAGGGCTG
GGCGCCCATT
TCCTGTCATC
CACTCGAATA
GGTGCACCCN
GTTCTTATCC
AGACTGGACA

GCTTTGGGAG

ACAATAGAGA
CTAATGGACG
AGGAGCTGAC
TCTGCATGGT
GGCAGCTGTA
AGCATGTCAT
CCATCCTCTG
AGTGGAGAAA
AAGTTATGCT
GNTCTTCTGC
CCCCTCCTCT
TAAAATTTTC
TACAGATGGA
CTGACACACG
GGCTTAAACT

GAGTCAAGGA

189

ACGGCAGGAG
ACCCCAGGGT
ATTGAAATAT
GGTGGTCGTG
CGTATGAGTT
CATCACCTTG
TGATGGTCAG
AGGAACACTG
GAATTGAACA
CTAGAATATT
TGGTGTTATA
CTTTTAATTC
ACAATGGCAA
TGGTCCCNGC
AATTCCAATT

AGAGNAGGTA

CACAACGACA
AACTCCCGGC
GGCGCCAAGC
GCTACCATTA
TKGTTTTATT
AAGGCCTCTN
GAGCAGTTGA
CAGAAGTATG
CATAAATTCT
CTTTCCTTTN
TATAAAGTNT
TCAGCAAGGN
GCGCACATTT
TGNTGTGTNC
GGNTAATTTA

GNAGGTAACT

GACGGAGCCT
AGGTGGTGGA
ATGTGATCAT
AGTCAGTCAG
ATTCTCAAAS
CATTGAAGGG
GAGANCGAGG
TTTCCTGTAT
TTTCCACCTC
CTNACTTKGG
TGGTGCCGCA
AAGTTACTTC
GGGACAAGGG
TNCCCCCACT
AAGAGAATNA

TGAATGA

TGGCCACCCT
GCAAGATGAG
GCTCTTTGTC
CTTTTATACC
CCAGTGTGGC
GCATGACTTA
GGTTATTACT
GGTATTACTG
AGGGNCATTG
NGGATTAAAT
AAMAGAAGTAG
TATATAGAAG
AGGGGARAAGG
GANTAGGGTT

TGGGGTGAAT

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1727
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(2) Informace pro SEQ ID NO: 8:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 1883 part basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli&: misc_feature
(B) Umisténi: 1...1883
(D) Jiné informace: /note = "1Exé"
(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 8:
CNCGTATAAA AGACCAACAT TGCCANCNAC AACCACAGGC AAGATCTTCT CCTACCTTCC 60
CCCNNGGTGT AATACCAAGT ATTCNCCAAT TTGTGATAAA CTTTCATTGG AAAGTGACCA 120
CCCTCCTTGG TTAATACATT GTCTGTGCCT GCTTTCACAC TACAGTAGCA CAGTTGAGTG 180
TTTGCCCTGG AGACCATATG ACCCATAGAG CTTAAAATAT TCAGTCTGGC TTTTTACAGA 240
GATGTTTCTG ACTTTGTTAA TAGAAAATCA ACCCAACTGG TTTAAATAAT GCACATACTT 300
TCTCTCTCAT AGAGTAGEGC AGAGGTAGNC AGTCCAGATT AGTASGGTGG CTTCACGTTC 360
ATCCAAGGAC TCAATCTCCT TCTTTCTTCT TTAGCTTCTA ACCTCTAGCT TACTTCAGGG 420
TCCAGGCTGG AGCCCTASCC TTCATTTCTG ACAGTAGGAA GGAGTAGGGG AGAAAAGAAC 480
ATAGGACATG TCAGCAGAAT TCTCTCCTTA GAAGTTCCAT ACACAACACA TCTCCCTAGA 540
AGTCATTGCC CTTACTTGTT CTCATAGCCA TCCTAAATAT AAGGGAGTCA GAAGTAAAGT 600
CTKKNTGGCT GGGAATATTG GCACCTGGAA TAAAARATGTT TTTCTGTGAA TGAGAAACAA 660
GGGGAAGATG GATATGTGAC ATTATCTTAA GACAACTCCA GTTGCAATTA CTCTGCAGAT 720
GAGAGGCACT AATTATAAGC CATATTACCT TTCTTCTGAC AACCACTTGT CAGCCCNCGT 780
GGTTTCTGTG GCAGAATCTG GTTCYATAMC AAGTTCCTAA TAANCTGTAS CCNAAAAAAT 840
TTGATGAGGT ATTATAATTA TTTCAATATA AAGCACCCAC TAGATGGAGC CAGTGTCTGC 900



TTCACATGTT
GTAGCTGTTT
CTTATAAGAT
KTGGTGATCT
ACCCCATTCA
GCTGCCATCA
TACAGGTGCT
TGGTTGGGTA
TCTAGAGATA
AAAAAGGAAG
TGGGCCCAGG
AAACAAAARA
TTAGTGTAAA
TTGGGATTTC
AGTTGTAACT
GTTTGTTTGN

GGCACGATTT

(2)

AAGTCCTTCT
TTCTCAGGTT
NCGAATTGAA
YCATTAACAC
CAGAAGATAC
TGATCAGTGT
ATAAGGTGAG
TTCTTGTCAC
AGTTAATTTT
CCAGGTGCAT
AGTTCACAAG
CAAATATTGG
ATATATATAT
AATGCCTTTIT
GAAAAATAAA
TTGTTGAAGC

TGGCTCACTG

TTCCATATGT
AAAAATTCTT
TTAAGAAAAA
TGANCTAGGG
CGAGACTGTG
CATTGTTGTC
CATGAGACAC
AGTAACTTAA
TAGTTTTCTT
GTGTAATGCC
CAGCTTGGGC
AAGTATTTTA
TATGATTAGN
TAGGCCATTG
CATTTCCATA
AGGGCCTTGC

CAG

191

TAGACATTTT
AGCTAGGATT
GAAAATTCTG
CTTTKGKGTT
GGCCAGAGAG
ATGACTATCC
AGATCTTTGN
CTGATCTAGG
CCTCCTCACT
AGGCTCAGAG
AACGTAGCAA
TATGCATGGA
TATCAAGATT
TCTCAAMAAA
TAATAGCACA

CCTNYCACCC

Informace pro SEQ ID NO: 9:

CTTTGAAGCA
GGTGAGTTGG
TGTTGGAGGT
TGKTTTATTG
CCCTGCACTC
TCCTGGTGGT
TTTCCACCCT
AAAGAAAAAA
GTGGAACATT
GCTGAGGCAG
GACCCTGCCT
ATCTATATGT
TAGTGATAAT
TAAAAGCAGA
ATCTAAGTGG

AGGNTGGAGT

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka:

823 péaru basi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy

(D) Topologie: linedrni

(ix) Vlastosti:

(x1i)

CAGGAGTGGA

GTACACANCT

GGTCNGGAAT

CCANAAWNWA

GCACGAGNAN

CACTCCAGTC

TTTTTAAGGG

GCCTGGCTTA

TAAGTTGTGA

(A)
(B)
(D)

CTAGGTAAAT
GTAATGCTCA
NTGAGANCAG
GCCTAGCGTG
TNCTTGAACC
TGGGCGACMA
TTGTGGGACC
TTATATCATC

AATTTGGGGT

Umisténi:

GNAAGNTGTT
NCACTKATGG
CCTGGGCAAN
GTGGCGCRCA
CAGGAGGCAG
AGTGAGACCC
TGTTAATTAT
TCTATTGTTG

CTGTCTTTCA

...823

TTAAAGAGAG
GGAGTACTGA
ATGGCGAAAC
CGCGTGGTTC
AGGNTGTGGT
TGTCTCCNNN
ATTGAAATGC
CTGTTCTTTT

GAATTAACTA

JdJméno/kli¢: misc_feature
1

Jiné informace:

Popis sekvence:SEQ ID NO: 9:

ATGNGGNCNG
AGGNGGNSGG
CCTGTCTCTA
CACCTACTCA
GARCTGAGAT
AAGAAAAAAA
TTCTYTTCTA
TTTCATTCAT

CCTNNGTGCT

ATTTTAGAGT
GGAAAAGTGA
GGTAATGTGG
TAGAATCTAT
AATTCTGAAT
TCTGTATAAA
GTTCTTCTTA
TGTTTTGTCT
CAAAAAATAC
GAGGATCGCT
CTATTAAAGA
CATGAAAAAA
TTATGTTATT
AMACAAAAAA
GTTTTTGNTT

GAAGTGCAGT

/note = "1Ex7"

GGACATAGTG
ATCACTTGNG
CTAAAAATAG
GGAGGCNTAA
CGTGCCACTG
AAATCTGTAC
GGTCATCCAT
TTACTTGGGG

GTGTAGCTAT

1320

1380 .

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1883

60
120
180
240
300
360
420
480

540
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CATTTAAAGC CATGTACTTT GNTGATGAAT TACTCTGAAG TTTTAATTGT NTCCACATAT 600
AGGTCATACT TGGTATATAA AAGACTAGNC AGTATTACTA ATTGAGACAT TCTTCTGTNG 660
CTCCTNGCTT ATAATAAGTA GAACTGAAAG NAACTTAAGA CTACAGTTAA TTCTAAGCCT 720
TTGGGGAAGG ATTATATAGC CTTCTAGTAG GAAGTCTTGT GCNATCAGAA TGTTTNTAAA 780
GAAAGGGTNT CAAGGAATNG TATAAANACC AAAAATAATT GAT 823

(2) Informace pro SEQ ID NO: 10:

(1)

(ix)

(x1i)

Charakteristiky sekvence:

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

Délka:
Typ: nukleova kyselina

945 parlt basi

Ret&zec: jednoduchy

Topologie: linedrni

Vlastosti:

(A)
(B)

Jméno/kl1ié: misc_feature
Umisténi: 1...945

(D) Jiné informace: /note = "1Ex8"

Popis sekvence:SEQ ID NO: 10:



GTTNTCCNAA
AAAGACTNCA
AGACACTGGC
GNATTAAATA
TTAATATCTA
TGTACATCTT
TGCTGTGGAC
TTCCATTCAC
CCTCATGGCC
TGTGATTTCA
ACTGGAGTGT
ATCCCATAAC
CGGCTGGGCA
ATCACCTAAG
GAAAATACAA

GCTGAGGTGG

(2)

CCAACTTAGG
GTTGAGCCGT
TCCAARACACA
AATAATAGCA
ATGTTTGGGA
TTAAAATCTG
TACATTACTG
TGGAAAGGTC
CTGGTGTTTA
GTATATGGTA
TTTCTTTCCT
TCTTCAGTAA
TGGTAGCTCA
CCCAGAGTTC
AAATTAGCCG

GAGGATCGAT

AGNTTGGACC

GATTGCACCC
AAAACAAAAA
CAGTTGATAT
GCCATCACAT
TGTAATTTTT
TTGCACTCCT
CACTTCGACT
TCAAGTACCT
AAACCCAAGA
CATCTCTTTA
ATCATTAATT
TGCCTGTAAT
AAGACCAGCC
GGCATGGTGG

TGATCCCAGG

TGGGRAAGAC
ACTTTACTCC
CAAAAAAAGA
AGGTTATGGT
TATTCTAAAT
TTTCAGGGAA
GATCTGGAAT
CCAGCAGGCA
CCCTGAATGG
CTGATAATTT
TCTTGATTTA
AGCTATAGTA
CTTAGCACTT
TGGGCAACAT
TGCACACCTG

AGGTCAAGNC

CNACNTGATC
AAGCCTGGGC
GTAAATTAAT
AAAATTATAA
AATGTTTTGG
GTGTTTAAAA
TTTGGTGTGG
TATCTCATTA
ACTGCGTGGC
GTTTGTCACA
GAGARAAATGG
ACTTTTTCAT
TGGGAGGCTG
GGCAAAACCT
TAGTTCCAGC

TGCAG

Informace pro SEQ ID NO: 11:

(1) Charakteristiky sekvence:

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

Délka:

Typ: nukleova kyselina

540 parlu basi

Ret&zec: jednoduchy
Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 11:

TCCGGGAGGN
AACCAAAATG
TTANAGGGAA
AGGTGGGANA
TGGAARATTAT
CCTATAACGT
TGGGAATGAT
TGATTAGTGC
TCATCTTGGC
GGAATGCCCC
TAACGTGTAC
TTGAAGATTT
AGGCGGGCAG
CGTATCTACA

TACTTAGGAG

CTGCAGCTTT CCTTTAAACT AGGAAGACTT GTTCCTATAC CCCAGTAACG ATACACTGTA

CACTAAGCAA
TNTTGTTTAT
TCAACGTCTN
CTCCCTACCA
TCTTTTNCTA
AACAGCTCAG
GGAGAATGAT

CTATGGCAAT

ATAGCAGTCA
GTTGTCTCCC
NNTGTGTAAA
CCCATTTACA
GATTTAGTGG
GAGAGAAATG
ATTGAATTAG

TTCANGGNAC

AACCCAAATG
CCACCCCCAC
AAGAGACAAA
AGTTTAGCCC
CTGTTTTGTG
AAACGCTTTT
TAATCAGNGT

TTGTCTCATC

AAATTTNTAC AGATGTTCTG
CAGTTCACCT GCCATTTATT
AAACATTAAA CTTTTTTCCT
ATACATTTTA TTAGATGTCT
TCCGAAAGGT CCACTTCGTA
TCCAGCTCTC ATTTACTCCT
AGAATTTATC GGGAACTTGA

