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Transgennl zvife, transgen, zplUsob Jjejich pfipravy a pouZiti

pro purifikaci transkripénich komplext

Oplast techniky

Vynalez se tyk& transgenu, ktery obsahuje DNA kdédujici
protein wvazajici box TATA (TBP) se znalenym epitopemn,
vytvofenl transgennich zvifat, kterd exprimuji TBP se
znacenym epitopem a jeho pouZiti pro afinitni purifikaci
(novych) transkriplnich faktorl a transkripénich komplexh

z celé rady eukaryotickych tkani a bunéénych typu.

Dosavadni stav techniky

Postupna formace a aktivita pre-iniciac¢niho komplexu Jje
nejdaleZzitéisdim faktorem pro regulaci eukaryotické
transkripce. Pre-iniciacni komplex Jje rozsdhly komplex
S mnoha podjednotkami, ktery je nezbytny ©pro spravné
umisténi a iniciaci enzymu RNA polymerazy II v misté& poddtku
transkripce. V pcslednich letech bylo charakterizovéno mnoho
obecnych transkripénich faktord  (GTF) tohoto komplexu
z eukaryotickych Jjader, vCetné TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIIF a TFIIH (Zawel a Reinberg, 1995, Ann. Rev. Biochem.,
64, 533-561, Serizawa et al., 1994, 1In: Transcription:
Mechanisms and regulation, 45-¢6, Raven press).
V promotorech obsahuijicich TATA {sekvenci) ma TFIID
specifickou afinitu pro sekvenci boxu TATA. Prostfednictvim
rozpoznani této sekvence je zpusobeno, Ze TFIID je prvni
prvek, ktery se vaZe k promotoru v zdkladni transkripci RNA
polymerazou II, & tim tvori nukleac¢ni komplex (Lewin, B.,

1990, Cell, 61, 1161-1164). Dal3i GTF se vasou postupné
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vymezenym zpusobem, coZ vede ke vzniku kompletnihc pre-

iniciac¢niho komplexu. Tento velky komplex nasledné& vyhleda a
spravné umisti RNA polymerazu II (Pol II) na misto pocdatku
transkripce, aby inicioval bazalni transkripci. Je jasné, Ze
TFIID, sam o sobé komplex s mnoha podjednotkami, hraje
klic¢ovou Glohu v regulaci ,aktivované transkripce"“, volné
definované jako zvy3ené hladiny produkce mRNA v pFfitomnosti
transkripé&nich aktivatorad. Tyto aktivatory mohou byt
pfirozené se vyskytujici determinanty véazajici zesilovad,
jako je box E vazajici USF (Sawadogo a Rceder, 1985, Cell,
43, 165-175, Kirschbaum et al., 19%2, Mol. Cell. Biol., 12,
5094-5100) nebo virové faktory 3jako je VP16 (Stringer et
al., 1890, Nature, 345, 783-786).

TFIID je sloZen z proteinu vazajiciho se na box TATA
(TBP) a nékolika faktory sdruZenymi S TBP (TAF{S)
(v pftihlasce termin »TAFs™ zahrnuije jakyvkoliv druh
transkripéniho faktoru, transkripéniho aktivatoru,
transkripcéniho inhibitoru). Do soucCasnosti bylo
charakterizovano az 20 odlisnych TAF;;s a byly pozorovany
komplexy TFIID obsahujici rdzné kombinace TArF{s (Zawel a
Reinberg, 1995, Ann. Rev. Biochem., 64, 533-561, Hori, R., a
Carey, M., 1994, Curr. Opinion Gen. Dev., 4, 236-244). Kromé
toho rGzné kombinace TAF;s propujcuiji  komplexu TFIID
rozdilné wvlastnosti. Napfiklad u drozofil jsou proteiny
tvorici vzor Hunchback (HB) a Bicoid (BCD) =zcela odka&zané na
pritomnost TAF;60, TAF;110 a TAF250 v komplexu TFIID
(Sauer, F., et al., 1995, Science, 270, 1783-1788). Tyto
slozky TFIID pisobi jako spoleCné aktivitory pro protismérné
k zesilovaCli véazané proteiny HB a BCD. Bylo prokdzano, 3e
neurogenni faktor NTF-1 vyZaduje pro aktivovanou transkripci
minimalni komplex TBP, TAF;;150 (ke kterému se vazZe) a

TAF11250, zatimco SP1l vyZaduje pro svou aktivaci daldi faktor



TAF1;110 (Chen, J-L., et al., 1994, Cell, 79, 93-105). Dalsi

studie identifikovala TAF::28, jehoZ pfitomnost je nezbytna
pro transkripdéni aktivaci estrogenovych receptort a
jadernych receptorl pro vitamin D3 (May, M., et al., 1996,
EMBO, 15, 3093-3104). Je pravdépocdobné, Ze TAF;s plsobi jako
transkripéni adaptéry pfendSejici reguladni informaci od
aktivatorovych/receptorovych faktord k Jjadru iniciaé&niho
komplexu prostfednictvim interakci protein-protein.

Podle soucasného ponledu na regulovanou transkripci,
exprese Jednotlivych gend a/nebo malych skupin blizce
pfibuznych lokusd Jje regulovédna definovatelnymi soubory
podjednotek transkrip&niho komplexu. AcCkoliv nékteré
z faktora jsou vsudypfitomné a pritomné ve veét3iné
transkripénich Jjev(, napriklad GTFs, byl nyni popsan
zvySujici se pocet genové a bunélné& specifickych prvki
regulované transkripce.

Existuje nékolik ovérfenych metod, které byly pouiity
pro identifikaci transkrip&nich faktord. Dfivé&jsi strategie,
které vedly k objevu RNA Pol II a sedmi rdznych GTF (TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH a TFIIJ), vyzadovaly
hlavné frakcionaci jadernych prepardtd z bunédnych linii na
kolonach (Zawel a Reinberg, 1995, Serizawa et al., 1994,
Reoeder, R.G., 1996, TIBS, 21, 327-335). Tyto frakce
poskytovaly castedlné purifikované proteiny S rlznym
mnoZstvim transkripéni schopnosti. Vé&t3ina té&chto frakci se
zdala byt zcela nezbytnd pro bazadlni transkripci. V této
dobé Dbylo znadme, Ze frakce TFIID byla =zodpovédnad za
rozpoznavani boxu TATA. AvSak pokusy izolovat jeden protein
se schopnosti vézat se na TATA nebyly Usp&3né. Prialom
nastal, kdyZz se uk&zalo, Ze jedna slozka =z kvasinek je
schopna nahradit TFIID v testech rekonstituované bazalni

transkripce, c¢oZ vedlo k izolaci a klonovani proteinu



vidzajiciho se na TATA (TBP) o wvelikosti 27 kD (Buratowski,
S., et al., 1988, Nature, 334, 37-42, Cavallini, B., et al.,
1988, Proc. Natl. Acad. Sci., 86, 9803-9809). PouZiti
degenerovanych primerd vedlo k daldi identifikaci gend pro
podijednotku TBP lidského (Kao, C.C., et al., 1990, Science,
243, 1646-1649, Hoffmann, A., et al., 1990, Nature, 346,
387-390, Peterson, M.G., et al., 1990, Science, 248, 1625-
1630), drozofily (Hoey, T., et al., 1990, Cell, 61, 1179-
1186, Muhich, M.L., et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.,
87, 9148-9152) a mysSiho TFIID (Tamura, T., et al., 1991,
Nuc. Acids Res., 19, 3861-3865).

Dostupnost cDNA pro TBP z rlznych druhd umoZnila Siroky
rozvoj vyzkumu vcCetné nadmé€rné exprese (over-expression)
téchto proteinld v Dbunééné kultufe. Byly vytvofeny linie
bunék Hela, které konstitutivné exprimuji protein TBP se
znackou FLAG nebo s oznaenim epitopu hemaglutininem (HA)
viru chfipky, ktery je ptfidén k jeho amino konci (Zhou, Q.,
et al., 1993, Genes & Development, 7, 180-187, Chiang et
al., 19593, EMBO, 12, 2749-2762). ZnaCka FLAG je epitop
skladajici se ze syntetické sekvence osmi aminokyselin.
ZnaCka HA je prfirozeny epitop s aminokyselinovou sekvenci
s identifikac¢nim C¢islem 1 ,MGYPYDVPDYAV™ (jednopismenny
kéd) .

Pro expresi fazniho proteinu obsahujiciho TBP
v drozofilové buné&céné 1linii byl také pouZit krat3i peptid
z ptirozené znaCky HA (10 aminokyselin z hemaglutininu viru
chriipky) (Colgan a Manley, 1992, Genes Dev., 6, 304-331,
Trivrdi et al., 1996, Mol. Cel. Biol., 16, 6909-6916).

Proteiny TBP se dvéma epitopy znaenymi na amino
koncich, epitop FLAG a HA, byly exprimovany v bakteriich
(Chiang et al., 1993, EMBO, 12, 2749-2762). Proteiny TBP

znaCené FLAG byly takeé exprimovany za regulace



indukovatelnym promotorem (Wu et al., 1996, BioTechnigues,

21, 718-725). Byly pouZity monoklondlni protilatky proti
epitopu/epitopim, aby se purifikovaly komplexy sdruzené
s TBP z jadernych extraktll, $lo tedy o spolecnou purifikaci
faktorid sdruZenych s TBP v komplexu TFIID (TAFirs) (Zhou, et
al., 1993, Genes Dev., 7, 180-187).

V mnoha laboratorich pokracuje v tomto sméru vyzkum
vedouci k soucasné vlné novych TAF a faktord interagujicich
s TAF, které jsou identifikovadny a charakterizovany
z jadernych extraktld bunék HelLa a kvasinek (Hori, a Carey,
1994, Curr. Op. Gen. Dev., 4, 236-244, Zawel a Reinberg,
1995, Ann. Rev. Biochem., 64, 533-561, Roeder, R.G., 1986,
Trends Biochem. Sci, 21, 327-335).