TTAAATGANA GNATCCCTGG

TGTCATTTTA
TCATATTCAT
TCGTTAATTC
TTTATGTTTT
TGCTGGTTGA
GTAAGTATTT
AGANATGTNA

ACTCCTGNAG

240
300
360
420

480

540

600

660

720

780

B840

900

945

60

120

180

240

300

360

420

480

540



(2)

(1)

Informace pro SEQ ID NO: 12:

Charakteristiky sekvence:

(A) Délka:

509 paru basi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linearni

(ix) Vlastosti:

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:

CCCCGTCNAT
CAACAATGGT
CCAAAAATTC
TNCAGGGTCA
TAGACTCCTN
ATTTAAGGAG
AMCNCCCATT
TTGGGTTTTG

CAAACATGTA

(A) Jméno/klié: misc_feature

(B) Umisténi:

1

...509

(D) Jiné informace: /note = "1Ex10"

GCATACTTTG
GTGGTTGGTG
CAAGTATAAT
CTGTTATAAG
KGAGAATCTC
TNCAGATACT
AAATACAGAA
GGNNNGTTTT

AAAGTAAGAA

TGTGTCCAGT
AATATGGCAG
GCAGAAAGTA
CTAACAGTAT
TTGAGAACTA
CAAANCCCAA
TACCAGCATG
TTATAAGTCA

TCTCCTAAA

GCTTACCTGG
ARGGAGACCC
GGTAACTYYY
AGNAATGTTT
TGATAATGCC
CAATACNGTC
GAAAGGTTCA

TGATTTTAAA

12:

AATCCNGTCT
GGAAGCTCAA
NTTAGATAMN
TTATCGTCTT
CAGTAAATAC
AAAGCATCCT
GGCTGAGGTT

AAGAAAARAT

TTCCCAACAG
AGGAGAGTAT
ATCTTGATTT
TCTNKGGNCA
NCAGATAAGT
AGGTTAAGAC
ATGATTGGGT

AAACTCTCTC

60

120

180

240

300

360

420

480

509



(2) Informace pro SEQ ID NO: 13:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 1092 péarli basi

(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&drni

(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli¢: misc_feature
(B) Umisténi: 1...1092
(D) Jiné informace: /note = "1Ex11"

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 13:

GTCTAGATAA GNCAACATTC AGGGGTAGAA GGGGACTGTT TATTTTTTCC TTTAGTCICT

60




CTTAAAGAGT
GTTCATACCA
ATTACCGTGC
GGAACCCAAA
AAACTACCAG
ATGACAGCTA
TAGAGCTGTA
CAGAGAATGA
GGCCTCATCG
TCGCTGGTGA
CCTTTAGGTA

CTAATTCTAT

GAGAAAAATT
AGTTACAACC
TTGGCTTGGC
CAATTCAGGA
CAGGCACTGC
GTTACTGTTT
ACTTCCACTT
TGATGGCGGG
CTCTACACCT
AGACCCAGAG
GCTACATTAT

ATCACATGTA

TTCCCAGGAA
CCACAACCTT
TTGGTCAGGA
TTCTGCCCTC
TACAGCCCAT
CCATGTAATT
TCTCTTGAAG
TTCAGTGAGG
GAGTCACGAG
GAAAGTATGT
CAACCTTTTT

ACTTTTATTT

TTTTTTTTTT
GCAATGGTGC
CCTCAGCCNC
GGNTTTTTAG
NATCATGATC

TTCCTGGGCC

(2)

TTTTTUVUTTL
GATCTTGGCT
CCAAGTAGNT
TAGAGATGGC
TGCCTGCCTT

TC

TTTTNGGNGA
CACTGAAAGC
GGGACTACAG
GTTTCACCAN

AGCCTCCCCA

TCCCGGTGGA

AGAGCTTTTG

TTCACCACCA

AGGAAATAAA

GCTTTGTGGT

TTCTTAAAGG

GCACAGAAAG

AATGGGAAGC

CTGCTGTCCA

TCANTTCTCC

GAGAATAAAA

GGATATATCA

NAGAGTCTCG

TCCACCNCCC

GGGTGCGCCA

CTTGGNGCAG

AAGTGCTGGG

CTTTGCTTCA

TTAGGAAGAG
GAGTCATGTG
GGAGAAAATA
TTAAGGGCCA
TATTAAATTT
GGAGTCACAA
CCAGAGGGAC
GGAACTTTCC
ATNTTTCAAA
TGAATTGAGA
GTAATAGTGC
CTCTGTCGCC
GGGTTCAAGT
CCACGCCTGG
GCTGGTCTTG

ATTNCAGGGG

Informace pro SEQ ID NO: 14:

(i) Charakteristiky sekvence:

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

Délka:
Typ: nukleova kyselina

(ix) Vlastosti:

Ret&zec: jednoduchy
Topologie: linearni

1003 péaru basi

(A) Jméno/kli¢: misc_feature
(B) Umisténi:

1...1003

CCACTCATAG
GCTTGGTGGG
GGAGGGGGTG
GCTGTTGGAT
GCTAGTTACA
TTCTAAATAT
GACACTGTTG
AGTCATCTAG
AGCAGTATCC
GTCATGGATT
GTGTTACAGT
TTTTTYNTTT
AGGTTGGAGT
GATTCTCCTG
GATAATTTTG
GAACTCCTGA

TGAGCCACTG

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1092



(x1)
CTGCAGTGAG
CTCCCAAAAA
TAAGGATTTC
ACTTAYTATT
ACATAGAATC
CTAATTTTGT
ATATTTTTGA
TCCTTTTTAG
GGTAAAGCCT

ATATTAATTG

ATTACACAGT
ATCTGAGGAG
TTAGAATCAC
TTAATTGTGT
GCCTCAAGCC
GATAAACAGA

GGATTTAATG

(2)

(D) Jiné informace:

Popis sekvence:SEQ ID NO: 14:

CCGAGATCAT
AAAADAAATAT
TTAGKACAAG
GTTATTGATA
TGGNACTCCT
ATATCATTTA
ATTGTGAAAT
GGGGAGTAAA
CAGCAACAGC

TMMSTATACA

CCCTTTAAGG
CTTTTNGATA
TTGGGAGCTT
AGTTTTTAAA
TAGCAGCACA
TCCTTCCTTA

ACACAACCTG

GCTGCTGTAC
TAATTAATAT
TGCTGGGTAT
AATAACAGCA
ATTGTAGNAA
CTGACTTCTC
CATANCARAG
ACTTGGATTG
CAGTGGAGAC

CTAATAAGAA

CAGTTCTGTT
ATTGGACCTC
TTAAAACTGT
ATTCCCCAGG
GATATGTAGG
GTCCCTGGAC

TAGCATGCAG

TCCAGCCTGG
GATNAAATGA
AAACTATANA
GCATCTACAG
ACCCCNMMAG
TCATTCATTG
AGTGACCAAC
GGAGATTTCA
TGGAACACAA

TGTGTCAGAG

TTAACCCCAG
ACCTTAGTAG
AAGCTCTGCC
AAATTCTGGT
AAATTAGCTC
TTAATCACTG

TGTTACTTAA

Informace pro SEQ ID NO: 15:

(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka:

736 paru basi

GCCACAGAGC
TGCCTATCTC
TTCRATAGAT
TTAAGACTCC
AAAGAAAACA
TGGGGTTGAG
TTTTTAATAT
TTTTCTACAG
CCATAGCCTG

CTCTTAATGT

GTGGGTTAAA
TTCTCTACCC
CTGAGATATT
ATTTCTGTTT
TGTAAGGTTG
AGAGTTTGGG

GAC

/note = "1Ex12"

CAAACTCCAT
AGAATTCTTG
GNCGATTATT
AGAGTCAGTC
CAGCTGAAGC
TAGGGCAGTG
TTGTAACCTT
TGTTCTGGTT
TTTCGTAGCC

CMAAACTTTG

TATTCCAGCT
TGGCCACACA
CTTACTCAAT
AGGAACCGCT
GTCTTACAGG

TGGTGGTTTT

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
840
900
960

1003




(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(ix) Vlastosti:

(2)

(x1)

Informace pro SEQ ID NO:

(A)
(B)
(D)

Umisténi:
Jiné informace: /note = "1Ex13"

1..

Popis sekvence:SEQ ID NO:

GTCTTTCCCA
GAAAGCATTG
AGATTATCTT
TATTTGCGGT
CAAAGGTGAT
GTTCCTTCCA
GAAAACGATT
GATTTGAGGG
AGCTTGACGC
TACCAAGAGG
TTGAAAATCA
GAGGAAGAGC

TCCCTTTGAT

TCTTCTCCAC
CCAGCTCTTC
GTACAGCCTT
TAGAATCCCA
TTCCTGTGTC
AGTCTTCCTG
TTGAACATAC
ACGAGGTCAA
GTGGTCACAG
TTAGGTGAAG
ACCCAATAAT
AGGCACCACC

TTTTTG

AGGGTTTGTG
CAATCTCCAT
TTATGGACCA
TGGATGTTTC
CACATCTAAC
ACCACCTTGC
TTCATCGCAG
GGAGATATGA
GACGATTTTC
TGGTTTAAAC
TCTGTATTAA

AGCAGAATGG

16:

Jméno/kli¢: misc_feature
.736

15:

CCTTACATTA
CACCTTTGGG
ATTAGCATTC
TTCTTTGACT
AAATCAAGAT
ACTATTGGAC
TGGACTGTGT
TAGGCCCGGA
ACTGACACTG
CAAACGGAAC
CTGAATTCTG

GGAATGGAGA

TTACTCCTTG
CTTGTTTTCT
CATCAATTTT
ATAACAAAAT
CCCCGGCTGG
TTTGGAAGGA
CCTCGGTGCA
AGTTGCTGTG
CGAACTCTCA
TCTTCATCTT
AACTTTTCAG

GGTGGGCAGG

CCATTTTCAA
ACTTTGCCAC
ATATCTAGCA
CTGGGGAGGA
ACTTTTGGAG
GGTGCCTATA
GARACTACCA
CCCCATCAGC
GGACTACCGT
AAACTACACG
GAGGTACTGT

GGTTCCAGCT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

736



(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka:
(B) Typ: nukleova kyselina

1964 parl basi

(C) Reté&zec: jednoduchy

(D) Topologie: lineédrni

(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/k1lid:
(B) Umisté&ni: 188...1588

(ix) Vlastosti:
(3) Jméno/kli¢: misc_feature

(B)
(D)

Umisténi:

1...1964

CDS

Jiné informace:

/note = "mPS1"

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 16:

ACCANACANC GGCAGCTGAG GCGGAAACCT AGGCTGCGAG

AGAGAAGGAA CCAACACAAG ACAGCAGCCC TTCGAGGTCT

CACATGAGAG AAAGAATCCC AAGAGGTTTT GTTTTCTTIG

TGCTCCA ATG

CAG
Gln
15

GAC
Asp

CCT
Pro

GTG
vVal

GCC
Ala

GTC
Val
95

GGT
Gly

ATG
Met

AGC
Ser

GAG
Glu

GAA
Glu

ARG
Lys
80

GTC
val

CAG
Gln

Met
1

TCT
Ser

CAA
Gln

cCca
Pro

CAA
Gln

CAT
His

GTG
val

CTA
Leu

ACA
Thr

GAG
Glu

GAA
Glu

ATA
Ile
S0

GAT
Asp

GTC
val

GCC
Ala

ATC
Ile

GAG
Glu

GAC
Asp

CGG
Arg
35

TCT
Ser

GAG
Glu

ATC
Ile

ACC
Thr

TAC
Tyr
115

ATA
Ile

AGC
Ser
20

CAG
Gln

AAT
Asn

GAG
Glu

ATG
Met

ATC
Ile
100

ACC
Thr

CCT
Pro
S

CAC
His

CAG
Gln

GGG
Gly

GAA
Glu

CTC
Leu
85

AAA
Lys

CCA
Pro

GCA
Ala

TCC
Ser

CAG
Gln

CGG
Arg

GAC
Asp
70

TTT
Phe

TCA
Ser

TTC
Phe

CCT
Pro

AGC
Ser

CAT
His

ccc
Pro
55

GAA
Glu

GTC
vVal

GTC
val

ACA
Thr

TTG
Leu

AGC
Ser

GAC
Asp
40

CAG
Gln

GAG
Glu

cce
Pro

AGC
Ser

GAA
Glu
120

TCC
Ser

GCC
Ala
25

AGG
Arg

AGT
Ser

CTG
Leu

GTG
Val

TTC
Phe
105

GAC
Asp

CCGGCCGCCC GGGCGCGGAG
TTAGGCAGCT TGGAGGAGAA

AGAAGGTATT TCTGTCCAGC

TAC
Tyr
10

ATC
Ile

CAG
Gln

AAC
Asn

ACA
Thr

ACC
Thr
S0

TAT
Tyr

ACT
Thr

TTC CAG AAT GCC
Phe Gln Asn Ala

CGG
Arg

AGA
Arg

TCA
Ser

TTG
Leu
75

CTC

Leu

ACC
Thr

GAG
Glu

AGC
Ser

CTT
Leu

AGA
Arg
60

AAA
Lys

TGC
Cys

CGG
Arg

ACT
Thr

CAG
Gln

GAC
Asp
45

CAG
Gln

TAT
Tyr

ATG
Met

AAG
Lys

GTA
val
125

AAT
Asn
30

AAC
Asn

GTG
Val

GGA
Gly

GTC
vVal

GAC
Asp
110

GGC
Gly

60

120

180

229

277

325

373

421

469

517

565




CAA
Gln

ATT
Ile

TAC
Tyr

TTC
Phe

AGA
Arg

GTC
vVal

AAG
Lys

GCC
Ala

ATT
Ile
145

160

175

GTC
val

GTG
val

CAG
Gln

Lys

GTA
Val
255

CTG
Leu

ATC
Ile

CCA
Pro

AGA
Arg

GGC
Gly
335

CAT
His

TAC
Tyr
240

TAT
Tyr

GTT
val

TAT
Tyr

GAA
Glu

GCG
Ala
320

TTC
Phe

CGC
Arg

TTT
Phe

GCC
Ala

GTC
Val

GCG
Ala

GTC
val

TTT
Phe

GTG
val

GGG
Gly

TAT
Tyr

CTG
Leu
130

ATG
Met

ATC
e His

TCG
Ser

GAC
Asp

ATG
Met

CAC
His

ACC
Thr

TCG
Ser

ATC
Ile

CAC GCC

TAC
Tyr Val

Ala

TTC ATT
Phe Ile

180

195

210

225

CTC
Leu

GAT
Asp

GAA
Glu

TCC
Ser

GCC
Ala
305

GAG
Glu

AGT
Ser

TCC
Ser

CCC
Pro

TTG
Leu

ACA
Thr

TCA
Ser
290

CAA
Gln

AGA
Arg

GAG
Glu

ACT
Thr

CTC
Leu

GAA
Glu

GTG
Val

GCT
Ala
275

ACA
Thr

AGG
Arg

GAG
Glu

GAG
Glu

cce
Pro
355

ATT
Ile

ATT
Ile

TGG
Trp

GCT
Ala
260

CAG
Gln

ATG
Met

AGG
Arg

ACA
Thr

TGG
Trp
340

GAG
Glu

GTT

GCC
Ala

ATG
Met

ATC CTG

Ile Leu

CTC
Leu

TGG
Trp
165

TAC
Tyr

ACC
Thr
245

GTT
Val

GAA
Glu

GTG
val

GTA
Val

CAG
Gln
325

GAG
Glu

TCA
Ser

ACA
Thr

ATC
Ile

ATC
Ile

200

CTG
Leu
150

CTT
Leu

TTA
Leu

GTA
val

CAC
His

AGT
Ser

AAT
Asn
135

GTG
val

ATT
Ile

GGG
Gly

GCA
Ala

TGG
Trp

GCG
Ala

GTC
val

ATT
Ile

GAA
Glu

CTC
Leu

GCC
Ala

CTG
Leu

ATC
Ile

TAT
Tyr

TCA TCT
Ser Ser

170

GTA TTT
vVal

Phe

185

200

215

230

GCA
Ala

TTA
Leu

AGA
Arg

TGG
Trp

ccc
Pro
310

GAC
Asp

GCC
Ala

AGA
Arg

TGG
Trp

TGT
Cys

AAT
Asn

TTG
Leu
295

AAG
Lys

AGT
Ser

CAA
Gln

GCT
Ala

GCC
Ala

CTC
Leu

CcCcC
Pro

GAG
Glu
280

GTG
Val

AAC
Asn

GGT
Gly

AGA
Arg

GCT
Ala
360

Lys

CTC
Leu

ATC
Ile

Lys
265

ACT
Thr

AAT
Asn

ccce
Pro

TCT
Ser

GAC
Asp
345

GTC
val

CTA
Leu Ile

GGC
Gly

ATG
Met

T7TG
Leu
250

GGC
Gly

CTC
Leu

ATG
Met

AAG
Lys

GGG
Gly
330

AGT
Ser

CAG
Gln

ATC

CcCccC
Pro

GCC
Ala

ATG
Met

AAA
Lys
155

CTG
Leu

ATC
Ile
140

TAC
Tyr

TTG
Leu

ARG ACC

Lys

Trp

CTT
Leu

Thr

TGG AAT
Asn

AGT GTC
Ser Val

AGG TGC
Arg Cys

TTG CTG
Leu Leu

TAC AAT
Tyr Asn

190

TTT GGT

Phe Gly

205

220

235

GCT
Ala

CCA
Pro

TTT
Phe

GCT
Ala

TAT
Tyr
315

AAC
Asn

CAC
His

GAA
Glu

GTG
Val

CTT
Leu

cCAa
Pro

GAA
Glu
300

AAC

Asn

GAT
Asp

CTG
Leu

CTT
Leu

ATT
Ile

CGT
Arg

GCT
Ala
285

GGA
Gly

ACA
Thr

GAT
Asp

GGG
Gly

TCT
Ser
365

CGA CTG CAG
Arg Leu Gln

CTG GTA TTT ATC
Leu Val Phe Ile

TCA
Ser

ATG
Met
270

CTT
Leu

GAC
Asp

CAA
Gln

GGT
Gly

CCT
Pro
350

GGG
Gly

613

661

709

757

805

853

901

945

997

1045

1093

1141

1189

1237

1285



(2)

AGC
Ser

CTG
Leu

ACC
Thr

CTG
Leu
415

GCG
Ala

TTC
Phe

CAT
His

ATT
Ile

GGA
Gly

GCC
Ala
400

ATC
Ile

TTG
Leu

GCC
Ala

CAG
Gln

CTA
Leu

GAT
Asp
385

AGT
Ser

GGC
Gly

cca
Pro

ACG
Thr

TTT
Phe
465

TTATCAAAAA

CCTCAGCTAA

AGCCACCCGC

CATCGCTGCA

GGGCCAAGGA

TGTGAACTCT

ACG
Thr
370

TTC
Phe

GGA
Gly

CTG
Leu

GCC
Ala

GAT
Asp
450

TAT
Tyr

AGT
Ser

ATT
Ile

GAC
Asp

TGC
Cys

CTC
Leu
435

TAC
Tyr

ATC
Ile

GAA GAC CCG GAG GAA AGA GGA GTA AAA CTT GGA
Glu Asp Pro Glu Glu Arg Gly Vval Lys Leu Gly
375 380

TTC TAC AGT GTT CTG GTT GGT AAG GCC TCA GCA
Phe Tyr Ser Val Leu Val Gly Lys Ala Ser Ala
390 385

TGG AAC ACA ACC ATA GCC TGC TTT GTA GCC ATA
Trp Asn Thr Thr Ile Ala Cys Phe Val Ala Ile
405 410

CTT ACA TTA CTC CTG CTC GCC ATT TTC AAG AAA
Leu Thr Leu Leu Leu Leu Ala Ile Phe Lys Lys
420 425 430

CcCcC ATC TCC ATC ACC TTC GGG CTC GTG TTC TAC
Pro Ile Ser Ile Thr Phe Gly Leu Val Phe Tyr
440 445

CTT GTG CAG CCC TTC ATG GAC CAA CTT GCA TTC
Leu Val Gln Pro Phe Met Asp Gln Leu Ala Phe
455 460

TAGCCTTTCT GCAGTTAGAA CATGGATGTT TCTTCTTTGA

CACAAAAACA GAGAGCAAGC CCGAGGAGGA GACTGGTGAC TTTCCTGTGT
CAAAGGCAGG ACTCCAGCTG GACTTCTGCA GCTTCCTTCC GAGTCTCCCT
ACTACTGGAC TGTGGAAGGA AGCGTCTACA GAGGAACGGT TTCCAACATC
GCAGACGGTG TCCCTCAGTG ACTTGAGAGA CAAGGACAAG GAAATGTGCT
GCTGCCGTGC TCTGCTAGCT TTGACCGTGG GCATGGAGAT TTACCCGCAC

CTAAGGTAAA CAARGTGAGG TGAACC

Informace pro SEQ ID NO: 17:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 467 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 17:

1333

1381

1429

1477

1525

1573

1628

1688

1748

1808

1868

1928

1964




Tyr
225

Leu
Asp
Glu
Ser
Ala

305

Glu

Leu
Pro
Leu
Thr
Ser
290

Gln

Arg

Ile

Glu

Val

Ala

275

Thr

Arg

Glu

Met

Trp

Ala

260

Gln

Met

Arg

Thr

Ile

Thr
245
Val
Glu
val

Val

Gln
325

Ser
230

Ala

Arg
Trp
Pro

310

Asp

Ala

Cys
Asn
Leu
295

Lys

Ser

Leu
Leu
Pro
Glu
280
Val

Asn

Gly

Met
Ile
Lys
265
Thr
Asn

Pro

Ser

Ala Leu
235

Leu Ala
250

Gly Pro
Leu Phe
Met Ala
Lys Tyr

318

Gly Asn
330

Val

Val

Leu

Pro

Glu

300

Asn

Asp

Phe
Ile
Arg
Ala
285
Gly

Thr

Asp

Ile
Ser
Met
270
Leu
Asp

Gln

Gly

Lys
val
255
Leu
Ile
Pro

Arg

Gly
33S

Tyr
240
Tyr
Val
Tyr
Glu
Ala

320

Phe




(2)

203

Ser Glu Glu Trp Glu Ala Gln Arg Asp Ser
340 345
Ser Thr Pro Glu Ser Arg Ala Ala Val Gln
355 360
Leu Thr Ser Glu Asp Pro Glu Glu Arg Gly
370 375
Asp Phe Ile Phe Tyr Ser Val Leu Val Gly
385 390
Ser Gly Asp Trp Asn Thr Thr Ile Ala Cys
405 410
Gly Leu Cys Leu Thr Leu Leu Leu Leu Ala
420 425
Pro Ala Leu Pro Ile Ser Ile Thr Phe Gly
435 440
Thr Asp Tyr Leu Val Gln Pro Phe Met Asp
450 455
Phe Tyr Ile
465
Informace pro SEQ ID NO: 18:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 2229 péaru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli&: CDS
(B) Umisténi: 366...1712
(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/kli&: misc_feature
(B) Umisténi: 1...2226
(D) Jiné informace: /note = "hPS2"

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 18:

His

Glu

Val

Lys

395

Phe

Ile

Leu

Gln

Leu

Leu

Lys

380

Ala

val

Phe

val

Leu
460

Gly
Ser
365
Leu
Ser
Ala
Lys
Phe

445

Ala

Pro
350
Gly
Gly
Ala
Ile
Lys
430

Tyr

Phe

Ser

Leu

Thr

Leu

415

Ala

Phe

His

Arg
Ile
Gly
Ala
400
Ile
Leu

Ala

Gln



GAATTCGGCA CGAGGGCATT

TGAAGGAACC TGAGACAGAA

GCCACAGAGC TAAAGTGACT

CGTCAGGAGA GTGATGTGAG

CGCTGCCCTC TTTGAAAGCC

AAGTGTCCGG GATTCAAGAC

GGGCT ATG CTC ACA TTC
Met Leu Thr Phe

1

GAT GAG CGG ACG TCC
Asp Glu Arg Thr Ser

15

TGC CAG GAG GGC AGG
Cys Gln Glu Gly Arg
35

TGG
Trp

TAT
TYyT

CTG
Leu

GTC
val

TTC
Phe

GAC
Asp

CTC
Leu

CTC
Leu

TCT
Ser
175

GTG
Val

ACT
Thr

GGC
Gly

AGA
Arg

GTC
val

ACC
Thr
80

ACT
Thr

TAC
TyY

ACA
Thr

ATC
Ile

TAC
Tyr
160

TCA
Ser

CTC
Leu

GTC
val

CCT
Pro

CTA
Leu

5

20

AGC
Ser

TGT
Cys
65

CTC
Leu

CTG
Leu

ACA
Thr

ccc
Pro

ATG
Met
145

AAG
Lys

CTG
Leu

ARG
Lys

TGG
Trp

CTG
Leu
225

CAG
Gln

CAG
Gln
50

AGT
Ser

Lys

TGC
Cys

GAG
Glu

TCG
Ser
130

ATC
Ile

TAC
Tyr

ATG
Met

ACC
Thr

AAC
Asn
210

GTG
val

TCCAGCAGTG
GCTAGTCCCC
TTTCCCAAGG
GGAGCTGTGT
AGGGAGCATC

CTCTCTGCGG

GAG
Glu

GGG
Gly

TAC
Tyr

ATG
Met

AAG
Lys
115

GTG
val

AGC
Ser

CGC
Arg

CTG
Leu

TAC
Tyx
195

TTC
Phe

CTG
Leu

AAC
Asn

GTT
val

GGA
Gly

ATC
Ile
100

AAT
Asn

GGC
Gly

GTC
Val

TGC
Cys

CTG
Leu
180

AAT

Asn

GGG
Gly

CAG
Gln

GGC CCA GAG GAT G
Gly Pro Glu Asp G

ATG TCG GCC GAG AGC cC
Met Ser Ala Glu Ser P

204

10

25

40

GAG
Glu

ccce
Pro

GCG
Ala
-85

GTG
val

GGA
Gly

CAG
Gln

ATC
Ile

TAC
Tyr
165

TTC
Phe

GTG
val

GCA
Ala

CAG
Gln

GAG
Glu

GGG
Gly
70

AAG
Lys

GTG
val

CAG
Gln

CGC
Arg

GTG
val
150

AAG
Lys

CTC
Leu

GCC
Ala

GTG
vVal

GCC
Ala
230

GAC
Asp
55

CGG
Arg

CAT
His

GTA
val

CTC
Leu

CTC
Leu
135

GTT
val

TTC
Phe

TTC
Phe

ATG
Met

GGC
Gly
215

TAC
Tyr

GGT
Gly

CCG
Pro

GTG
val

GCC
Ala

ATC
Ile
120

CTC
Leu

ATG
Met

ATC
Ile

ACC
Thr

GAC
Asp
200

ATG
Met

CTC
Leu

GAG
Glu

CcCA
Pro

ATC
Ile

ACC
Thr
105

TAC
Tyr

AAC
Asn

ACC
Thr

CAT
His

TAT
Tyr
185

TAC
Tyr

GTG
val

ATC
Ile

ATG GCC TCT GAC AGC GAG GAA GAA GTG TGT
Met Ala Ser Asp Ser Glu Glu Glu Val Cys

AGGAGACAGC CAGAAGCAAG CTTTTGGAGC
CCTCTGAATT TTACTGATGA AGARACTGAG
TCGCCCAGCG AGGACGTGGG ACTTCTCAGA
GACCATAGAA AGTGACGTGT TAAAAACCAG
ATTCATTTAG CCTGCTGAGA AGAAGAAACC