Z lidskych TAFs jsou =znamy TAF;168, TAF;:55, TAF:30,
TAF;:28, TAF;;20 a TAF{:18 (Mengus et al., 1995, EMBO, 14,
1520-1531, Bertolotti et al., 1996, EMBO, 15, 5022-5031, Wu
a Chiang, 1996, Biotechniqgues, 21, 718-725).

Je treba zddraznit, Ze ackoliv byla témito metodami
nalezena hojnost faktorl, vyzkum je omezen na transkripcéni
komplexy, TAFs a faktory interagujici s TAF, které jsou
specifické pro typ bunééné linie nebo kmen kvasinek, ktery

je pouZivan.

Podstata vyndlezu

Vynalez se tyka ,univerzalniho systému"“, kde je TBP se
znaCenym epitopem pouZzit pro afinitni purifikaci novych
transkripénich komplexd a transkripénich faktor, TAFs a
faktord interagujicich s TAF, v souvislosti s celym
zviretem, a tudiZ z celé rady odlisSnych eukaryotickych tkéani

a buné&cnych typl.



Vynalez se tyk& transgenniho =zvifete kromé& <Clovéka,

které je schopné exprimovat protein vazajici se na box TATA
(TBP) se znalenym epitopem. V dal3im ohledu se vynalez tyka
pouZiti transgenniho zvifete kromé Clovéka vyhodné pro
identifikaci a izolaci transkrip&nich komplex vy33iho fadu
a pro identifikaci a izolaci proteind sdruZenych
v transkrip&nim komplexu vy33iho fadu (TAFs a faktory
interagujici s TAF, napf. transkripéni faktory). V dal3im
ohledu se vynalez tykd ptripravy transgenniho zvifete kromé
&lovéka zavedenim transgenu (gen Jjiny neZ prirozené se
vyskytujici) do =zarodecné linie a/nebo somatickych Dbunek
transgenniho zvifete kromé <¢lovéka, vyhodné v konkrétnim
stupni vyvoje. Vynalez se déle tyk& transgenu, ktery miZe
byt pouZit pro tvofeni transgennich zvifat kromeé Clovéka.
Provedeni vynélezu tedy ©poskytuje transgen, ktery
kdduje TBP se znalenym epitopem. Transgen vyhodné obsahuje
prvni sekvenci DNA, kterd kdédduje jednu nebo vice epitopovych
znalek, a déle obsahuje druhou sekvenci DNA, ktera kdduje
TBP. Transgen miZe obsahovat dal3i sekvenci(e) DNA, ktera
kéduje epitopovou =znacku(y). DNA, kterda kdbébduje TBP, Je
vyhodné cDNA. DNA, kterd kdéduje TBP, miZe byt jakakoliv
pr¥irozené se vyskytujici DNA, jeji derivat nebo cCast. DNA,
vyhodné& cDNA, miZe byt napf. =z eukaryot, vcéetné ptakid,
obojZivelnikll, plazd, kvasinek, C. elegans, savcd, apod.
MiZe byt pouZita napfiklad DNA kédujici TBP z hlodavel,
ovce, psa, kravy, prasete a primat, <&lovéka nebo jejich
¢asti. Vyhodné Jje pouZiti 1lidské ¢cDNA pro TBP (hTBP).
Vynalez také zahrnuje pouZiti jakékoliv DNA, kterd se
nevyskytuje ptrirozené&, napf. derivat TBP-cDNA. Derivat DNA
miZe mit napriklad zménénou sekvenci, napf. mutovanou nebo

modifikovanocu sekvenci a/nebo miZe obsahovat modifikované



~GYPYDVPDYA™ (sekvence S identifikadnim Cislem 3),
~YPYDVPDYA™ (sekvence s identifikadnim &islem 4) nebo dalsdi
peptidy pochdzejici z epitopu HA.

V  jednom provedeni vyndlezu obsahuje transgen cDNA
lidského TBP a dvé& sekvence DNA, které kéduji epitopovou
znaCku. Vyhodné prvni sekvence DNA kbduje epitop HA, ktery
miZe slouZit jako epitop pro imunoreakci napf¥. s komerdnd
dostupnou monoklondlni protilatkou (Kolodziej a Young, 1991,
Meth. Enzym., 194, 508-519). Pfimo na 3’ konci k sekvenci,
ktera kdéduje znalku HA, je lokalizovana sekvence DNA, ktera .
kéduje usek 6 histidinovych zbytkl (znacka His). Znadka His
miZe tvofit nekovalentni reverzibilni komplex s ionty Ni?*.
Napriklad komercn& dostupny Ni?* agardzovy materizl pro
afinitni kolony Jje rutinné& pouZivén k purifikaci protein
znacenych His (Hochuli, E., et al., 1987, J. Chromatography,
411, 177-184, Janknecht, R., et al., 1991, Proc. Natl. Acad.
Sci., 74, 4835). Ve specialnim provedeni vynadlezu transgen
Oobsahuje sekvenci DNA s identifika&nim &islem 13. Sekvence
S identifikaénim &islem 13 poskytuje transgen, ktery kéduije
fazni protein skladajici se z dvojité znaceného hTRP.

Ve vyhodném provedeni vynélez poskytuje transgen, ktery
kéduje TBP se znadenym epitopem a ktery obsahuje promotor
pro expresi fdzniho proteinu. Transgen mi¥e obsahovar jednu
nebo vice genové regulacdnich sekvenci rome& DNA, kterd
kéduje TBP (nap¥. CcDNA z TBP nebo jeji derivat) a
sekvenci(e) DNA kédujici epitopové znacky. Tyto genové
regulacni sekvence jsou nap#iklad pfirozené nebo syntetické
promotory nebo jejich &&sti a/nebo cis pusobici prvky (napt.
zeslilovac-enhancer, tlumic-silencer). Pro tento el mohou
byt pouZity savéi promotory, napriklad promotor my3iho
transferinového genu, promotor genu enolazy specifické pro

neurony (NSE) (Fors-Petter, S., et al., 1990, Neuron, 5,



187-197) nebo promotor thymidinkindzového genu. Mohou byt

také pouZity virové promotory, jako napfiklad promotory geni
cytomegaloviru nebo <¢asného genu SV40. Vyhodné se pouzZijl
indukovatelné nebo konstitutivni promotory nebo Jjejich
derivaty. Jako konstitutivni promotor miZe Dbyt pouZit
napriklad promotor genu lidského elongalniho faktecru-1 alfa
(EF) (Uetsuki, T., et al., 1989, J. Biol. Chem., 264, 5791-
5798). Jako indukovatelny promotor mizZe byt pouZit napfiklad
promotor metalothioninu (MT), ktery m& nékolik cis prvkl,
které jsou responzivni na tézké kovy (Palmiter, R.D., 1987,
Experimentia Supplementum, 52, 63-8C, Birkhduser Verlag).
Kromé& toho miZe Dbyt pro tento U&el pouZit promotor genu,
ktery Jje exprimovan napf. specificky pro bunécny cyklus,
specificky pro typ buiky nebo vyvojové specificky.

Ve specialnim provedeni vyndlezu transgen obsahuje cDNA
hTBP a sekvence DNA, které kdéduji epitop HA (napf. 9
aminokyselin prfirozeného epitopu HA) a epitop His (napt.
znacka 6x his) a konstitutivni promotor. Napriklad exprese
TBP je regulovana promotorem prco lidsky elongaéni faktor-1
alfa (Er) (Uetsuki, et al., 1989, J. Bicl. Chem., 264, 5791-
5798). Promotor EF Jje promotor bez TATA, ktery byl pouZit
k expresi transgend u my3i v mirnych, ale konstantnich
hladindch (Hanaoka, K., et al., 1991, Differentiation, 183-
189). Ve specid&lnim provedeni vynadlezu obsahuje <transgen
sekvenci DNA, ktera kdéduje dvojité znaceny (epitop HA a His)
hTBP a sekvenci promotoru EF, transgen konkrétné mé& sekvenci
DNA s identifikacnim Cislem 14.

V  dal3im specialnim provedeni  vyndlezu transgen
obsahuje DNA, ktera kd&duje TBP, nejlépe CcDNA z hTBP a
sekvence DNA, které kdéduji epitop HA (napf. 9 aminokyselin
prirozeného epitopu HA) a epitop His (napf. 6x his) a

indukovatelny promotor. Indukovatelny promotor je nejlépe



promotor metalothioninu (MT). Napfiklad v pripadé, Ze

zavedeni pridatné sekvence kdédujici TBP do genomu zvifat a
nidslednd& exprese TBP nebo fuzniho proteinu TBP Jje toxickéa,
toto provedeni vynalezu umoZni zviteti donosit plod
s transgenem kdédujicim faznil protein TBP, ktery zlistava
umlceny, dokud neni promotor uveden do <innosti. Promotor
miZe byt indukovan napfiklad, kdyZ je zvire plné dospélé
nebc v  jakémkoliv zkoumaném vyvojovém  stadiu, napr.
v pripadé promotoru MT intraperitonealni injekci obsahujici
divalentni kationty jako zn?", Mg®", Mn?' nebo Cd*'. Jak bylo
uk&zano na jinych modelech, gen fizeny MT se poté exprimuje
ve zvy3ené mire (Palmiter, R.D., et al., 1982, Cell, 29,
701-710). V konkrétnim provedeni vynalezu transgen obsahuje
sekvenci DNA, ktera kdédduje dvojité znaeny hTBP (epitop HA a
HIS) a promotor MT, transgen konkrétnd mé& sekvenci DNA
s identifikacnim ¢islem 15.

Vyndlez se dé&le tykd zplsobu vytvofeni transgenu
pfipojenim sekvence(i) DNA, kterd kéduje Jjednu nebo vice
epitopovych znacek, k sekvenci DNA, kterd kdéduje protein
TBP.

Vynadlez se dale tykd pouZiti transgenu. Transgen muaZe
byt napriklad pouzZit pro pripravu rekombinantniho wvektoru.

Vyndlez se také tykd zplsobu pfipravy rekombinantniho
vektoru. Tento zplsob zahrnuje integraci transgenu do
prislusnéhc vektoru, napf. vektoru, ktery obsahuje reguladni
sekvence. Priklady vektord jsou expresni vektory a retroviry
nebo jejich derivaty.

Vynalez se dale tyka pouZiti rekombinantnich vektoru,
které obsahuji transgen. Vynadlez se konkrétné tykd pouziti
rekombinantniho vektoru, ktery obsahuje transgen (ktery
napf. obsahuje cDNA z TBP nebo jeho derivatu, zejména hTBP,

a sekvenci DNA kdédujicich epitopové znadky, napriklad



sekvence DNA kédujici epitop HA a His). Vynalez se tyké

pouziti wvektoru pro zavedeni transgenu do eukaryotické
buniky, zejména pro zavedeni do savC&i bunky. Vynalez se dale
tykd pouZiti vektoru obsahujiciho tento transgen pro
amplifikaci transgenni DNA v bakteriich nebo eukaryotickych
bunkach. Eukaryotickd bunka, do které Jje zaveden vektor
obsahujici transgen, mazZe byt také pouzita pro
heterclogni/transgenni expresi transgenu. Eukaryoticka butka
(hostitelskd bunka) mizZe byt Casti transgenniho zvifete.

V hlavnim provedeni vynalezu Jje transgen pouZit pro
pripravu transgenniho zvifete kromé& <&lovéka. Transgen nebo
rekombinantni vektor obsahujicl transgen je proto zaveden do
hostitelské buiky a/nebo zvifete. V dal3im ohledu se vynélez
tyvka transgenniho zvifete kromé <Clovéka, které wvzniklo
zavedenim transgenu do zvifete nebo jeho bulky. Transgenni
zvife podle vynalezu mé& schopnost exprimovat nebo nadmérné
exprimovat TBP nebo fuzni protein obsahujici nebo se
skladajicil z TBP s epitopovou znackou.

Pro pripravu transgenniho zvifete je Jjako hostitelské
zvire pouzZito zvire kromé cClovéka. Toto zvife kromé& cClovéka
zahrnuje obratlovce, Jjako Jjsou hlodavci, primati kromé
clovéka, ovci, kozu, psa, kravu, prase, ptéaky,
obojzivelniky, plazy apod. Preferovand zvirata jsou vybréana
ze savéich druhl zvirat kromé& ¢&lovéka, vyhodné zvifat Fadu
hlodavcd v&etné krys a my3i, nejvyhodnéji mySi.

Transgenni zvife kromé€ cClovéka podle vynédlezu =zahrnuje
kazdé zvite, do jehoZ genomu byla zavedena jedna nebo vice
kopii transgenu(0), ktery ridi expresi nebo ktery kdédduje TBP
nebo jeho derivat, jako fuznil protein sestavajici z TBP a
epitopovych znaCek nebo je obsahujici. Transgenni zvire by
mélo mit schopnost exprimovat protein TBP se znalenym

epitopem. Ve specidlnim provedeni vyndlezu miZe transgenni
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zvi¥e mit transgennim zpisobem pferuden nebo vyfazen
endogenni gen(y) TBP (,knock-out"™ zvire).

Transgenni zvire podle vyné&lezu Je zvife, do kterého
byl =zaveden prostredky jinymi neZ pfirczenymi (tj. lidskou
manipulaci) Jjeden nebo vice gen TBP (transgend podle
vynalezu), které se u zvirete ptirozené nevyskytujl, napt.
cizorody gen TBP nebo jeho derivéty, jako genetickym
inZenyrstvim zménény endogenni nebo cizorody TBP. Gen TBP
jiny neZ prirozené se vyskytujici se nazyva transgen.
Transgen miZe byt =z téhoZ nebo odlisného druhu, jako je
zvire, ale v kaZdém pripadé transgen se prirozené nenalézd u
zvitete v konfiquraci a/nebo chromozomovém lokusu transgenem
obsazeném.

Transgen (transgenova DNA) mlZe obsahovat cizorody gen
kédujici TBP, tj. sekvence, které nejsou normalné nalezeny
v genomu hostitelského zvifete, jako gen TBP nebo CcDNA
ziskana z odlisnych zvifecich druhd. Jako alternativu nebo
pfidavek miZe transgen obsahovat endogenni gen kddujici TBP,
nap¥. sekvence DNA, které jsou abnormalni v tom, Ze byly
jinak uspordadany nebo mutovany in vitro, aby se zménil
normélni in vivo model exprese genu TBP nebo aby se zmé&nila
¢1i vyloucila biologickd aktivita endogenniho TBP. Vynédlez se
také tyka expresnich vektord, které obsahuji transgen a
které mohou byt pouZity k pfipravé transgenniho zvirfete.

Vynélez se déale tyka zplsobu pfipravy transgenniho
zvifete podle vynalezu. Transgenni zvife podle vynalezu miZe
byt tvoreno zavedenim transgenu a/nebo vektoru, napr.
expresniho vektoru, ktery obsahuje transgen, do z&rodelné
linie nebo buliky zarodecné linie a/nebo do somatické bunky
zvirete krom& Clovéka. Pro zavedeni transgenu podle vynadlezu
mohou byt napriklad pouZity embryondini cilové buiiky

v raznych vyvojovych stadiich. V z&vislosti na stavu vyvoje
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embryonadlni cilové bunky(bunék) mohou byt aplikovany rGzné
metody. Nékteré priklady jsou:

1. Preferovanou metodou pro zavedeni transgenu do
genomu zvifat v praxi vynalezu je mikroinjekce zygot.
Mikroinjekce vyZaduje izolaci embryi ve stadiu jedné bunky.
Proto ije preferovanou cilovou bunkou pro mikroinjekci
transgenni DNA (DNA transgenu) zygota, oplodnéné vajicko,
které neprodélalo fuzi pronuklelG nebo nasledné buné&cné
déleni. Pronukleus my3iho samce dosahuje velikosti pfiblizZné
20 mikrometrd v priméru, coZ umozZfuje reprodukovatelnou
injekci 1-2 pl roztoku obsahujiciho transgenni DNA. PouZiti
zygoty pro zavedenl transgenu ma vyhodu, Ze ve vét3iné
pripadd Jje injikovand transgenni DNA zavedena do genomu
hostitelskéno zvitete pred prvnim bunécnym délenim
(Brinster, et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci., 82, 4438-
4442). V disledku toho v3echny bufiky vyslednych transgennich
zviftat (zakladatelskych zvirat) trvale nesou zavedeny
transgen v konkrétnim genetickém lokusu, ktery se nazyva
transgenni alela. Transgenni alela vwvykazuje mendelovskou
dédicnost: polovina potomkl, kte?i jsou vysledkem kFiZeni
transgenniho zvifete S netransgennim zvifetem zdédi
transgenni alelu, podle mendelovskych pravidel n&hodného
vybéru.

VSeobecné pouZivané postupy pro manipulaci s embryem a
pro mikroinjekce transgenni DNA jsou detailn& popsény v
~Transgenic Animal Technology - A Laboratory Handbook"™,
editor Carl A. Pinkert, Academic Press, Inc., 1994.

2. Pro zavedeni transgenu podle vyndlezu do =zvifrete
miZe byt také pouZita virovad integrace. Vyvijejici se embrya
jsou kultivovana in vitro do vyvojového stadia znamého jako
blastocysta. V  tomto okamZiku mohou byt blastomery

infikovany vektory obsahujicimi transgen (transgenni DNA/DNA



konstrukty), pro tento ucel mdZe Dbyt pouzit napriklad

pfisludny virovy nebc retrovirovy vektor (Jaenich, R., 1976,
Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 73, 1260-1264). Transformace
nebo infekce Dblastomer miZe byt zvySena enzymatickym
odstranénim zona pellucida (Hogan et al., 1986, Manipulating
the Mouse Embryo, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.). JestlizZe Jje do blastomer zaveden
prostfednictvim virovych vektorld transgen, Jjsou takové
vektory typicky defektni co se tyde replikace, ale zustavaiji
kompetentni pro integraci transgennich sekvenci DNA, které
jsou spojeny S vektorovymi sekvencemi, do genomnu
hostitelského zvirete (Jahner et al., 1985, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 82, €927-6931, Van der Putten et al., 1985,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 6148-6152). Transfekce se
snadno & Gcinné doséhne kultivaci blastomer v jedné vrstveé
bunék produkujicich wvektor obsahujici transgen (Van der
Putten et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 6148-
6152, Stewart et al., 1987, EMBO, 6, 383-388).

Jako alternativa miZe byt infekce provedena v pozdéjsim
stadiu, Jako Jje Dblastokéla (Jahner, D., et al., 1982,
Neture, 298, 623-628). VétsSina transgennich zakladatelskych
zvitat tvoYenych retrovirovou nebo virovou integraci ma
transgen pouze v podskupiné vSech buné€k, které tvorfi
transgenni zakladatelské zvire. Kromé toho v  jednom
zakladatelském zvifeti mohou nastat mnohonasobné
(retro)virové integracni Jevy, davajici wvznik nésobnym
transgennim alelém, které se segreguji v budoucich
generacich potomkl. Zavedeni transgenu do zarodednych bunék
timto zplsobem je mozZné, ale pravdépodobné nastane s nizkou
frekvenci (Jahner, D., et al., 1982, Nature, 298, 623-628).
Av3ak jakmile Jje jednou transgen touto metodou =zaveden do

zarodelnych bunék, mlZe byt produkovano potomstvo, ve kterém



je transgenni alela pritomnd ve v3ech zvifecich bunkéach, tj.

jak v bufikdch somatickych, tak zarodednych.