CCCCAAGTGT TCGTGGTGCT TCCAGAGGCA

CC ACG CCG CGC TCC
ro Thr Pro Arg Ser

3¢

45

GAG
Glu

GGC
Gly

ATG
Met
90

ATC
Ile

ACG
Thr

TCC
Ser

ATC
Ile

GGC
Gly
170

ATC
Ile

ccc
Pro

TGC
Cys

ATG
Met

GAC
Asp

CTG
Leu
75

CTG
Leu

ARG
Lys

CcCa
Pro

GTG
val

TTC
Phe
155

TGG
Trp

TAC
Tyr

ACC
Thr

ATC
Ile

ATC
Ile
235

GA GAG AAT ACT GCC CAG
1y Glu Asn Thr Ala Gln

CCT
Pro
60

GAG
Glu

TTT
Phe

TCT
Ser

TTC
Phe

CTG
Leu
140

TTG
Leu

TTG
Leu

CTT
Leu

CTC
Leu

CAC
His
220

AGT
Ser

GAC
Asp

GAA
Glu

GTG
val

GTG
val

ACT
Thr
125

AAC
Asn

GTG
val

ATC
Ile

GGG
Gly

TTG
Leu
205

TGG
Trp

GCG
Ala

60
120
180
240
300
360

4027

455

503

CGC
Arg

GAG
Glu

CCT
Pro

cGC
Arg
110

GAG
Glu

ACC
Thr

GTG
val

ATG
Met

GAA
Glu
190

CTG
Leu

AAG
Lys

cTC
Leu

S51

599

647

695

743

791

839

887

935

983

1031

1079




TAC
TYyr

TCA
Ser
335

GAG
Glu

TTC
Phe

GGG
Gly

TTG
Leu

GCC
Ala
415

GAC
Asp

TAC
Tyr

GAC
Asp
320

TAC
Tyr

CTG
Leu

ATC
Ile

GAC
Asp

TGT
Cys
400

CTC
Leu

AAC
Asn

ATC
Ile

CCG
Pro

cccC
Pro

GAG
Glu

TTC
Phe

TGG
Trp
385

CTG
Leu

ccc
Pro

CTG
Leu

TGA

TCATTGGATG

TCCTTAAAAA

GCCAGCTGTT

AGGAAGCACA
GCATCCGGCA
GGGTGCTCTG
CCATGATGTC

TCACMCTNCT

GAG
Glu

GAA
Glu

GAA
Glu

TAC
Tyr
370

AAT
Asn

ACC
Thr

ATC
Ile

GTG
val

ATG
Met

GTC
Val

GAG
Glu
355

AGT
Ser

ACC
Thr

CTC
Leu

TCC
Ser

CGG
Arg
435

GAA
Glu

TTT
Phe
340

GAG
Glu

GTG
Val

ACG
Thr

CTG
Leu

ATC
Ile
420

CCG
Pro

GAA
Glu
325

GAG
Glu

GAA
Glu

CTG
Leu

CTG
Leu

CTG
Leu
405

ACG
Thr

TTC
Phe

GAC
Asp

CCT
Pro

AGG
Arg

GTG
val

GCC
Ala
390

CTT

Leu

TTC
Phe

ATG
Met

TAT
Tyr

GAC
Asp

TCC
Ser

ACT
Thr
345

CcCcC
Pro

TTG
Leu

GTG
val
360

AAG
Lys

GGC
Gly

GCG
Ala

GGC
Gly
375

AAG
Lys

GTG
val

TGC
Cys

TTC
Phe

GTG
val

TTC
Phe

GCT
Ala

ATC
Ile
425

CTC
Leu

GGG
Gly

CTG
Leu

GAC
Asp

ACC
Thr
440

GGG
Gly

AGT
Ser
330

TTT
Phe

GGC
Gly

TAC
Tyr

CCA
Pro

CTT
Leu

CTC
Leu

GGC
Gly

ACG
Thr
380

GCT
Ala

GCC
Ala

GCC
Ala

ATC
Ile
395

CTC
Leu

AAG
Lys
410

AAG
Lys

GCG
Ala

TTC
Phe

TTT
Phe

TAC
Tyr

CAT
His

GCC
Ala

TCC
Ser

GGGACATGGT GTGCCACAGG CTGCAAGCTG CAGGGAATTT

CAGTTGTATA
ATAAAGTACG
TCATCACCAG
GCAGGTTTAT
TGAGGGCTGA
GCTGGAGAGG
CTTGTTATTT

GGGRAGTGGC

GTTTTACACT
TGTTTACTTG

ACTTTGGCTC

CCAGATGAAC
GATGCCCAAA
AAAAGCCAGT
TATTNCCYTT

TTAATAGTAA

CTAGTGCCAT
GTGAGGAGGA
CCGCTTTGGG
TGAGAAGGTC
GAGTGTGCTC
TCCCTACGAG
ANAAACTGAN

NATCAATAAA

ATATTTTTAA
GGCAGAACCA
GAGCGCCTCG
AGATTAGGGT
GGGAGTGGCC
GAGTGTTCCC
TCCTNTTNTT

NAGNTGAGTC

CCT
Pro

GAG
Glu

GGG
Gly

GAG
Glu
350

GAC
Asp

GGG
Gly
365

AGC
Ser

GGC
Gly

ATT
Ile

GGC
Gly

CTG
Leu

ccc
Pro

ACG
Thr
430

TCC
Serxr

CTC
Leu

CAG
Gln
445

s

GACTTTTCTT
GCTCTTTGGT
CTTCACGGAC
GGGGAGAAGA
CCTGGCACCT
AATGCTTTGT
NTTDCGGCAG

CTNTTAG

1367

1415

1463

1511

1559

1607

1655

1703

1752

1812

1872

1932

1992

2052

2112

2172

2229



(2)

Cys

65
Leu
Leu
Thr
Pro
Met
145
Lys

Leu

Lys

Informace pro SEQ ID NO: 19:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 449 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 19:

Met Leu Thr Phe Met Ala Ser Asp Ser

1 5

Arg Thr Ser Leu Met Ser Ala Glu Ser

20

Glu Gly Arg Gln Gly Pro Glu Asp Gly

Glu

10

25

35 40

Ser Gln Glu Asn Glu Glu Asp Gly Glu

S0 55

Ser Gly Val Pro Gly Arg Pro Pro Gly Leu Glu
70 75

Lys Tyr Gly Ala Lys His Val Ile Met Leu Phe
85 90

Cys Met Ile Val Val Val Ala Thr Ile Lys Ser
100 105

Glu Lys Asn Gly Gln Leu Ile Tyr Thr Pro Phe
115 : 120

Ser Val Gly Gln Arg Leu Leu Asn Ser Val Leu
130 138 140

Ile Ser Val Ile Vval val Met Thr Ile Phe Leu
150 155

Tyr Arg Cys Tyr Lys Phe Ile His Gly Trp Leu
165 170

Met Leu Leu Phe Leu Phe Thr Tyr Ile Tyr Leu
180 185

Thr Tyr Asn Val Ala Met Asp Tyr Pro Thr Leu
185 200

Glu
val
Val
Thr
125
Asn
val
Ile

Gly

Leu
205

Glu

Pro

Arg

110

Glu

Thr

val

Met

Glu

190

Leu

Pro

Glu

Glu

Leu
val

95
Phe
Asp
Leu
Leu
Ser
175

val

Thr

Thr Pro

Asn Thr

Asp Pro
60

Thr

Thr

Thr
Ile
Tyr
160
Ser

Leu

val

Glu Glu Val Cys Asp Glu

15

Arg Ser Cys Gln
30

Ala Gln Trp Arg
45

Asp Arg Tyr Val




(2) Informace pro SEQ ID NO: 20:

(i) Charakteristiky sekvence:

()
(B)
(C)
(D)

Délka: 1895 p&ru basi
Typ: nukleova kyselina
Ret&zec: jednoduchy
Topologie: line&rni



(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/klié&: CDS

(B) Umisté&ni:

(ix) Vlastosti:
(A) Jméno/klid&:

(B) Umisténi:

(D)

TATATGAGTC GCTTTAAAAC AAAAGAAAGT TTTTACCAGC TACATTCCTT TGGTTTCCTT
AACTAAATCC CATCACACAA CTACGGCTTC GCAGGGGGAG GCGTCCAGCG CTACGGAGGC
GAACGAACGC ACACCACTG ATG GCT GCT GTC AAT CTC CAG GCT TCG TGC TCC

Met Ala Ala Val Asn Leu Gln Ala Ser Cys Ser
10

Jiné informace:

140...1762

misc_feature
1...1895
/note = "DmPS"

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 20:

TCC GGG CTC GCC TCT GAG GAT GAC GCC

Ser

GCG
Ala

AAC
Asn

GTG
Val
60

CTG
Leu

GAG
Glu

TTC
Phe

TCC
Ser

TTC
Phe
140

GCG
Ala

CTG
Leu

Gly

GCG
Ala

TAC
Tyr
45

cccC
Pro

ACC
Thr

GAA
Glu

GTC
val

ATC
Ile
125

CAT
His

AAC
Asn

ATT
Ile

Leu

GAG
Glu
30

GGC
Gly

AAT
Asn

GGT
Gly

GAG
Glu

CcCC
Pro
110

AGC
Ser

GAA
Glu

TCC
Ser

GTT
Val

Ala
15

CGT
Arg

TCC
Ser

GTG
val

GGA
Gly

CAG
Gln
9S

GTC
vVal

TTC
Phe

CAA
Gln

CTG
Leu

TTG
Leu
175

Glu Asp Asp Ala
20

CCA
Pro

CaA
Gln

CCT
Pro

GGT
Gly

GGG
Gly
100

CTG
Leu

GAT
Asp

AGT
Ser

GTG
val

TGC
Cys
180

GTG
vVal

CGG
Arg

GAT
Asp

GGC
Gly
70

CCG
Pro

CAG
Gln

GTG
Val

TAT
Tyr

AAG
Lys
150

GTG
Val

CGC
Arg

GGC
Gly

CAA
Gln

GCT
Ala
55

TCG
Ser

CCccC
Pro

CAT
His

GTG
Val

CTC
Leu
135

TTC
Phe

GTG
Val

ATC
Ile

AGC
Ser

CAG
Gln
40

GCC
Ala

CGC
Arg

ACA
Thr

GTG
Val

GCT
Ala
120

CTC
Leu

TGG
Trp

ATT
Ile

CAG
Gln
25

CAG
Gln

ATA
Ile

CCT
Pro

AAT
Asn

ATC
Ile
10S

ACC
Thr

TAC
Tyr

AGT
Ser

ACC
Thr

CAC
His
185

ATA
Ile

CGG
Arg

CTT
Leu

TCA
Ser

GAA
Glu
90

AAG
Lys

ATC
Ile

ACA
Thr

GCC
Ala

TTT
Phe
170

GGC
Gly

GGC
Gly

AAC
Asn

GCT
Ala

AGA
Arg
75

ATG
Met

TTA
Leu

AAC
Asn

CCT
Pro

TTG
Leu
155

TTG

Leu

TGG
Trp

60

120

172

220

268

316

364

412

460

508

556

604

652

700



CTG
Leu

TTG
Leu

GCA
Ala
220

CAT
His

GCA
Ala

GCC
Ala

CTT
Leu

CGA
Arg
300

TAC
Tyr

TCC
Ser

CAG
Gln

ACA
Thr

CTG
Leu
380

GGA
Gly

AGC
Ser

GGA
ly

CAG
Gln

GGC
Gly
460

ATT
Ile

GAA
Glu
205

CTA
Leu

TGG
Trp

GCC
Ala

TGG
Trp

TCG
Ser
285

AAT
Asn

GCA
Ala

TCC
Ser

AAC
Asn

GGT
Gly
365

GCa
Ala

AAC
Asn

GAA
Glu

AAC
Asn

AAT
Asn
445

GAC
Asp

CcTC
Leu
190

GAG
Glu

CTG
Leu

CAG
Gln

TTG
Leu

GCT
Ala
270

cCa
Pro

GAG
Glu

CTT
Leu

TCG
Ser

TCG
Ser
350

AAC
Asn

ACT
Thr

GCT
Ala

CGT
Arg

GCT

Ala
430

CAT
His

TTC
Phe

TCC TCC TTC ATG

Ser

CTT
Leu

ATT
Ile

GGA
Gly

ATG
Met
255

GTA
val

AGA
Arg

Gln

GTA
val

CCG
Pro
335

CTG
Leu

TCC
Ser

GAA
Glu

GAG
Glu

GTG
vVal
415

CAG
Gln

CCG
Pro

ATC
Ile

Ser

CTT
Leu

ATG
Met

CCT
Pro
240

GCC
Ala

TTG
Leu

GGA
Gly

ATC
Ile

AAC
Asn
320

TCG
Ser

GCT
Ala

CAT
His

GGT
Gly

GCT
Ala
400

GCT
Ala

CGC
Arg

GAT
Asp

TTC
Phe

Phe

CGC
Arg

TGG
Trp
225

CTG
Leu

TTG
Leu

GCT
Ala

CCC
Pro

TTC
Phe
305

ACT
Thr

TCC
Ser

TCG
Ser

CCT
Pro

ATG
Met
385

GCG
Ala

CGT
Arg

TCC
Ser

GGG
Gly

TAC
Tyr
465

Met

GCC
Ala
210

AAC
Asn

CGG
Arg

GTG
Val

GCC
Ala

CTC
Leu
290

CcccC
Pro

GTT
val

AGC
Ser

CCA
Pro

CGA
Arg
370

CCA
Pro

GGT
Gly

CGC
Arg

AAC
Asn

CAA
Gln
450

TCG
Ser

TTG
Leu
195

TAT
Tyr

TTT
Phe

TTG
Leu

TTC
Phe

ATT
Ile
275

CGC
Arg

GCT
Ala

ACG
Thr

AAC
Asn

GAG
Glu
355

CAG
Gln

CTT
Leu

TTC
Phe

CAG
Gln

GAG
Glu
435

GAA
Glu

GTA
val

TTG
Leu

AAC
Asn

GGA
Gly

CAG
Gln

ATT
Ile
260

TCT
Ser

ATT
Ile

CTG
Leu

CCG
Pro

TCC
Ser
340

GCA
Ala

AAT
Asn

GTG
val

ACG
Thr

ATT
Ile
420

TAT
Tyr

GAA
Glu

TTA
Leu

TTC
Phe

ATA
Ile

GTG
Val

Caa
Gln
245

Lys

ATT
Ile

CTG
Leu

ATT
Ile

CAG
Gln
325

ACC
Thr

GCA
Ala

CAG
Gln

ACT
Thr

CAA
Gln
405

GAA
Glu

AGG
Arg

CGT
Arg

GTG
Val

ATT
Ile

CCG
Pro

GTC
Val
230

GGA
Gly

TAC
Tyr

TGG
Trp

GTG
vVal

TAT
Tyr
310

CAA
Gln

ACA
Thr

GCG
Ala

CGG
Arg

TTT
Phe
390

GAG
Glu

GTT
val

ACA
Thr

GGC
Gly

GGC
Gly
470

TTT
Phe

ATG
Met
215

GGA
Gly

TAT
Tyr

CTG
Leu

GAT
Asp

GAA
Glu
295

TCA
Ser

TCG
Ser

ACC
Thr

GCT
Ala

GAT
Asp
375

Lys

TGG
Trp

CAA
Gln

GTA
Val

ATA
Ile
455

ARG
Lys

ACG TAC TTA

Thr
200

GAC
Asp

ATG
Met

CTC
Leu

CcCT
Pro

CTT
Leu
280

ACG
Thr

TCC
Ser

CAG
Gln

ACG
Thr

AGT
Ser
360

GAC
Asp

AGC
Ser

TCA
Ser

AGT
Ser

ACA
Thr
440

AAG
Lys

GCC
Ala

Tyr

TAC
Tyr

ATG
Met

ATT
Ile

GAA
Glu
265

ATT
Ile

GCT
Ala

ACT
Thr

GCC
Ala

AGG
Arg
345

GGC
Gly

GGC
Gly

AAT
Asn

GCT
Ala

ACT
Thr
425

GCT
Ala

CTT
Leu

TCC
Ser

Leu

CCT
Pro

TCC
Ser

TTC
Phe
250

TGG
Trp

GCT
Ala

CAG
Gln

GTC
Val

ACA
Thr
330

GCC
Ala

CAA
Gln

AGT
Ser

TTG
Leu

AAC
Asn
410

CAG
Gln

CCG
Pro

GGC
Gly

AGC
Ser

TAT
Tyr

ACT
Thr

ATC
Ile
235

GTG
Val

ACT
Thr

GTC
val

GAG
Glu

GTT
val
315

GCT
Ala

ACG
Thr

CGC
Arg

GTA
Val

CGC
Arg
395

TTG
Leu

AGT
Ser

GAT
Asp

CTC
Leu

TAC
Tyr
475

748

796

844

892

940

1036

1084

1132

1180

1228

1276

1324

1372

1420

1468

1516

1564



(2)

GGC
Gly

CTC
Leu

GCC
Ala

AGT
Ser

TTT
Phe
540

GAC
Asp

TGC
Cys

CTG
Leu

GCG
Ala
525

ATA
Ile

TGG
Trp

CTC
Leu

cccC
Pro
510

GTG
Val

ACG ACC
Thr Thr
480

ACT CTT
Thr Leu
495

ATC TCA
Ile Ser

GTC AAG
Val Lys

ACA
Thr

CTG
Leu

ATA
Ile

CCG
Pro

ATC
Ile

CTT
Leu

ACG
Thr

TTC
Phe
530

GCT
Ala

CTG
Leu

TTC
Phe
515

ATG
Met

TGC
Cys

GCC
Ala
500

GGA
Gly

GAG
Glu

TTT
Phe
485

ATT
Ile

TTG
Leu

GAT
Asp

GTG
Val

TGG
Trp

ATA
Ile

CTA
Leu

GCC
Ala

CGC
Arg

TTT
Phe

TCG
Ser
535

ATC
Ile

AAG
Lys

TGC
Cys
520

GCC
Ala

TAAACTTGAA AAGACAAGGA CACATCAAGT GTCTTACAGT

CTC ATT GGA
Leu Ile Gly
490

GCG CTA CCC
Ala Leu Pro

505

TTC GCC ACT
Phe Ala Thr

AAG CAG GTG
Lys Gln Val

ATCATAGTCT

AACAAAGCTT TTTGTAATCC AATTCTTTAT TTAACCAAAT GCATAGTAAC AACCTCGACT

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAA

Informace pro SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 541 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina

(D) Topologie: linedrni

(ii) Typ molekuly: protein

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 21:

Met A

Glu Asp Asp Ala Asn Val

1

Glu A

la Ala Vval Asn

rg Pro Pro Arg

35

Asn Gln Asp G

Met A
65

50

rg Glu P

20

In Pro

ro Cys

5

Arg

Asp

70

Leu Gln Ala

Gly Ser

55

Gln Gln Gln

49

Ala Ala I

Gly Ser Arg P

Gln I

25

le Leu Ala

ro Ser

Ser Cys Serx

10

le Gly Ala Ala

Arg Asn

Arg L

75

Asn Tyr

45

Val Pro

60

eu Thr

15

Glu Arg
30

Gly Ser

Asn Val

Gly Gly

Ser Gly Leu Ala Ser

Leu

Ser

Val

Gly
80

1612

1660

1708

1756

1812

1872

1895






(2)

(2)

Informace pro SEQ ID NO: 22:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 21 parlt basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retd&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO:
CTNCCNGART GGACNGYCTG G
Informace pro SEQ ID NO: 23:

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 21 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni

22:



(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 23:

RCANGCDANT GTNGTRTTCC A
(2) Informace pro SEQ ID NO: 24:
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 32 paru basi
(B) Typ: nukleovéd kyselina
(C) Reté&zec: jednoduchy
(D) Topologie: linedrni
(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 24:
TTTTTTCTCG AGACNCNCA RGARAGAAAY GA
(2) Informace pro SEQ ID NO: 25:
(1) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 29 paru basi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Ret&zec: jednoduchy
(D) Topologie: line&rni

(xi) Popis sekvence:SEQ ID NO: 25:

TTTTTTGGAT CCTARAADAT RAARTCNCC



737077

1. Izolovand nukleové kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci kodujici protein vybrany ze skupiny sklddajici se
z normdlniho presenilin-1 proteinu, mutantniho presenilin-1
proteinu, normdlniho presenilin-2 proteinu a mutantniho

presenilin-2 proteinu.

2. Izolovand nukleovd kyselina podle naroku 1, kde uvedena
nukleova kyselina koduje normdlni presenilin-1 protein a kde je

uvedend nukleotidova sekvence vybrédna ze skupiny sklddajici se z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-1 podle SEQ ID NO: 2;

(2) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-1 podle SEQ ID NO: 4;

(3) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro my$i presenilin-1 podle SEQ ID NO: 17;

(4) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvence SEQ ID NO: 2, kde je zbytek 257 nahrazen alaninem a
zbytky 258 - 290 jsou vynechény;

(5) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvence SEQ ID NO: 4, kde je zbytek 253 nahrazen alaninem a

zbytky 254 - 286 jsou vynechény; a

(6) sekvence kodujici normdlni presenilin-1 protein a schopné




hybridizace na sekvenci komplementéarni k jakékoliv sekvenci (1) -

(5) za podminek p¥isné hybridizace.

3. Izolovand nukleova kyselina podle ndroku 1, kde uvedena
nukleova kyselina koduje mutantni presenilin-1 protein, kde
uvedend sekvence nukleotidl koduje alespoii jednu mutaci
korespondujici mutaci SEQ ID NO: 2 vybrané ze skupiny skladajici
se z A79?, V82L, V96F, Y115H, M139T, M139V, I143T, Ml4eL, M146V,
H163R, H163Y, L171P, G209V, I211T, A231T, A246E, A260V, C263R,
P264L, P267S, E280A, E280A, E280G, A285V, L286V, ~291-319, G384A,
L392V A C410Y; a kde uvedend nukleotidovéd sekvence jinak
koresponduje nukleotidové sekvenci vybrané ze skupiny skléddajici

se z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-1 podle SEQ ID NO: 2;

(2) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-1 podle SEQ ID NO: 4;

(3) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro myS$i presenilin-1 podle SEQ ID NO: 17;

(4) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvence SEQ ID NO: 2, kde je zbytek 257 nahrazen alaninem a
zbytky 258 - 290 jsou vynechany;

(5) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvence SEQ ID NO: 4, kde je zbytek 253 nahrazen alaninem a
zbytky 254 - 286 jsou vynechény; a



(6) sekvence kodujici normdlni presenilin-1 protein a schopné

hybridizace na sekvenci komplement&rni k jakékoliv sekvenci (1) -
(5) za podminek p¥isné hybridizace.

4. Izolovand nukleovd kyselina podle ndroku 1, kde uvedena
nukleova kyselina koduje mutantni presenilin-1 protein, kde
uvedena sekvence nukleotidd koduje alespoii jednu mutaci
korespondujici mutaci SEQ ID NO: 19 vybrané ze skupiny skladajici
se z M239V, N141I a I420T; a kde uvedené nukleotidovi sekvence
jinak koresponduji nukleotidové sekvenci vybrané ze skupiny
skladdajici se z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-1 podle SEQ ID NO: 2;

(2) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-1 podle SEQ ID NO: 4;

(3) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro my8i presenilin-1 podle SEQ ID NO: 17;

(4) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvence SEQ ID NO: 2, kde je zbytek 257 nahrazen alaninem a
zbytky 258 - 290 jsou vynechény;

(5) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvence SEQ ID NO: 4, kde je zbytek 253 nahrazen alaninem a
zbytky 254 - 286 jsou vynechény; a

(6) sekvence kodujici normdlni presenilin-1 protein a schopné
hybridizace na sekvenci komplementdrni k jakékoliv sekvenci (1) -




(5) za podminek p¥isné hybridizace.

5. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 1, kde uvedena
nukleova kyselina koduje normdlni presenilin-2 protein a kde je
uvedend nukleotidovd sekvence vybrédna ze skupiny sklddajici se z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-2 podle SEQ ID NO: 19;

(2) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-2 podle SEQ ID NO: 19, kde jsou
zbytky 263 - 296 vynechany;

(3) sekvence kodujici normdlni presenilin-2 protein a schopné
hybridizace na sekvenci komplementarni k jakékoliv sekvenci (1) -
(2) za podminek p¥isné hybridizace.

6. Izolovanéd nukleova kyselina podle ndroku 1, kde uvedena
nukleova kyselina koduje mutantni presenilin-2 protein, kde
uvedend sekvence nukleotidl koduje alespoil jednu mutaci
korespondujici mutaci SEQ ID NO: 19 vybrané ze skupiny skladajici
se z M239V, N141T a I420T; a kde uvedené nukleotidova sekvence
jinak koresponduji nukleotidové sekvenci vybrané ze skupiny
skladdajici se z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-2 podle SEQ ID NO: 19;

(2) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-2 podle SEQ ID NO: 19, kde jsou
zbytky 263 - 296 vynechany;



(3) sekvence kodujici normdlni presenilin-2 protein a schopné

hybridizace na sekvenci komplementdrni k jakékoliv sekvenci (1) -
(2) za podminek prisné hybridizace.

7. Izolovand nukleova kyselina podle ndroku 1, kde uvedena
nukleova kyselina koduje mutantni presenilin-2 protein, kde
uvedend sekvence nukleotidd koduje alespoii jednu mutaci
korespondujici mutaci SEQ ID NO: 2 vybrané ze skupiny skladajici
se z A79?, V82L, V96F, Y115H, M139T, M139V, I143T, M146L, M146V,
H163R, H163Y, L171P, G209V, I211T, A231T, A246E, A260V, C263R,
P264L, P267S, E280A, E280A, E280G, A285V, L286V, ~291-319, G384A,
L392V A C410Y; a kde uvedenad nukleotidovad sekvence jinak
koresponduje nukleotidové sekvenci vybrané ze skupiny skladajici

se 2Z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-2 podle SEQ ID NO: 19;

(2) sekvence kodujici protein obsahujici aminokyselinovou
sekvenci pro lidsky presenilin-2 podle SEQ ID NO: 19, kde jsou
zbytky 263 - 296 vynechény;

(3) sekvence kodujici normdlni presenilin-2 protein a schopné
hybridizace na sekvenci komplementdrni k jakékoliv sekvenci (1) -
(2) za podminek p¥isné hybridizace.

8. Izolovand nukleovd kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci o alespoil 10 sousednich nukleotidech vybranou ze skupiny



skléddajici se z SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 a sekvenci komplementdrnich
k jakékoliv z téchto sekvenci.

9. Izolovanéd nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci o alespoll 15 sousednich nukleotidech vybranou ze skupiny
skladajici se z SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 a sekvenci komplementdrnich

k jakékoliv z té&chto sekvenci.

10. Izolované nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci o alespoii 20 sousednich nukleotidech vybranou ze skupiny
skladajici se z SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 16, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 a sekvenci komplementdrnich
k jakékoliv z téchto sekvenci.

11. Izolovana nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci obsahujici alespori 10 sousednich nukleotidd z
presenilinového insertu v plasmidu vybraném ze skupiny skl&dajici

w

se z ATCC prirGstkové &. 97214, ATCC prirtGstkové &. 97508, ATCC

o

priristkové &. 97124 a ATCC prirtstkové &. 97428.

12. Izolovanad nukleovd kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci kodujici alespoii jednu funk&ni doménu presenilinového
proteinu vybraného ze skupiny skladajici se z normdlniho



presenilin-1 proteinu, mutantniho presenilin-1 proteinu,

normalniho presenilin-2 proteinu a mutantniho presenilin-2
proteinu.

13. Izolovand nukleovd kyselina podle ndroku 12, kde uvedena
funkéni doména je presenilin-1 funk&éni doména korespondujici
doméné vybrané ze skupiny skladdajici se z presenilin-1
N-koncové, TM1, TM1->2, TM2, TM2->3, TM3, TM3->4, TM4, TM4->5,
T™M5, TM5->6, TM6, TMé6->7, TM7 a C-koncové domény.

14. Izolované nukleova kyselina podle ndroku 12, kde uvedena
funk&ni doména je presenilin-2 funk&ni doména korespondujici
doméné vybrané ze skupiny sklddajici se z presenilin-2
N-koncové, TM1, TM1->2, TM2, TM2->3, TM3, TM3->4, TM4, TM4->5,
T™M5, TM5->6, TM6, TM6->7, TM7 a C-koncové domény.

15. Izolovana nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci kodujici antigeni determinantu presenilinového
proteinu vybraného ze skupiny sklddajici se z normdlniho
presenilin-1 proteinu, mutantniho presenilin-1 proteinu,
normdlniho presenilin-2 proteinu a mutantniho presenilin-2
proteinu.

16. Izolovanéd nukleovad kyselina podle ndroku 15, kde uvedena
sekvence koduje presenilin-1 antigeni determinantu korespondujici
presenilin-1 antigeni determinanté& vybrané ze skupiny skladajici
se z aminokyselinovych zbytka 27 - 44, 28 - 61, 46 - 48, 50 - 60,
65 - 71, 66 - 67, 107 - 111, 109 - 112, 120 - 121, 120 - 122, 125
- 126, 155 - 160, 185 - 189, 214 - 223, 218 - 221, 220 - 230, 240
- 245, 241 243, 267 - 269, 273 - 282, 300 - 370, 302 - 310, 311
- 325, 332 342, 346 - 359, 372 - 382, 400 - 410 a 400 - 420 SEQ
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ID NO: 2.

17. Izolovand nukleova kyselina podle naroku 15, kde uvedena
sekvence koduje presenilin-2 antigeni determinantu korespondujici
presenilin-2 antigeni determinanté& vybrané ze skupiny skladajici
se z aminokyselinovych zbytka 25 - 45, 50 - 63, 70 - 75, 114 -
120, 127 - 132, 162 - 167, 221 - 226, 282 - 290, 310 - 314, 321 -
338, 345 - 352, 380 - 390 a 430 - 435 SEQ ID NO: 19.

18. Zpusob pro identifikaci alelickych variant nebo
heterospecifickych homologd lidského presenilinového genu
vyznadc¢ujici se tim, Ze obsahuje

vybrani nukleokyselinové proby nebo primeru schopného
hybridizace na sekvenci lidské&ho genu pro presenilin za p¥isnych
hybridiza¢nich podminek;

smiseni uvedené proby nebo primeru se vzorkem nukleové
kyseliny, ktery miZe obsahovat nukleovou kyselinu korespondujici
uvedené varianté& nebo homologu;

detekci hybridizace uvedené proby nebo primeru na nukleovou
kyselinu korespondujici uvedené varianté& nebo homologu.

19. Zplsob podle ndroku 18 vy zna dujici se tim,
Ze uvedeny vzorek obsahuje vzorek nukleové kyseliny vybrany ze
skupiny sklédajici se z 1idské genomové DNA, 1lidské mRNA a lidské
cDNA.

20. ZpGsob podle ndroku 18 vy zna &¢ujici se tinm,
Ze uvedeny vzorek obsahuje vzorek nukleové kyseliny vybrany ze



skupiny skladajici se ze savli genomové DNA, sav&i mRNA a savdi
CcDNA.

21. ZpGsob podle ndroku 18 vy znadujici se tim,
Ze uvedeny vzorek obsahuje vzorek nukleové kyseliny vybrany ze
skupiny skladajici se z genomové DNA, mRNA a cDNA od
bezobratlych.

22. Zpisob podle ndroku 18 vy zna dujici se tim,
Ze dale obsahuje krok izolace uvedené nukleové kyseliny

korespondujici uvedené varianté& nebo homologu.

23. Zpuisob podle ndroku 18 vy zna ¢u jici se t im,
Ze uvedend nukleova kyselina je identifikovdna hybridizaci.

24. Zplsob podle ndroku 18 vy znadujici se t inm,
Ze uvedend nukleovéd kyselina je identifikovéna PCR amplifikaci.

25. Zpusob pro identifikaci alelickych variant nebo
heterospecifickych homologli lidského presenilinového genu

vyznadcdujici se tim, Ze obsahuje

vybrani protildtky schopné selektivni vazby na lidsky

presenilinovy protein;

smiseni uvedené protilatky se vzorkem proteinl , kter¢y miZe
obsahovat proteiny korespondujici uvedené variant& nebo homologu;

detekci vazby uvedené protilédtky ne uvedeny protein
korespondujici uvedené variant& nebo homologu.



26. Zpusob podle ndroku 25 vy zna d¢uijici se tim,

Ze uvedeny vzorek obsahuje vzorek proteinli vybranych ze skupiny
sklddajici se z lidskych proteint, lidskych filisnich proteint
a jejich proteolytickych fragmenti.

27. Zpisob podle ndrcku 25 vy zna d&ujici se tim,
Ze uvedeny vzorek obsahuje vzorek nukleovych kyselin vybranych ze
skupiny skladajici se z savlich proteini, sav&ich fasnich
proteint a jejich proteolytickych fragmentti.

28. Zplsob podle ndroku 25 vy zna &€ujici se tim,
Ze uvedeny vzorek obsahuje vzorek nukleovych kyselin vybrany ze
skupiny skladajici se proteind od bezobratlych, flsnich proteini
od bezobratlych a jejich proteolytickych fragmentt.

29. Zpusob podle ndroku 25 vy zna &€ujici se tin,
Ze dale obsahuje podstatného ¢ist&ni uvedeného proteinu
korespondujiciho varianté& nebo homologu.

30. Izolovana nukleova kyselina obsahujici alelickou variantu
nebo heterospecificky homolog lidského genu pro presenilin.

31. Izolovana nukleova kyselina kodujici alelickou variantu
nebo heterospecificky homolog lidského presenilinového proteinu.

32. Izolovana nukleovd kyselina podle ndroku 31, kde uvedena
nukleova kyselina koduje Drosophila melanogaster homolog lidského
genu pro presenilin.

33. Izolovana nukleova kyselina podle ndroku 32, kde uvedena

nukleova kyselina obsahuje nukleotidovou sekvenci vybranou ze



skupiny skladajici se z:

(1) sekvence kodujici protein obsahujici DmPS aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 21;

(2) sekvence kodujici presenilinovy homologni protein a
schopné hybridizace k sekvenci komplementdrni k sekvenci (1) za
pfisnych hybridizadnich podminek.

34. Izolovand nukleova kyselina obsahujici nukleotidovou
sekvenci alesport 10 sousednich nukleotidl vybranou ze skupiny
skladajici se z SEQ ID NO: 21 a sekvence komplementdrni k SEQ ID
NO: 21.

35. Izolovand nukleovd kyselina obsahujici rekombinantni
vektor obsahujici nukleotidovou sekvenci podle jakéhokoliv z
naroka 1 - 34.

36. Izolovanad nukleovd kyselina podle ndroku 35, kde uvedeny
vektor je expresni vektor a uedend presenilinova nukleotidova
sekvence e operativné pripojena na regulaéni region.

37. Izolovand nukleovd kyselina podle ndroku 36, kde uvedeny
expresni vektor miZe exprivovat uvedenou presenilinovou sekvenci
v savéich burikéach.

38. Izolovand nukleovd kyselina podle naroku 37, kde jsou
uvedené buiiky vybrény ze skupiny sklddajici se z fibroblastovych,
jaternich, ledvingch, slezinych neurologickych bun&k a bun&k
kostni drené.



39. Izolovand nukleova kyselina podle nédroku 37, kde uvedeny

vektor je vybran ze skupiny sklddajici se z viru vakcinie,
adenoviru, retroviru, neurotrofnich virl a Herpes simplex viru.

40. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 36, kde uvedeny
expresni vektor koduje alespoil funkéni doménu presenilinového
proteinu vybranou ze skupiny sklddajici se z normdlniho
presenilin-1, mutantniho presenilin-1, normdlniho presenilin-2
a mutantniho presenilin-2.

41. Izolovanad nukleova kyselina podle ndroku 36, kde uvedeny
vektor ddle obsahuje sekvence kodujici exogeni protein operativné&
pfipojeny na uvedenou presenilinovou sekvenci a kde uvedeny
vektor koduje presenilinovy flisni protein.

42. Izolovana nukleovd kyselina podle ndroku 41, kde uvedeny
exogeni protein je vybrdn ze skupiny sklddajici se z lacZ, trpE,
maltosového vazebného proteinu, poly-His smy&ek nebo
glutathion-S-transferasy.

43. Izolovand nukleova kyselina obsahujici rekombinantni
expresni vektor obsahujici nukleotidové sekvence korespondujici
endogenimu regulanimu regionu presenilinového genu.

44. Izolovand nukleovd kyselina podle ndroku 43, kde je
uvedeny endogeni regulalni region operativn& p¥ipojen na
markerovy gen.

45. Hostitelska bunika transformovand expresnim vektorem podle
jakéhokoliv z ndrokG 36 - 44, nebo jejich potomstva.



46. Hostitelskd butika podle naroku 45, kde je uvedena

hostitelskd butlka vybrdna ze skupiny sklidajici se z
bakteridlnich bun&k a bun&k kvasinek.

47. Hostitelska butika podle naroku 45, kde je uvedena
hostitelska butika vybrana ze skupiny sklddajici se z fetdlnich
bun&k, emryondlnich kmenovych bun&k, zygot, gamet a bun&k
zdrode¢né linie.