3. Jako <cilové Dbunky pro zavedeni transgenu podle
vynalezu do zvirat mohou také slouZit embryondlni kmenové
(ES) buniky. Buiky ES se ziskajl z preimplantadnich embryi,
kterd mohou byt péstovéna in vitro (Evens, M.J., et al.,
1981, Nature, 292, 154-156, Bradley, M.0., et al., 1984,
Nature, 309, 255-258, Gossler et al., 1986, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 83, 9065-9069, Robertson et al., 198¢,
Nature, 322, 455-448, Robertson, E.J., 1in Teratocarcinomas
and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Robertson,
E.J., ed., IRL Press, Oxford, 1987, str. 71-112). Bunky ES,
které jsou komercné€ dostupné (napf. od Genome Systems, Inc.,
St. Louis, MO), mohou byt transformoviany s jednim nebo vice
transgeny zavedenymi  metodami (Lovell-Badge, R.H., in
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical
Approach, Robertson, E.J., ed., IRL Press, Oxford, 19387,
str. 153-182). Transformované bunky ES mohou byt kombinovany
se zvireci blastocystou, zatimco bunky ES kolonizuji embryo
a prispivaji k zarodelné linii vysledného zvifete, které je
chiméra (sloZené =z bunék pochazejicich ze dvou nebc vice
zvirat) (Jaenisch, R., 1988, Science, 240, 1468-1474,
Bradley, A., 1n Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells:
A Practical Approach, Robertson, E.J., ed., IRL Press,
Oxford, 1987, str. 113-151). Opét plati, Ze Jjakmile je
jednou transgen zaveden do zarodelnych bunék touto metodou,
miZe byt produkovdno potomstvo, ve kterém je transgenni
alela pritomna ve v3ech zvifecich buifikadch, tj. jak v bufkéach
somatickych, tak zarodeénych.

PoCate¢ni zavedeni transgenu, at nastane jakkoliv, neni
mendelovska udalost. Ale transgen podle vyndlezu miZe byt

trvale integrovan do bunék zarode¢né linie a ptrend3en na
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potomstvo transgenniho zvifete Jjako mendelovsky 1okus.
Zarodelna integrace Jje podstatnd pro produkci transgennich
zvirat, kterd mohou prfenaset genetickou informaci na své
potomstvo mendelovskym zplsobem, a aby se wvyuZila tato
transgenni zvifata jako sté&lé zvireci modely.

Dal3i transgenni techniky majl za néasledek mozaikové
transgenni zvirata, ve kterych nékteré burnky nesou transgen
a jiné builky ne. V mozaikovych transgennich =zviratech, ve
kterych bunky zarode¢né 1linie nenesou transgen, nenastava
pfenos transgenu na potomky. Nicméné mozaikovad transgenni
zvifata jsou schopna projevit fenotypy sdruZené s transgenem
a mohou byt pouZita pro afinitni purifikaci konkrétnich
transkripénich komplexd, TAFs a faktor interagujicich
s TAF. Vynalez se tyk&d mozaikovych transgennich zvirat,
kterd obsahujl popsany transgen podle vynalezu.

Vynadlez se dé&le tykd transgenné zavedenych mutaci, co?Z
zahrnuje nulové (,knock-out“) alely, ve kterych je sekvence
DNA kbédujici druhové specificky TBP odstranéna {(deletovana)
a/nebo substituovadna geneticky zménénou sekvenci TBP (napf.
transgen podle vynalezu) téhoZ nebo odlisného druhu a je
regulovana promotorem(y)/zesilovacem(i) dle vybéru.

Vynadlez se tyka transgennich zvirat, do kterych byl
zaveden transgen obsahujici DNA kdédujici TBP s epitopovou
znackou, a je-li nezbytné, spojeny s konstitutivnim nebo
indukovatelnym promotorem. Vynalez se zejména tyka
transgennich zvirat, do kterych byl zaveden transgen, ktery
obsahuje DNA kédujici hTBP s epitopovou znacdkou HA a His a
sekvenci DNA promotoru EF. V dal$im specidlnim provedeni se
vynalez tykd transgenniho zvirete, do kterého byl zaveden
transgen, ktery obsahuje DNA kédujici hTBP s epitopovou
znaCkou HA a His a sekvenci DNA promotoru MT. Ve speci&lnim

provedeni vyndlezu transgenni zvife obsahuje transgen se

-



sekvenci s identifikacénim ¢&islem 13. Dal$i transgenni zvire

vynalezu obsahuje transgen se sekvenci s identifikadnim
Cislem 14. Dal3i transgenni zvifre vyndlezu obsahuje transgen
se sekvenci s 1ldentifikacnim cislem 15. Vynalez se =zejména
tyké transgenniho zvitete, které mé& do svého genomu trvale
zaveden transgen, napriklad sekvenci DNA s identifikadnim
Cislem 13, sekvenci s identifikaénim ¢&islem 14 a/nebo
sekvenci s identifikalnim Cislem 15.

Potomek, ktery zdé&dil transgen, miZe byt odliden od
sourozencl, ktefi transgen nezdé&dili, analyzou genetického
materidlu potomka na ptfitomnost biologickych molekul, které
obsahuiji sekvence jednoznacné ocdpovidajici sekvencim
transgenu, nebo jsou jim kdédovany. Proto tedy mohou byt
imunologicky testovany na pritomnost polypeptidu kddovaného
transgenem, napt. TBP s epitopovou znadkou, napriklad
biologické tekutiny, které obsahuji polypeptidy (napf?. TBP
s epitopovou znackou) Jjednoznacné kddované transgenem podle
vynalezu. Jednodusii a spolehlivéjsi prostfedek pro
identifikaci transgenniho potomka zahrnuje ziskanil vzorku
tkané napr. z koncCetiny nebo ocasu zvifete, a analyzu vzorku
na pritomnost sekvenci nukleové kyseliny odpovidajicich
sekvenci DNA jJednoznacné casti nebo &&sti transgenu podle
vynalezu. Pritomnost takové sekvence nukleové kyseliny mlZe
byt urcena napf. hybridizaéni (Southernovou, northernovou)
analyzou se sekvencemi DNA odpovidajicimi jednoznadné &astem
transgenu, analyzou produktl reakci PCR za pouZiti sekvenci
DNA ve vzorku jako substridtu a oligonukleotidld odvozenych ze
sekvence DNA transgenu, atd.

Vynalez se proto také tykd testl, kdy miZe byt
testovana pripadnd& prvni generace transgennich zvifat (Gg), a
také vSechny dal3i generace transgennich zvirat (G, Gz, Gs,

Gg ...) nebo zvifat transgennich zvifecich 1linii, na
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pritomnost transgenu, nap?. standardnimi reakcemi PCR. Pro
tento GCel mlZe byt extrahovdna ze zvifecich tkani genomova
DNA, napfiklad z tk&né ocasu, po oSetfeni s proteindzou K a
RNazou. Pro tyto reakce PCR Dby méla sekvence primert
odpovidat c¢astem sekvence transgenu, napf?. v promotorovych
oblastech, oblasti(tech) DNA kdédujici epitopovou znalkul(y)
a/nebo oblastech DNA jednoznadnych pro konkrétni konstrukt
TBP. S takovymi reakcemi PCR mlZe byt napfiklad u myS3i
detekovan v asi 25 % injikovanych vajidek odpovidajici
produkt reakce PCR, tj. asi 25 % my3i produkuji pozitivni
potomstvo.

Dal3i =zplsob, jak ovérit, zda zvifata nesou &i nenesou
transgen, se tykad testu na pfitomnost transgenni mRNA
v pripadnych transgennich zvifatech/transgennich zvifecich
liniich. Pocatecni testovani mlZe byt napfiklad provadéno
analyzou S1, ktera je velmi citlivd na mald mnoZstvi mRNA
(Berk, A.J., a Sharp, P.A., 1977, Cell, 12, 721). Pro tento
Gcel jsou hybridizovany znacené ,antisense“ oligonukleotidy
(s orientaci opacnou ke sméru transkripce) s celkovou RNA,
kterd byla izolovana =z tké&né zvirete. N&sledné oSet?eni
nukleazou S1 3tépi vSechny jednovlaknové nukleové kyseliny,
DNA a RNA. Dvojvlaknové DNA nebo hybridy DNA-RNA jsou
ponechany neporusené. JestlizZe je pEitomna  jakakoliv
transgenni mRNA, hybridizuje s antisense oligonukleotidem, a
tim je tedy chranéna pred Stépenim nukledzou S1.

Vynalez zahrnuje také detekci pfitomnosti transgenni
mRNA v tkafovych preparatech, napf. v prepardtech celkové
Jaterni mRNA prostfednictvim S1 protek&nich testfi. Mohou byt
syntetizovany antisense oligonukleotidy, které jsou
komplementarni k Casti transgenni  mRNA (napt. mRNA
odpovidajici sekvenci DNA TBP s epitopovou znadkou).

Oligonukleotidy jsou oznaleny, napf. na 5 konci, a naptriklad
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radioaktivné se *?s, **p, *P, °H nebo C nebo fluorescendnimi
markery ¢i Jjinymi typy marker(, jako je biotin nebo
digoxigenin. ZnacCené oligonukleotidy 3jsou smiseny s mRNA
z transgenni my3i za selektivnich hybridiza&nich podminek
podle standardnich laboratornich protokold (Sambrook et al.,
1989). Smés je poté o3etrena nukledzou S1. Kratkd oblast
neodpovidajici sekvence, napf. na 3’ konci oligonuklectidu,
by méla byt vidy nastépena a skytd wvnit#ni kontrolu, kteri
ukdZe, Ze nukledza S1 vskutku 3Stépi vSechny dostupné
jednovldknové nukleové kyseliny. V pritomnosti transgenni
mRNA by znacCeny oligonukleotid mé&l byt chrdnén pred Stépenim

a jeho pritomnost a velikost by mé&la byt snadno urdena napkt.

3¢

elektroforézou v denaturaénim gelu podobném gelu pri
sekvenovani (napt. PAGE s 8 M mocCovinou). Pritomnost
nenaStépeného znaleného oligonukleotidu mbZe byt poté
detekovana napf. expozici gelu na film. V nepfitomnosti
transgenni mRNA Dby nevznikl Z&dny pés, nebot nechranény
oligonukleotid by Dbyl naStépen nukledzou Sl. Vynalez
zahrnuje také to, Ze odlisné tkané a bunky odpovidajici
riznym buné&lnym typum byly pfipraveny ze zviFat a testovany
na pritomnost transgenni mRNA.

Dalsi provedeni vynédlezu se tyk& testovani transgennich
zvirat northernovou analyzou. Nejvyhodn&ji byla transgenni
zvifata, kterd byla shledana pozitivnimi pro transgenni mRNA
metodou PCR nebo mapovanim nukledzou S1, dale testovana
northernovou analyzou (McMaster, G.K. a Carmichael, 1977,
Proc. Natl. Acad. Sci., 74, 4835). Pro tento ucel miZe byt
izolovana celkova RNA z rlznych tk&ni a/nebo buné&énych typn
a separovana dle velikosti nap?. za denaturujicich podminek
na agarézovém gelu. RNA miZe byt poté navazana napfiklad na
membranu nebo filtr za pouZiti nap#. kapilarniho prenosu a

vazba fixovana UV svétlem. Navazand RNA mlZe byt testovana
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sondou za pouZiti obvyklych podminek pro northerniv p

fe

(blotovani) se znacCenou sondou odpovidajici kdédujici oblasti
transgenu nebo jeho Casti, napf. s DNA sondou odpovidaijici
5" koncil transgenu podle sekvence s identifikadnim &islem 13.
Takové DNA sondy Jjsou vyhodné dlouhé asi 20 aZ 1000 péaru
bazi (bp). Nejvyhodnéii jscu dlouhé asi 100, 200, 300, 400 a
500 bp. Je-1li nutné, Jje prebytek znafené sondy odmyt a
membrana je exponovana filmu. Sondy mohou byt znadeny, jak
je popséno vys3e pro oligonukleotidy. Pro tyto pokusy
s northernovym pfenosem mohou Dbyt nékdy také cpouZity
oligonukleotidy.

Transgenni zvife, vyhodné takové transgenni zvite,
které bylo pozitivni v kaZdém dal3im molekuldrné biologickém
testu, je testovanoc na pritomnost transgenniho proteinu TBP
specifickou imunoreakci napf. westernovym pfenosem nebo
testem ELISA. Za timto UCelem mohou Dbyt izolovana
standardnimi postupy Jadra z tk&né nebo konkrétnich bunék
zvifat, vyhodné z jaterni tkané nebo jakékoliv mé&kké tkans,
napft. na sachardzovém gradientu pri odstredovéani
v ultracentrifuze. Z téchto Jjader mbZe byt soustfedén
celkovy Jjaderny protein, nap?. oSetfenim jader vysokou
koncentraci soli (napr. 400 mM KC1) a neiontovym
surfaktantem (napf. NP-40). Poté mlZe byt Jjaderny protein
separovan dle velikosti, nap?. prisludnou elektroforézou
v denaturalnim gelu, vyhodné& SDS-PAGE. Tyto gely mohou byt
pfeneseny, napfr. elektrickym pfenosem, na pevny povrch,
napf. membrany nebo filtry, vyhodnd na nitroceluldzovou
membranu. Membrany nebo filtry mohou byt poté predem
blokovany, a pak =zkouSeny s vhodnymi protilatkami podle
standardnich laboratornich protokoll (Sambrook et al.,
~Molecular Cloning“, druhé vydani, 1989, Cold Spring Harbor

Laboratory Press).

-
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Pro tento ucCel mohou byt pouZity polyklondlni a/nebo
monoklonalni protilatky, které se tvori napf. v my3i,
kralikovi, kryse, ovci, koze, koni, ptécich apod. Detekce
miZe byt provedena pfimo s protildtkami, které rozpoznavaji
fazni protein TBP a které Jsou spojeny s enzymem nebo
markerem, napf. alkalickou fosfatdzou nebo fluorescendnim
markerem nebo biotinem nebo digoxigeninem nebo oznaleny
radioaktivné. Detekce se miZe také provadét nepfimo pouzitim
druhé protilatky, kterd rozpoznavé konzervativni oblast
primarni protilatky, naptfiklad, kdyZ se prvni protilatka
tvori v my3i, druhd protildtka musi byt protimy3i protiléatka
tvofici se napfiklad v ovci. Tato druhd protildtka mdZe byt
pro detekci také spoiena s enzymem nebo jinymi markery.

Vynalez se dale tykd& pouZiti transgenu nebo jeho &asti
nepbo kédovaného fuzniho proteinu nebo jeho Casti pro tvorbu
protilatek, které vaZou TBP s epitopovou znalkou kbédovany
transgenem, napt. k pripraveé monoklonadlnich nebo
polvklonalnich protilatek.

Protilatky wvztahujici se k vyndlezu jsou protilatky,

teré rozpoznavajl jeden nebo vice epitopd fGzniho proteinu
TBP. Tyto protilatky mohou byt namifeny proti jednotlivému
epitopu{dm) patficimu k TBP a/nebo mohou byt namifeny proti
epitopové znacce(znackém). Jedno provedeni vynalezu se tyka
protilatky, kterd rozpoznadvéd amino-koncovou &ast fuzniho
proteinu TBP. Dal3i provedeni vyndlezu se tykad protildtky,
ktera rozpoznava epitop sousedici s ¢asti aminokyselinové
sekvence, kde jsou TBP a epitopovad znacka(y) a/nebo dvé
epitopové znacCky spojeny dohromady.

Jedno provedeni vyndlezu se tykd protilatky, ktera
rozpoznava epitop fuzniho proteinu, ktery se skladad z hTBP a
dvou epitopovych znalek. Protildtka konkrétné rozpoznava

epitop fuzniho proteinu skladajiciho se ze znadek His a HA
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a hTBP. Protilatka nejvyhodnéji rozpoznavad epitop(y) na
amino-koncové Casti TBP znaCeného HA a His. Specidlni
provedenl vynalezu se tykd protildtky, kterd rozpoznavé
aminokyselinovou sekvenci s identifikadnim d&islem 16 nebo
epitop spravné usporadaného fuzniho proteinu, ktery ma
aminokyselinovou sekvenci s identifikadnim &islem 16 nebo
jeho Cast. Vyndlez se tykad protilatky (protilatek anti-TBP),
Ktera rozeznavad aminokyselinovou sekvenci s identifikadnim
Cislem 17 nebo jeji spravné uspotradany epitop, vyhodné
v souvislosti s fuznim proteinem TBP.

Protilatky vynalezu  mohou byt polyklondlni nebo
monoklonalni. Protildtka se mlZe tvorit ve vdech druzich
zvifat kromé clovéka, vyhodné v my$i, kryse, kralikovi,
ovci, koze, koni, ptacich (napf. v Jjejich wvejcich). Tato
protilatka se miZe tvofit podle standardnich laboratornich
protokold (Hurlow a Lane, ,Antibodies: A Laboratory Manual®,
1988, Cold Spring Harbor Press). Protilatky mohou byt, je-1i
to nezbytné, afinitné purifikovany za pouZiti originalniho
imunizalniho peptidu (epitopu). Speciélni provedeni vynalezu
se tyka polyklondlnich protildtek tvorfenych v kralikovi,
které jsou tvofeny imunizaci kralika peptidem majicim
sekvenci s identifikac¢nim &islem 17 (napt. spojenym
s vhodnym proteinovym nosicem). Polyklondlni protilédtka
(protilatka anti-TBP) rozpoznadva fuzni protein hTBP (znadky
HA a His).

Protilatka tykajici se vyndlezu miZe byt pouZita pro
analyzu westernovym prenosem, a také pro afinitni purifikaci
fizniho proteinu TBP a transkripénich komplexd vy33iho Fadu,
které jsou sdruZené s fuznim proteinem TBP. Komplexy vy33iho
radu obsahuji TAFs, které jsou sdruZeny s fuznim proteinem

TBP a faktory interagujicimi s TAF.
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Vynalez se tyka  pouZiti transgenniho zvitete.

Transgenni zvife podle vyndlezu mlZe Dbyt pouZito pro
spolecnou afinitni purifikaci transkrip&nich komplexi
vy88iho Fradu, TAFs a faktord interagujicimi s TAF z tkané
transgennich zvirat a/nebo kultivovanych bundk transgenniho
zvifete. Tyto transkripéni komplexy vy33iho ?4&du mchou byt
izolovany a purifikovany z celé fady rlznych tkani a/nebo
bunélnych typld. Z takovych tkani/bun&lnych typd se vyhodné
provadéji jaderné prepardty, nejvyhodn&ji z homogenizovanych
bunék podle standardnich laboratornich protokoll (Dignam et
al., 1983, Nuc. Acids Res., 11, 1575, Lichtenstein et al.,
1987, Cell, 51, 963-973, Gorsky et al., 1986, Cell, 47, 767-
776). Je-1i nezbytné, mohou byt Jjaderné proteiny poté
hromadény standardnimi metodami. Proto se vynédlez také tyka
zpusobl spoledné afinitni purifikace vy33ich nebo
transkripénich komplex, TAFs a faktord interagujicimi s TAF
z transgennich zvifat.

Vynalez se napfiklad tyka afinitni purifikace
transkripénich komplex vy33iho  #adu, TAFs a faktorh
interagujicimi s TAF za pouZiti protilatek specifickych Dro
epitop nebo materidll, které nesou ndboj (pozitivni nebo
negativni). Pro tento el mohou byt pouZity napriklad
protilatky JjiZ detailné& popsané. Jeden =z nejvyhodndjdich
spole¢né purifikujicich zplsobl pro transkrip&ni komplexy
vySSiho Ffadu, které obsahuji TBP s epitopem znadenym HA a
His, wvyhodné hTBP, =zahrnuje afinitni purifikaci za pouziti
Ni?* a/nebo protilatek anti-HA (napf. komercné& dostupnych
protilatek) a/nebo protilatek rozpoznavajicich epitop podle
sekvence s identifikaénim ¢&islem 17. Tyto protilatky nebo
Ni?* mohou byt spojeny s vhodnym materidlem na kolony tak, Ze

afinitni purifikace se miZe provadé&t za pouzZiti napf. Ni®**



kolon nebo kolon se specifickymi protilétkami, napt.

S protilatkami anti-HA nebo protildtkami anti-TBP.

V dald3im provedeni se wvynidlez tyk& fuzniho proteinu
TBP, TBP s epitcpovou znackou. Fazni protein TBP je wvyhodné
exprimovan v transgennim zvifeti. Vyndlez se zejména tyka
fuzniho proteinu hTBP. Fuzni protein TBP miZe byt izolovan a
purifikovan z transgenniho zvifete. Jedno provedeni wvynalezu
je protein TBP =znaceny HA a His, konkrétné protein hTBP
znaCeny HA a His. Dal3i provedeni vynédlezu je protein, ktery
m& aminokyselinovou sekvenci s identifikadnim ¢&islem 16.
V dal3im provedeni vyndlezu obsahuje fuzni protein TBP jedno
nebo vice S§té&pnych mist pro proteindzu/peptiddzu, napt.
Stépné misto pro trombin. St&pnd mista Jsou vyhodné
lokalizovana v aminokyselinové sekvenci fdzniho proteinu
mezli epitopovou znackou({ami) a proteinem TBP.