48. Hostitelskd builka podle ndroku 45, kde je uvedena
hostitelskd bufikka vybrédna ze skupiny sklddajici se z
fibroblastovych, jaternich, ledvinych, slezinych, neurologickych

bunék a bundk kostni d¥enéd.

49. Hostitelsk&d bufika podle ndroku 45, kde je uvedend
burikka buiikou od bezobratlych.

50. Non-1lidsky zvifreci model pro Alzheimerovu chorobu, kde
genom uvedeného zvirete, nebo jeho p¥edchiidce, byl modifikovéan
alesponl jednim rekombinantnim konstruktem, a kde uvedeny
rekombinantni konstrukt obsahoval modifikace vybrané ze skupiny

skladajici se z:

(1) inserce nukleotidovych sekvenci kodujicich alespoii funk&ni

doménu heterospecifického normdlniho genu pro presenilin,

(2) inserce nukleotidovych sekvenci kodujicich alespoii funk&ni
doménu heterospecifického mutantniho genu pro presenilin,

(3) inserce nukleotidovych sekvenci kodujicich alespoii funk&ni
doménu konspecifického homologu heterospecifického mutantniho
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genu pro presenilin, a
(4) inaktivace endogeniho genu pro presenilin.

51. Zvife podle ndroku 50, kde uvedend modifikace je inserce
nukleotidové sekvence kodujici alesponl funkéni doménu normdlni
lidského genu pro presenilin-1.

52. ZviYe podle naroku 50, kde uvedend modifikace je inserce
nukleotidové sekvence kodujici alesponl funkéni doménu mutantniho
lidského genu pro presenilin-1.

53. Zvire podle naroku 50, kde uvedend modifikace je inserce
nukleotidové sekvence kodujici alespoili funk&ni doménu normdlni
lidského genu pro presenilin-2.

54. Zvire podle ndroku 50, kde uvedend modifikace je inserce
nukleotidové sekvence kodujici alesponl funkéni doménu mutantniho
lidského genu pro presenilin-2.

55. zvife podle naroku 50, kde uvedend modifikace je inserce
nukleotidové sekvence kodujici alespori funkéni doménu normalniho
nebo mutantniho presenilinového proteinu.

56. Zvire podle naroku 50, kde uvedené zvite je vybrano ze
skupiny skladajici se z krys, my8i, k¥elkd, mordat, kralikl, pst,
koCek, koz, ovci, prasat, a non-lidskych primata.

57. Zvi¥e podle naroku 50, kde uvedené zvi¥e je bezobratly.

58. Zpusob pro produkci alespoii funk&ni domény presenilinového



proteinu vy znadc¢ujici se tim, Z%e obsahuje kultivaci

hostitelské buiiky podle jakéhokoliv z ndrokt45 - 49 za vhodnych
podminek pro produkci uvedeného presenilinu prost¥ednictvim

exprese uvedené nukleové kyseliny.

59. V podstaté& &isty pfipravek proteinu vybrany ze skupiny
skléddajici se z normdlniho presenilin-1 proteinu, mutantniho
presenilin-1 proteinu, normidlniho presenilin-2 proteinu
a mutantniho presenilin-2 proteinu.

60. V podstaté Cisty pripravek podle ndroku 59, kde uvedeny
protein obsahuje normédni presenilin-1 protein vybrany ze skupiny
skladajici se z:

(1) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
2;

(2) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
4;

(3) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
17;

(4) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
2, kde je zbytek 257 nahrazen alaninem a zbytky 258 - 290 jsou
vynechéany;

(5) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
4, kde je zbytek 253 nahrazen alaninem a zbytky 254 - 286 jsou
vynechany.



61. V podstaté Cisty p¥ipravek podle naroku 59, kde uvedeny

protein obsahuje mutantni presenilin-1 protein obsahujici alesponl
jednu mutaci, kterd koresponduje mutaci SEQ ID NO: 2 vybrané ze
skupiny skladajici se z A79?, V82L, V96F, Y115H, M139T, M139V,
I143T, M146L, M1l46V, H163R, H1l63Y, L171P, G209V, I211T, A231T,
A246E, A260V, C263R, P264L, P267S, E280A, E280A, E280G, A285V,
L286V, ~291-319, G384A, L392V A C410Y; a kde uvedeny protein
jinak koresponduje aminokyselinové sekvenci vybrané ze skupiny
skladajici se z:

(1) aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 2;
(2) aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 4;
(3) aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 17;

(4) aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 2, kde je zbytek 257
nahrazen alaninem a zbytky 258 - 290 jsou vynechany;

(5) aminokyselinové sekvenci SEQ ID NO: 4, kde je zbytek 253
nahrazen alaninem a zbytky 254 - 286 jsou vynechény.

62. V podstaté& Cisty pripravek podle naroku 59, kde uvedeny
protein obsahuje normadni presenilin-2 protein vybrany ze skupiny
skladajici se z:

(1) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
19; a

(2) proteinu obsahujiciho aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
19, kde jsou zbytky 263 - 296 vynechény.



63. V podstaté ¢isty pripravek podle naroku 59, kde uvedeny

protein obsahuje mutantni presenilin-2 protein obsahujici alespon
jednu mutaci, kterd koresponduje mutaci SEQ ID NO: 19 vybrané ze
skupiny skladajici se z M239V, N141I a I420T; a kde uvedeny protein
jinak koresponduje aminokyselinové sekvenci vybrané ze skupiny

skladajici se z:

(1) aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 19; a

(2) aminokyselinové sekvence SEQ ID NO: 19, kde jsou zbytky
263 - 296 vynechéany.

64. V podstaté &isty pr¥ipravek polypeptidu obsahujiciho
aminokyselinovou sekvenci alespoil 5 sousedicich aminokyselinovych
zbytkl vybranych ze skupiny sklddajici se z SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 a SEQ ID NO: 21.

65. V podstat& &isty pripravek polypeptidu obsahujiciho
aminokyselinovou sekvenci alesporl 10 sousedicich
aminokyselinovych zbytkd vybranych ze skupiny skléddajici se z SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 a SEQ ID NO:
21.

66. V podstaté &isty ptipravek polypeptidu obsahujiciho
aminokyselinovou sekvenci alespori 15 sousedicich
aminokyselinovych zbytkl vybranych ze skupiny sklddajici se z SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19 a SEQ ID NO:
21.

67. V podstaté &isty pripravek polypeptidu obsahujiciho
alespoil jednu funk&ni doménu presenilinového proteinu vybraného



ze skupiny skladajici se z normdlniho presenilin-1 proteinu,

mutantniho presenilin-1 proteinu, normdlniho presenilin-2
proteinu a mutantniho presenilin-2 proteinu.

68. V podstaté &isty p¥ipravek podle ndroku 67, kde uvedena
funkéni doména je presenilin-1 funkd&ni doména korespondujici
doméné vybrané ze skupiny skléddajici se z presenilin-1
N-koncové, TM1, TM1->2, TM2, TM2->3, TM3, TM3->4, TM4, TM4->5,
TM5, TM5->6, TM6, TM6->7, TM7 a C-koncové domény.

69. V podstaté &isty pripravek podle ndroku 67, kde uvedeni
funk&ni doména je presenilin-2 funk&ni doména korespondujici
doméné vybrané ze skupiny sklddajici se z presenilin-2
N-koncové, TM1, TM1->2, TM2, TM2->3, TM3, TM3->4, TM4, TM4->5,
T™5, TM5->6, TM6, TM6->7, TM7 a C-koncové domény.

70. V podstaté &isty pripravek polypeptidu obsahujiciho
antigeni determinantu presenilinového proteinu vybraného ze
skupiny skladajici se z normdlniho presenilin-1 proteinu,
mutantniho presenilin-1 proteinu, normé&lniho presenilin-2
proteinu a mutantniho presenilin-2 proteinu.

71. V podstaté &isty pripravek podle ndroku 70, kde uvedeny
polypeptid obsahuje presenilin-1 antigeni determinantu
korespondujici presenilin-1 antigeni determinant& vybrané ze
skupiny nukleotidd skladajici se z aminokyselinovych zbytk 27
- 44, 28 - 61, 46 - 48, 50 - 60, 65 - 71, 66 - 67, 107 - 111,
109 - 112, 120 - 121, 120 - 122, 125 - 126, 155 - 160, 185
- 189, 214 - 223, 218 - 221, 220 - 230, 240 - 245, 241 - 243,
267 - 269, 273 - 282, 300 - 370, 302 - 310, 311 - 325, 332
- 342, 346 - 359, 372 - 382, 400 - 410 a 400 - 420 SEQ ID NO: 2.
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72. V podstaté &isty pY¥ipravek podle naroku 70, kde uvedeny
polypeptid obsahuje presenilin-1 antigeni determinantu
korespondujici presenilin-1 antigeni determinant& vybrané ze
skupiny nukleotidl skléddajici se z aminokyselinovych zbytka 25
- 45, 50 - 63, 70 - 75, 114 - 120, 127 - 132, 162 - 167, 221
- 226, 282 - 290, 310 - 314, 321 - 338, 345 - 352, 380 - 390
a 430 - 435 SEQ ID NO: 19.

73. Zplsob pro produkci protilédtek, které se selektivn& vazi
na presenilin vy znac¢ujici se tim Ze obsahuje
kroky:

podani imunogenicky G¢inného mnoZstvi presenilinového
imunogenu zvifeti;

umozné produkce protildtek uvedenym zvifetem k uvedenému
imunogenu; a

ziskani uvedenych protilatek od uvedeného zviYete nebo z
buné&éné kultury od né&j odvozené.

74. V podstat& &isty p¥ipravek protildtky, kterd se selektivné
vaze na antigeni determinanty presenilinového proteinu vybraného
ze skupiny sklddajici se z normalniho presenilinu-1, mutantniho
presenilinu-1, normdlniho presenilinu-2 a mutantniho
presenilinu-2.

75. V podstaté &isty pfipravek protildtky podle naroku 74, kde
uvedena protildtka se selektivné& vaZe na antigeni determinanty
mutantniho presenilinu-1 a selhdvd ve vazb& na normdlni



presenilin-1 protein.

76. V podstat& &isty p¥ipravek protildtky podle naroku 74, kde
uvedend protildtka se selektivné véZe na antigeni determinanty
mutantniho presenilinu-2 a selhdvéd ve vazbé& na normalni
presenilin-2 protein.

77. Bun&&na linie produkujici protilédtky podle jakéhokoliv z
naroki 74 - 76.

78. Zplsob pro identifikovéni sloucenin, které mohou modulovat
expresi genu pro presenilin vy znac¢ujici se t im, Zze
obsahuje

kontaktovani bun&k s testovanym kandiddtem, kde uvedené buiky
obsahuji regula&ni region genu pro presenilin operativné
pripojeny na kodujici region; a

detekovani zm&n v expresi uvedeného kodujiciho regionu.

79. Zpusob podle ndroku 78 vy znadu jici se tim,
¥Ye uvedend zm&na zahrnuje zm&nu na Grovni mRNA transkriptu
kodovaného uvedenym kodujicim regionem.

80. Zplsob podle nidroku 78 vy zna ¢ u jici se tim,
Ye uvedend zm&na zahrnuje zm&nu na Grovni proteinu kodovaného
uvedenym kodujicim regionem.

81. Zpisob podle nidroku 78 vy zna &¢ujici se tim,
Ye uvedend zm&na je vysledekem aktivity proteinu kodovaného
uvedenym kodujicim regionem.



82. Zpusob podle ndroku 78 vy znadujici se tim,

Ze uvedeny kodujici region koduje markerovy protein vybrany ze
skupiny skladajici se z R-galaktosidasy, alkalické fosfatasy,
zeleného fluorescentniho proteinu a luciferasy.

83. Zplsob pro identifikaci slouenin, které se mohou
selektivné vazat na presenilinovy protein vy zna &uij ici
s e t im, Ze obsahuje kroky:

poskytnuti pZipravku obsahujiciho alespoii jednu presenilinovou
slozZku;

kontaktovani uvedeného p¥ipravku se vzorkem obsahujicim
alespon jednu kandiddtovou sloudeninu; a

detekovani vazby uvedené presenilinové sloZky na uvedenou
kandidatovou sloudeninu.

84. ZpGsob podle ndroku 83 vy znadujici se tim,
Ze vazba na uvedenou presenilinovou slofku je detekovana testem
vybranym ze skupiny skl&dajici se z: afinitni chromatografie,
ko-imunoprecipitace, Biomoecular Interaction Assay a kvasinkového
dvouhybridového systemu.

85. Zplsob pro identifikovani sloufenin, které mohou modulovat
aktivitu presenilinu vy zna d¢ujici se tim Ze
obsahuje kroky

poskytnuti bunék exprivujicich normadlni nebo mutantni gen pro
presenilin;
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kontaktovani bunék s alesponl jednou testovanou kandidatovou
sloudeninou; a

detekovani zmén v markeru uvedené aktivity.

86. Zpusob podle ndroku 85 vy znadujici se timn,
Ze mé¥eni uvedeného markeru ukazuje rozdil mezi bufikami nesoucimi
exprivovany mutantni gen pro presenilin a jinak identickymi
burltkami bez exprivovaného mutantniho genu pro presenilin.