Vynadlez se tykd zplsobu pfipravy fazniho proteinu TBP,
kde je transgen podle vyndlezu exprimovadn ve vhodné
hostitelské Dbufice, kterd Je vyhodn& ¢&sti transgenniho
zvifete.

Transgenni mRNA a/nebo fdzni protein TBP kbédovany
transgenem a/nebo transkripéni komplexy  vy33iho radu
sdruzené s fuznim ©proteinem TBP mohou byt izolovany
z rGznych typd tkani a/nebo bunéddnych typl, které se
nalézaji v transgennim zvifeti, nap?. mozek, srdce, ledviny,
jatra, plice, nervovy systém, sval, Zlazy, kostni dren,
bunky patfici k imunitnimu systému, kaZe atd.

Vynadlez se tykd& pouziti fuazniho proteinu TBP, konkrétné

o

pro izolaci transkripcénich komplext vy33iho rad
z transgenniho zvifete, a pro charakterizaci izolovanych
transkripcnich komplexd vy33iho fadu ziskanych od r@znych
druhl, z rdznych tkdni a/nebo rlznych bun&&nych typd. Fazni

protein TBP a transgenni zvife podle vyndlezu mohou byt tedy



pouZity pro izolaci a charakterizaci jednotlivych proteiny,

jako Jjsou TAFs a faktory interaquijici s TAF, které jsou
sdruZeny v rézné komplexy vy3Siho radu. Napriklad proteiny
spojené v konkrétnim transkripénim komplexu vy33iho fadu
mohou byt discciovany a separovany tak, Ze mohou byt
identifikovény jednotlivé TAFs a faktory sdruzené s TAF.

eni TAFs a faktor( interagujicich s TAF se v ruaznych

U)
N(

komplexech vy33iho fadu do alespon urcité miry 1i3i
v slosti na typu tkané a/nebo buniky a/nebo vyvojovém
stadiu a/nebo transgenu, ktery je exprimovéan.

TAFs a faktory interagujici s TAF, zejména tkanoveé
specifické Efaktory, teré JiZz byly charakterizovany a pro
které 3iz existuji protilatky, mohou byt rychle
identifikovdny a mbZe u nich byt urlen stupefi asociace
s transkripénimi komplexy. Prikladem tocho Jje faktor Bob-
I/0CA-B, ktery Jje povazZovdn za tkanové specificky ko-
aktivator zodpovédny za aktivaci omezenou na B buiky
(Gstaiger, M., et al., 1996, EMBO, 15, 2781-2790). Aclkoliwv
bez wvnitfni kapacity vazajici DNA a poZadavku pro témér
vsudypfitomné faktory Oct, tkanové omezeny vyskyt tohoto
faktoru propljcuje B buiice specifickou transkripéni aktivaci
prostfednictvim mechanismu protein-protein.

Dale, nové TAFs a faktory interagujici s TAF, zejména
TAFs a faktory interaguijici s TAF, které Jjsou tkéafiové
specifické a/nebo specifické pro bunéény typ a/nebo
specifické pro vyvojové stadium a/nebo specifické pro
bunélny cyklus, mohou byt identifikovdny v transkrip&nim
komplexu vy3siho fadu. Jak Jje zminéno vySe, existuje
hojnost dat, ktera silné svéd¢i pro to, Ze mnoho tkanove
specifickych faktord véazajicich zesilovac je schopno
projevit vliv, a tudiZ tkanovou specifitu, na transkripcni

aktivitu genu. Mohou byt proto identifikovany ,jedine&né“
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faktory, které jsou tkanové specifické, specifické pro
bun&ény typ, specifické pro buné&lny cyklus, specifické pro
vyvojové stadium, které reguluji specifickou expresi gent.

Tento ,univerzalni“ transgenni systém dale skyta
vykonny nastroj pro =zkoumani stupné, do kterého se takové
TAFs a faktory interagujici s TAF (napf. ko-aktivatory)
spojuji s TBP a/nebo TAFs a transkriplnim komplexem v radé
tkani a bunélnych typl.

Vynalez se také tyka zplsobu identifikace
a charakterizace rlUznych transkripénich komplexd vy33iho

radu, kdy je z transgenniho zvitete izolovéan TBP

[=N

s epitopovou znalkou, k némuz Jsou pfipojeny transkripcén

1

y

komplexy vy3Siho radu. Zplsob charakterizace sloZeni rfiiznyc

po

0.

la

o~

transkripcnich komplexl vy33iho radu miZe napri
obsahovat a) zavedeni transgenu podle vynalezu do zvirfete
kromé &lovéka, b) izolaci TBP s epitopovou znackou z ruaznych
zvifecich tkani a/nebo rlznych bunéénych typd zvifete,
volitelné \% odlisnych vyvojovych stadiich zvirete
a c) urcCeni sloZeni transkripénich komplexl vy3sSiho radu.
Jeden zpusob izolace transkripéniho komplexu vy33iho
fadu z transgenniho zvirete kromé& Clovéka obsahuje afinitni
purifikaci za pouZiti alespofl jedné epitopové znacky
pfipojené k TBP. Vyhodné jsou transkripcéni komplex vy33iho
radu a TAFs a faktory interagujici s TAF sdruZené v tomto
komplexu purifikovany spolelnég, kdyZ2 je izolovan TBP
s epitopovou znaCkou. Napriklad transkripéni komplex vys$3iho
Yadu miZe byt izolovan, kdyZ je purifikovadn TBP s epitopovou
znackou navazanim jednoho z jeho epitopl, vyhodné epitopové
znacCky, k latce, ke které se epitop vaZe specificky. Tato
latka miZe byt napriklad Ni®* kolona (ke které se vaze epitop
His) nebo protilatky, napf¥. protilatky anti-HA (vazZou epitop
HA) nebo protilatky, které se vaZou k epitopu TBP
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s epitopovou znackou, se sekvenci s identifikadnim &isliem 17
nebo jeji C¢asti (napf. epitop sekvence s 1dentifikalnim
Cislem 17).

Vynadlez se také tykd zplsobu identifikace nového a/nebo
specifického TAF a/nebo faktoru interagujiciho s TAF.
Transkripéni komplex vyssiho fédu Je vyhodné izoclovan

. z transgenniho zvifrete podle vyndlezu. Tento zpusob mbie
naptfiklad zahrnovat a) zavedenl transgenu podle vyndlezu do
- zvitete kromé clovéka, b) izolaci TBP s epitopovou znackou
z urcité zvireci tké&né& a/nebo urcitéhco bunéclného typu
zvirete, volitelné v urcéitém vyvoiovém stadiu zvirete

,
no

[N

a c) disociace a separace TAF a/nebo faktoru interagujic
s TAF sdruZeného s TBP s epitopovou znackou v transkripéni
komplex vy33iho fadu a d) a je-li to nezbytné, také urleni
aminokyselinové sekvence TAF a/nebo faktoru interaguiiciho s
TAF'.

Kromé& potvrzeni jiZ zndmych mechanismd mé& transgenni
model vyhodu proti souasnym systémim bunédnych kultur
v tom, Ze vede k nalézani a charakterizaci novych TAFs nebo

TA

AF. Jak je zminéno vySe, pro

faktorld sdruZenych s = /3 teiny
TAFs, které byly do soucasnosti afinitné spolecné
purifikovany, pochazeiji ze studiil na Hela bunkach

a kvasinkach. Byly také nalezeny cDNA pro TAF z dal$ich

organismi, ale metodami testovani interakd&nich knihoven, co?

je Casové narolné. Fakt, Ze transgenni model zahrnuje ,cely

, organismus", ¢ini tento univerzalni transgenni  systém

obzvl&sté vhodny k rozpoznadni novych tkanové specifickych

aktivaénich prvkld také proto, Ze zlstava velmi ,blizko™ ke
skute&nému procesu transkripce in vivo.

Je Jasné, Ze takové transgenni zvife exprimujici

znaCeny TBP, napfr. my3, by bylo schopné prispét k oblasti

vyvoje 1éki. Znalny farmaceuticky z&jem miZe byt pfisouzen



jakymkoliv »Jjedinednym™ faktorum tkanové specifickym,
Jjakym B Y Y

specifickym pro bun&lny typ, specifickym pro buné&cny cyklus,
specifickym pro vyvojové stadium (TAFs, faktory interagujici
s TAF), urlitych genovych transkrip&nich komplexd, obzvla3té
jestliZe se jednéd o gen majici vztah k nemoci. Identifikace
a charakterizace ,klicovych“ TAFs a faktorl interagujicich s
TAF, které Jjsou zapojeny Vv transkriplni kontrole jednoho
nebo nékolika gend majicich wvztah k nemoci, je platna
trategie pro wvyvinuti 1éCivych sloulenin, které zmirAuji
takové genetické nemoci. Jakmile byl jednou takovy TAF nebo
faktor interagujici s TAF charakterizovdn a klonovadn, miZe
byt podniknut jakykoliv poclet testovacich postupll, aby se
identifikovaly molekularni druhy/latky, které specificky
interaguji S TAF nebo faktorem sdruZenym S TAF.
Farmaceuticky pouZitelny druh molekuly nebo latka by byla
ta, kterid zesiluje nebo potlacuje pfirozenou aktivitu TAF
nebo faktoru interagujiciho s TAF in vitro a/nebo in vivo,
a tim umoZni lécCebné ovlivnit p#islu3ny gen.

Identifikované TAFs a faktory interagujici s TAF mohou
byt poté také pouZity jako nastroje v biochemii
a v molekulédrni biologii, napriklad takové proteiny
z transgennich zvifat krom& Clovéka mohou byt pouZity Jjako
scendy pro izolaci odpovidajicich 1lidskych TAFs a faktord
interagujicich s TAF nebo jejich cDNA. Lidské TAFs a faktory
interagujici s TAF mohou byt poté také pouZity pro testovani
vysoce specifickych novych 1éka.

Pfedkladany vynéalez je dale detailnéji popsan

v néasledujicich neomezujicich pfikladech.
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Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Vytvoreni transgennich zvirat

MoZné zdroje zvirat:

Zvirata vhodnd pro transgenni pokusy byla ziskidna ze
standardnich komercnich zdrojd, Charles River (Wilmington,
MA). Taconic (Germantown, NY), a The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine). My3i B6SJL/F1 byly pouZity pro vybér embrya
a prenos. Samci B6SJL/F1 mohou byt pouZity pro péfeni
a vazektomovani chovni samci ,Swiss Webster“ mohou byt
pouziti pro stimulaci pseudogravidity.

Transgenni my3i:

U samic my3i starych Sest tydnt je vyvoléana
superovulace injekci 5 IU (0,1 cm’, intraperitoneédlné)
gonadotropinu ze séra brezi klisny (PMSG, nap?t. Sigma, Saint
Louis, Missouri, USA), kterd Jje nésledovdna o 48 hodin
pozd&ji injekci 5 IU (0,1 cm’®, intraperitonealn&) lidského
choriového gonadotropinu (hCG, napf. Sigma). Samice Jsou
umistény k samclim okamZité& po injekci hCG. Dvacet jedna
hodin po podani hCG jsou spafené samice usmrceny zadudenim
v CO; nebo dislokaci kr&ni patefe a z vyfiznutych vejcovedd
se ziskaji embrya, kterd se umisti do zivného média M2
(napf. Sigma). Bunky obklopujici ovaridlni vyklenuti se
odstrani hyaluronidazou (1 mg/ml). Pronukledrni embrya jsou
poté omyta a umisténa v Zivném médiu M16 (nap?. Sigma) a
poté vloZena do inkubdtoru s teplotou 37 °C se zvih&ovanou

atmosférou v 5% CO?, 0, a 90% N; a? do doby injekce.
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Priklad 2

Pfriprava konstruktd pro transfekce a mikroinjekce

DNA klony pro mikroinjekce byly Stépeny pfisludnymi
enzymy, DNA klony obsahujicli transgen MT-hTBP (dvojité
znaceny, podle sekvence v tabulce 3) s Clal a BamHI nebo
transgen EF-hTBP (dvojite znacleny, podle sekvence v tabulce
2) s EcCORI/EcoRI a fragmenty DNA o pfislu3né velikosti byly
elektroforeticky rozdéleny na 1% agardzovych gelech v pufru
TBE (Sambrook et al., 1989). Pasy DNA se vizualizovaly
obarvenim ethidiumbromidemn, vytizly a umistily do
dialyzaénich vackd obsahuijicich 0,3 M cctan sodny, pH 7,0.
DNA se elektricky eluovala v dialyzaclnich vaccich,
extrahovala smési fenolu a chloroformu (1l:1) a precipitovala
dvéma objemy etanolu. DNA se opét rozpustila v pufru TE
(10 mM Tris, pE 7,4, a 1 mM EDTA) a purifikovala na koloné
DEAE sephacel (nap?. Pharmacia, Uppsala, Svédsko). Kolona je
nejdrive naplnéna 0,5 ml pufru s vysckym obsahem soli (1,5 M
NaCl, 10 mM Tris, pH 7,4, a 1 mM EDTA), pak nasleduje
promyti se 3 ml pufru s nizkym obsahem soli {0,15 M NaCl,
10 mM Tris, pH 8,0, a 1 mM EDTA). Roztoky DNA jsou scli
upraveny na koncentraci 0,15 M NaCl, a poté se nechaji
protékat kolonou, pficemZ se DNA navazZe na matrix kolony. Po
tfech promytich se 3 ml pufru s nizkym obsahem soli je DNA
eluovana pomérnymi castmi 4x 0,3 ml pufru s vysokym obsahem
solli a precipitovdna dvéma objemy etanolu. Frakce byly
slouleny rozpusSténim ve 200 ul TE, jednou extrahovany smési
fenol-chloroform, dvakrat chloroformem, a poté byla DNA
precipitovana pfes noc etanolem. DNA se resuspendovala
v pufru TE pro mikroinjekce (10 mM Tris, pH 7,4, 0,1 mM
EDTA) a koncentrace DNA se upravila na 2 ng/ul

.
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a vizualizovala proti znamym standardiam DNA

elektroforetickym rozdélenim na agardzovém gelu.

Mikroinjekce:

Transgenni DNA (MT-hTBP nebo EF-hTBP) purifikovana
pomoci DEAE Dbyla rozpuSténa v pufru pro mikroinjekce
v koncentraci 2 ng/pl. Mikrojehly a drzZzici pipety byly
nasazeny na mikropipetovy tahac¢ Flaming Brown, napf. Model
P87 (Sutter Inst. Co.). DrzZici pipety byly poté =zlomeny
a konce zataveny ohném v mikrovyhni typu deFonbrune (napft.
Technical Product Inst. Inc). Pipety byly poté pripevnény na
mikromanipulatory (naptf. Leitz), které byly prfipojeny
k mikroskopu Zeliss Axiovert® 135. Injekéni pipeta naplnéné
vzduchem (napf. Medical System Corp.) byla naplnéna 3Spickou
roztokem DNA. Embrya ve skupinadch po 40-50 byla umisténa ve
200 pl média M2 pod silikonovy olej pro mikromanipulaci.
Embryo bylc nastaveno a drZeno drzici pipetou, a poté byla
vlicZena injekéni pipeta do pronukleu, ktery byl injekéni
pipeté nejbliZe. Injekce se sledovala zdufenim pronukleu. Po
injekci byla skupina embryl umisténa v médiu Ml6 aZ do

pfenosu do pfijimajicich samic.

Priklad 3

Pfenos embrya mikroinjekci

Nahodné ovulujici dospélé samice my3i Jjsou sparovany
s vazektomovanymi samci. Pro tento Ucel miZe byt pouZit kmen
Swiss Webster nebo jiny srovnatelny kmen. Prijimajici samice
jsou spareny v tutéZ dobu jako darcovské samice. V Jdase
prenosu embrya jsou prijimajici samice podrobeny anestezii

intraperitonealni injekci 0,015 ml 2,5% avertinu na 1 g
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télesné hmotnosti. Vejcovody Jsou odkryty Jednou incizi v
dorzalni stfedni Cafe. Poté e provedena incize pres télni

- 1

sténu pfimo nad vejcovodem. Pak je protrZen ovaridlni vacdek
hodindfskou pinzetou. Embrya, kterid maji byt pfenesena, Jjsou
umisténa v médiu M16 & poté ve 3pidce pfenddejici pipety
(asi 10-12 embryi). Spidka pipety Jje vloZena do infundibula
a embrya jsou pfenesena. Po prencosu je incize uzavriena dvéma
stehy a klZe sesvorkovadna. Pfrijemkyné se zotavovala trFi
hodiny na vyhrfivané podlcice a pak by_a umisténa do kolonie
do doby porodu.

Celkem bylo mikroinjikovano 469 pronukledrnich embryi
pro MT-hTBP a narodilc se 170 mléadat a celkem 407

pronuklearnich embryi pro EF-hTBP poskytlo 76 miadat.

Priklad 4

Detekce transgenni DNA v zakladatelskych my
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transgennich my3ich prvni genera

O

4a)} Extrakce DNA:

Genomové DNA pfipadnych zakladatelskych my3i Dbyla
extrahovana z malého kousku ocasni tkané (pfibliZn& 1 cm)
odfiznuté potomku starému 2-4 tydny. QOcasni Fezy se
inkubovaly pfes noc na trepalce v 500-750 ul pufru pro
ocasni frezy (pufr pro ocasni fezy: 10 mM Tris, pH 7,5, 100
mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5% SDS, 30 ug/ml Proteinase K). Ke
kazdému vzorku ocasu byl nasledné& pridén stejny objem smési
fenol/chloroform/ iscamylalkohol (25:24:1). Vzorky se jemné
protrepaly rulné nebo automaticky michadlem Vortex s nizkymi
obratkami. V3echny vzorky se stodily 10 minut ve stolni
centrifuze. Vodnd féaze se prenesla do 5ml polypropylénové

zkumavky (napf. zkumavky Falcon®). Do zkumavky se pomalu
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pridaval (po kapkach) stejny objem etanoclu, aby umoZnil DNA
postupné precipitovat. Druhy objem etanolu se ptridal prudce,
aby promichal obsah zkumavky. Zkumavky byly poté nékolikrat
prevraceny pro zajisdténi promichani. DNA se poté namotala na
neostrou pipetovou 3Spicku (Spic¢ku pro sekvenadéni gel)
a prfenesla se do samostatné jamky na mikrotitradéni destidce.
Poté se DNA nechala schnout na vzduchu po 4 hodiny. Pak se
pfridalo 200 pl 1x TE do kaZdé jamky (1x TE: 10 mM Tris, pH
7,4, 1 mM EDTA). Genomova DNA se poté ponechala rozpousdtét
po dobu 15-30 minut prfi teplotée mistnosti, pak se Jjemné
promichala opatrnym pipetovanim. Pfed testovanim metodou PCR
(polymerazova retézova reakce) Dbyly mikrotitradni desticky
Casto skladovany v -20 °C. Pfed testovanim se odebralo 10 ul
a naStépilo s EcoRI (napf. 10 ul genomové DNA, 2 ul 10x pufr
pro EcoRI, 7 ul HzO, 1 ul EcoRI, enzym a pufr od Boehringer

Mannheim, Mannheim, Némecko).