87. Zplsob podle nidroku 85 vy znadujici se ti

=

Ze uvedend zména obsahuje zmé&nu v nespecifickém markeru bun&&né
fyziologie vybraném ze skupiny sklddajici se z pH,
intracelularniho vépniku, hladin cyklického AMP, pom&rl GTP/DP,
aktivity fosfatidylinositolu, a proteinové fosforylace.

88. Zplsob podle ndroku 85 vy zna ¢ujici se tinmnm,

Ze uvedend zména obsahuje zménu v expresi uvedeného presenilinu.

89. Zpusob podle ndroku 85 vy znadujici se tim,
Ze uvedena zména obsahuje zm&nu v intraceluldrni koncentraci nebo
proudu iontl vybranych ze skupiny sklddajici se z Ca®*, Na* a K*.

90. Zpusob podle ndroku 85 vy znadujici se t im,
Ze uvedend zmé&na obsahuje zm&nu ve vyskytu nebo stupni apoptosy
nebo buné&¢né smrti.

91. Zpusob podle nidroku 85 vy znadujici se tinm,
Ze uvedend zména obsahuje zm&nu v produkci AR peptidi.
92. Zpusob podle ndroku 85 vy znadujici se tim,
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Ze uvedend zména obsahuje zménu ve fosforylaci alespoll jednoho s
mikrotubuly asociovaného proteinu.

[N
=

93. Zplsob podle ndroku 85 vy znadujici se t
Ze uvedend buillka je bulika kultivovand in vitro.

94. Zplsob podle ndroku 93 vy zna &¢ujici se tim,
Ze uvedend builka je transformovand hostitelskd bufika podle
jakéhokoliv z ndroka 45 - 49.

95. ZpGsob podle ndroku 93 vy zna d&ujici se tim,
Ze uvedend buitlka je explantovdna z hostitele nesouciho alespoil

jeden mutantni gen pro presenilin.

96. Zplsob podle ndroku 93 vy zna &ujici se tim,
Ze uvedend bulika je explantovédna z transgeniho zvi¥ete podle
jakéhokoliv z narokad 50 - 57.

N

97. Zplsob podle ndroku 85 vy zna &ujici se t m,

Ze uvedend burlkka je butika v Zivém zvirteti.

98. ZplGsob podle ndroku 97 vy zna du jici se tim,
Ze uvedend butika je builika transgeniho zvi¥ete podle jakéhokoliv
nadroka 50 - 57.

99. Zpusob podle ndroku 85 vy znaduijici se tim,
Ze uvedend burika je v lidském subjektu v klinickém pokusu.

100. Diagnostickd metoda pro urleni toho, zda subjekt nese
mutantni gen pro presenilin, kterd obsahuje kroky:



237

poskytnuti biologického vzorku od uvedeného subjektu;

detekovani v uvedeném vzorku mutantni nukleové kyseliny pro
presenilin, mutantniho presenilinového proteinu, nebo aktivity
mutantniho presenilinu.

101. ZpUsob podle ndroku 100 vy zna &¢ujici se tim,
Ze mutantni presenilinovd nukleovad kyselina je detekovdna testem
vybranym ze skupiny skladajici se z p¥imého sekvencovani
nukleotidd, probové specifické hybridizace, traveni restrik&nimi
enzymy a mapovani, PCR mapovani, ligasou mediaované PCR detekce,
RNAsové protekce, detekci posunu elektroforetické mobility a
chemickym chybnym St&penim.

102. Zplsob podle ndroku 100 vy zna dujici se tim,
Ze mutantni presenilinovy protein je detekovén testem vybranym ze
skupiny skladajici se z imunotestu, proteasového testu a testu
elektroforetické mobility.

103. Farmaceuticky p¥ipravek obsahujici v podstat& &disty
presenilinovy protein a farmaceuticky akceptovatelny nosi&.

104. Farmaceuticky pripravek obsahujici expresni vektor
operativné kodujici presenilinovy protein, kde uvedeny expresni
vektor miZe exprivovat uvedeny presenilinovy protein v lidsk§ch
subjektech, a farmaceuticky akceptovatelny nosi&.

105. Farmaceuticky pripravek obsahujici expresni vektor
operativné kodujici presenilinovou antisense sekvenci, kde
uvedeny expresni vektor miZfe exprivovat uvedenou presenilinovou
antisense sekvenci v lidskych subjektech, a farmaceuticky
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akceptovatelny nosic.

106. Farmaceuticky p¥ipravek obsahujici v podstaté& &istou
protilatku, kde se uvedend protildtka selektivné& véZe na mutantni

presenilinovy protein, a farmaceuticky akceptovatelny nosid.

107. Farmaceuticky pfipravek podle ndroku 106, kde je uvedeny
pripravek v podstaté bez protildtky, kterad se selektivn& véZe na
normalni presenilinovy protein.

108. Farmaceuticky pripravek obsahujici v podstat@ &isty
pfipravek antigenich determinant mutantniho presenilinového

proteinu.

109. Farmaceuticky pripravek podle naroku 108, kde je uvedeny
pripravek v podstaté bez antigenich determinant normalniho
presenilinového proteinu.

110. Zpusob pro 1é&bu pacientdl majicich mutantni gen pro
presenilin vy zna€ujicisetim Ze obsahuje krok
podani terapeuticky G&inného mnoZstvi farmaceutického p¥ipravku
podle jakéhokoliv z ndroka 103 - 109 uvedenému pacientovi.

111. ZplUsob podle naroku 110 vy zna &ujici se
t i m, Ze uvedeny farmaceuticky p¥ipravek je zam&¥ena na typ
bunék vybrany ze srde¢nich, mozkovych, plicnich, jaternich buné&k,
bunék kosterniho svalu, ledviny slinivky a neurologickych bundk.



}9zRIqO
*
L]
L
[ XXX X J
L] L ]
QY | —
8T59LT LT59L1 0759L1 STS9L1 vTsoLT £759L°1 144375 1259L7T % 07SSLT 61S9LT 8159L1
(@¥5~) (D) (@80 [CELH) (Qa5) [CEY} Gy @qQys) @xs°'9) (Qxe) (@159°'7)
orfidotrid gitdorid ridorttd gtidoitd sziidornd syidond 6zligsqd 911gsqd s11gsad tzgid gzind
—~———T > -~ —

el

=
0




4.0
3.0
2.0
1.0
0.0
-1.0
-2.0
-3.0

- l o v VvV VI
L_____._ NS SRR (N ___ e e o e N - — (1 - ——— T
40 F . .
| ! | |
101 201 307 401
Obrézek 2

-
—
<

~——

467






hps1

mPS1

hPS1

mPS1

hps1

mPS1

hps1

mPS1

hPsS1

mPS1

hps1

mPS1

hpsi

mPS1

hpS1

mPS1

hPS1

mPS1

hpsSi

mPS1

MTELPAPLSYFQNAQMSEDNHLSNTVRSONDNRERQEHNDRRSLGHPE

RN RN e AR R U N R B

MTEIPAPLSYFQNAQMSEDSHSSSAIRSQNDSQERQQQHDRQRLDNPE

PLSNGRPQGNSRQVVEQDEEEDEELTLKYGAKHVIMLFVPVTLCMVVV

CLEEEer PErr e e e e e e e e e e e e e e e e

PISNGRPQSNSRQVVEQDEEEDEELTLKYGAKHVIMLFVPVTLCMVVV

VATIKSVSFYTRKDGQLIYTPFTEDTETVGQRALHSILNAAIMISVIV

FECCULVREEEEEET PP

VATIKSVSFYTRKDGQLIYTPFTEDTETVGQRALHSILNAATMISVIV

VMTILLVVLYKYRCYKVIHAWLIISSLLLLFFFSFIYLGEVFKTYNVA

AR AR AR AR R AR ARy

IMTILIVVLYKYRCYKVIHAWLIISSLLLLFFFSFIYLGEVFKTYNVA

VDYITVALLIWNFGVVGMISIHWKGPLRLQQAYLIMISALMALVFIKY

LEE TECEEEEEE R TR TR TR E T d
VDYVTVALLIWNFGVVGMIATHWKGPLRLOQAYLIMISALMALVFIKY

LPEWTAWLILAVISVYDLVAVLCPKGPLRMLVETAQERNETLFPALIY

AR AR AR R RN AN R AR AR AR AR RNy

LPEWTAWLITLAVISVYDLVAVILCPKGPLRMLVETAQERNETLFPALIY

SSTMVWLVNMAEGDPEAQRRVSKNSKYNAESTERESQDTVAENDDGGF

SRR RRRRR AR RA R Y LT NERAR

SSTMVWLVNMAEGDPEAQRRVPKNPKYNTQRAERETQDSGSGNDDGGF

SEEWEAQRDSHLGPHRSTPESRAAVQELSSSILAGEDPEERGVKLGLG

FERCDEEEEEE LT e e e et P e ey

SEEWEAQRDSHLGPHRSTPESRAAVQELSGSILTSEDPEERGVKLGLG

DFIFYSVLVGKASATASGDWNTTIACFVAILIGLCLTLLLLAIFKKAL

AR RN R R NN R AR RN AR AR AR

DFIFYSVLVGKASATASGDWNTTIACFVAILIGLCLTLLLLATFKKAL
PALPISITFGLVFYFATDYLVQPFMDQLAFHQFYI

RERRARARRA AR A AR AR R AR RR AR

PALPISITFGLVFYFATDYLVQPFMDQLAFHQFYI

Obrazek 3

48

96

96

144

144

W
(V9]
s}

NN
w
9]

13
(03
-~}



hps2

hPS1

hPSs2

hPS1

hps2

hPS1

hps2

hPsS1

hPs2

hPS1

hpPs2

hps1

hps2

hPS1

hPS2

hpPS1

hpS2

hPS1

hPS2

hPS1

hPs2

———————————————————— MT-ELPAPLSYFQNA-QMSEDNHLSNTV

N N O e |

MLTFMASDSEEEVCDERTSLMSAESPTPRSC-QEGRQGPEDGE -~ -NTA

--RSQ-N--DNRERQEHNDRR - ~-SLGHPEPLSNGRPQGNSRQVVEQDE

et b 11 |

QWRSQENEEDG-E--EDPDRYVCS-GVP----- GRPPGL--~--- E---

EEDEELTLKYGAKHVIMLFVPVTLCMVVVVATIKSVSFYTRKDGQLIY

LECCEETEPETET e ee e Free e tee b i

---EELTLKYGAKHVIMLFVPVTLCMIVVVATIKSVRFYTEKNGQLIY

TPFTEDTETVGQRALHSILNAAIMISVIVVMTILLVVLYKYRCYKVIH

LECUEEE e e e e PR T ey 1
TPFTEDTPSVGQRLLNSVLNTLIMISVIVVMTIFLVVLYKYRCYKFIH

AWLIISSLLLLFFFSFIYLGEVFKTYNVAVDYITVALLI-WNFGVVGM

LEE VD e e e bt e bt e T

GWLIMSSIMLLFLETYIYIGEVLKTYNVAMDYPTL - LLTVWNFGAVGM

ISIHWKGPLRLQQAYLIMISALMALVFIKYLPEWTAWLIL-AVISVYD

RN RN A AR RN R AR N R R N R R

VCIHWKGPLVLOQAYLIMISAIMALVFIKYLPEWSAWVILGA-ISVYD

LVAVLCPKGPLRMLVETAQERNETLFPALIYSSTMVWLVNMAEGDPEA

RN R R NN R N A e

LVAVLCPKGPLRMLVETAQERNEPIFPALIYSSAMVWTVGMAKLDP - -

QRRVSKNSKYNAESTERESQDTVAENDDGGFSE~-EWEAQRDSHLG-PH

| | | NI

~==-8--SQGAL------- QLPY---DP----EME-EDSYDSF-GEP-

RSTPESRAAVQE- -LSSSILAGEDP-~-EERGVKLGLGDFIFYSVLVG

|1 L N NEREERRRERARRRRRRRY

-SYPE----VFEPPLTGYP--GEELEEEEERGVKLGLGDFIFYSVLVG

KASATASGDWNTTIACFVAILIGLCLTLLLLAIFKKALPALPISITFG

L PR PEEEEE TR PR e

KAAATGSGDWNTTLACFVAILIGLCLTLLLLAVFKKALPALPISITFG
LVFYFATDYLVQPFMDQLAFHQFYI

SRR R R R R AR R

LIFYFSTDNLVRPFMDTLASHQLYI

Obréazek 41

67

76

115

121

163

169

210

216

257

263

305

309

351

334

394



H
29UOA-D
A
|
V—pd W—PAL A—d »9 68
V—+.L
IIA IA A Al 111 I I
—_— Hllvrmx
oba| TTTY| AT
F _ J2—=A V—p,A [—b L !
A 1
d > S"1
1 A H AN v 0
n Y
‘N7
. O DoUON-N
\% A
1 A
\ A/
_Q /

Auswop
osoTDTOE TUTTIOIPAU




@ yoze1do
DoUO¥-D

N—> I
WN—A
TIA A | | A Al I 1I I

=

Dau0AN-N

AA/I////I/II Augwop

ospTPTOR TUTTIOIPAU




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