4pb) Reakce PCR:

Nastépena genomova DNA byla nafed&na vodou v poméru
1:3. Vzorky byly poté zah¥?ivany ve 100 °C v tepelném bloku
po dobu 10 minut. Pak se pouZily 2 pl pro reakce PCR. Reakce
se provadély v objemu 50 ul, ktery se skladal z 2 ul
genomové DNA, 1x reakéniho pufru, 1,5 mM MgCl,, 0,8 uM
oligonukleotidového predniho (,forward“) primeru, 0,8 uM
oligonukleotidového zpétného (,reverse™) primeru, 8 ul smési
nukleotidd obsahujici kaZdy nukleotid v 0,2 mM koncentraci
(dATP, dCTP, dTTP a dGTP) a 2,5 jednotky Taq polymerdazy. PCR
se provadéla za pouziti napf. enzymu a pufru AmpliTag® od
firmy Perkin Elmer (Perkin Elmer Norwalk, Connecticut, USA).

Detekce transgenu MT-hTBP se provadéla za pouZiti
oligonukleotidového pfedniho primeru (,sense primer™) 5 GGA
GCA ACC GCC TGC TGG GTG C 3" (sekvence s identifikadnim



nukleotidy. Derivat DNA miZe byt také sil, vyhodné
fyziolegickd tolerovatelna sul.

Transgen obsahuje Jjednu nebo vice sekvenci DNA, které
k6bduji jeden, dva, tfi, <&tyfi, pét nebo vice epitopovych
zna&ek. Transgen vyhodné obsahuje DNA, kterda koéduje dvé
epitopové znaCky. DNA kddujici jednotlivé epitopové znacCky
miZe byt lockalizovédna na 5" a/nebo 3’ konci DNA, kterd kéduje
TBP, a/nebo v Jjakékoliv vhodné pozici uprostfed sekvence
DNA, kterid kéduje TBP. DNA kddujici jednotlivé epitopové
znaCky mlZe byt oddélena a/nebo sefazena za sebou nebo miZe
byt pfimo sousedici.

Jako epitopovd znalka mbZe Dbyt pouzit Jakykoliv
pfirozeny nebo synteticky peptid. Kaidéd epitopova znacka je
exprimovéana jako fazni protein s TBP, epitopova znacka mizZe
byt nap?. spojena s TBP pfrimo nebo vmezefenym peptidem.
Epitopovéd znacka by méla vyhodné nabizet moZnost pro
afinitni purifikaci TBP nebo fuzniho proteinu a pro afinitni
purifikaci proteinfi, které jsou sdruZeny s TBP nebo fdznim
proteinem, Jjako TAFs a faktory interagujici s TAF. Kromé
toho by epitopové znacka neméla znicit funkZéni aktivitu TBP,
kdyZ je exprimovéna Jjako fuzni protein s TBP. Pro tento ucel
jsou vyhodné pouZzity jako epitopové znalky kratké peptidy.
Mohou obsahovat asi 1 az 50 nebo vice aminokyselin, Jjsou
pouzZivany zejména peptidy, které obsahuji 5 az 15
aminokyselin. Neomezujici priklady peptidd, které mohou byt
pouzity jako epitopové znacky, jsou epitop-FLAG, epitop-HA,
ndsobné histidinové zbytky (6 aZz 10 nebo wvice histidinovych
zbytka) (znacka His), znaCka Myc (Stone et al., 1996,
Nature, 384, 129-134), streptavidinové znacky a daldi. Pro
tento 0Cel mohou byt pouzZity také krat3i peptidy prirozenych
epitopd. Napriklad pouZiti epitopu HA =zahrnuje pouZiti

epitopl ,MGYPYDVPDYA“ (sekvence s identifikadénim d&islem 2),



¢islem 5) a oligonuxleotidového zpétného primeru (,antisense

primer™) 5 CCT GTG TTG CCT GCT GGG ACG 3’ (sekvence s

identifikalnim Cislem 6).

Detekce transgenu EF-hTBP se provadéla za pouziti
oligonukleotidového predniho primeru 5 GGA GAC TGA AGT TAG
GCC AGC 3' (sekvence s identifikadnim ¢&islem 7). Byl pouZit
stejny zpétny primer, jako pro detekci MT-hTBP (5 CCT GTG
TTG CCT GCT GGG ACG 3').

Teplotni cyklovani se provadeélo za pouZiti
automatickéno tepelného cyklovace (napr. od firmy
Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Teploty v jednotlivych cyklech byly:

cyklus 1: 94 °C, 5 min - 60 °C, 3 min - 72 °C, 2 min
cyklus 2-25: 94 °C, 1 min - 60 °C, 2 min - 72 °C, 3 min
cyklus 26: 94 °C, 1 min - 60 °C, 2 min - 72 °C, 5 min
nebo

cyklus 1-40: 95 °C, 2 min - 55 °C, 1 min - 72 °C, 1 min

Vyskyt amplifikovanych produktl se zjistoval provedenim
standardni elektroforézy v agardzovém gelu (napf. 1,2-1,5%
agardza) a obarvenim gelu ethidiumbromidem pro vizualizaci
DNA v UV svétle.

Pozitivni vzorky MT-hTBP byly rozezndny podle vyskytu
amplifikovaného produktu DNA o velikosti asi 580 bp.
Pozitivni vzorky EF-hTBP tvorily amplifikovany fragment DNA
o velikosti asi 500 bp.

Analyza DNA ze 170 mladdat na MT-hTBP reakci PCR
ukédzala, Ze 35 vzorkd genomové DNA bylo pozitivni na vyskyt
transgenu. Analyza genomové DNA ze 76 EF-hTBP mladat
analyzou PCR ukazala, Ze transgen EF-hTBP byl obsaZen v 9

my3ich.



4d) Rozvo] transgenniho modelu:

Zakladatelé Gy s pozitivni DNA byli kZiZeni s
netransgennimi protéjsky kmene B63SJL a vysledné vrhy byly
genotypizovany pomoci PCR. Potomci G; 'byli pouZiti pro
kontinudlni kfiZeni a udrZovéni Jjednotlivych linii &a pro

dalsi analyzy mRNA a exprese proteinf.

Priklad 5

Detekce transgenni mRNA ,protekénim™ testem pomoci Sl

nukledzy:

5a) Charakteristika:

Byly vytvoreny oligonukleoctidy komplementarni k 5
konci a 3’ konci transgenniho transkriptu:

Sekvence 5" oligonukleotidu (,sense primer“) (sekvence s
identifikacnim &islem 8):
5'GCGGCACCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCATGA
CTGCGTAATGCGGTCATGACGCTTT3!

Sekvence 3’ oligonukleotidu (,antisense primer™)
(sekvence s identifikacnim Cislem 9):
5'GAAGGGGGTGGGGGAGGCAAGGGTACATGAGAGCCATTACGTCGTCTTCCT
GAATCCCTTTAGCCGCTTTGCTCG!

PodtrZené oblasti jsou nehybridizujici sekvence. 40 ng

oligonukleotidu bylo =znadeno na 5 konci s (*P gama)ATP
(5000 cpm/mM) =za pouziti T4 polynukleotidkindzy a pufru
napr. od firmy Boehringer Mannheim (Mannheim). Reakce se
provadéla v 50 pl reakéniho objemu ve 30 °C po 1 hodinu.
OznaCeny oligonukleotid Dbyl oddélen od nezacllenéného
(%P gama)ATP za pouZiti vyludovaci chromatografie (nap¥.

Push-Columns®, Stratagene, La Jolla, CA, USA).



5b) Indukce promotoru:

Pred analyzou RNA bylo nezbytné indukovat my3i MT-hTBP,
protofe promotor je aktivovan v pfitomnosti zn?'. KaZdé mysi
MT-hTBP byly podéany dveé intraperitonealni injekce ZnS0O4 v H,0
18 hodin a opét 4 hodiny pfed odstranénim jater (davka byla

0,1 mg ZnS04/10 g hmotnosti mysi).

Celkova RNA se extrahovala z 1-5 g tké&né za pouZiti
komercné dostupné reagencie Trizol (napf¥. Gibco-BRL, Paisly,
UK). Tk&n se homogenizovala pomoci Ultra-Turrax v 5 ml
roztoku Trizol ve 12ml preopylénové zkumavce (napf. zkumavce
Falcon®). Pfidal se 1 ml chloroformu a zkumavky se uzaviely
viCkem a dikladné rucné protrepaly po dobu 15 s. Roztoky se
inkubovaly pfi teploté mistnosti po 3 min, a poté se stolily
ve 12 000 x g po 15 minut ve 4 °C v rotoru Sorvall SS-34.
Supernatant se pfenesl do nové zkumavky, pfridalo se 2,5 ml
izopropanclu a promisilo. Nésledovala inkubace po dobu 10

minut pfi teploté mistnosti. Vzorky  se stoCily ve

O

12 000 x g po 10 minut ve 4 °C. Supernatant se odstranil
a peleta RNA se omyla 5 ml 75% etanolu. Vzorky se promichaly
a stoc¢ily v 7 500 x g po 10 minut. Pelety RNA se
resuspendovaly ve vodé bez RNazy a nédsledné kvantifikovaly

mérenim absorbance ve 260 nm.

5d) ,Protek&ni™ test pomoci S1 nukleazy:

Stejnd mnoZstvi RNA (10-20 ug) byla doplnéna na 100 ul
vodou bez RNazy. Bylo pfidanc 50 000-150 000 cpm =znaceného
oligonukleotidu (0,1-1 ng, v zavislosti na Alinnosti
znacenl). Smé&s RNA/oligonukleotid se precipitovala 0,3 M
octanem sodnym a etanolem. Peleta RNA/oligonukleotid se

opléchla a usus$ila na vzduchu. Pridalo se 23  ul



hybridizaéniho roztoku (80% formamid, 10 mM PIPES, pH 6,4
(Sambrook et al., 1989), 1 mM EDTA, 0,05% SDS). Reaklni smes

se promichala a denaturovala 20 minut v 65 °C, a poté se ke
kazdému vzorku pfidaly 2 ul 5 M NaCl v 65 °C. Vzorky se
inkubovaly 1 dals$i hodinu v 65 °C ve vodni lézni, a poté
byla teplota 1l&zné& nastavena na 37 °C. Postupné sniZeni
teploty z 65 °C na 37 °C (ples noc) usnadnilo specifickou
hybridizaci oligonukleotid-mRNA. Pristi den se ke kazZidému
vzorku ptfridalo 300 wul pufru S} (pufr S1: 167 U/ml S1
nukledzy (nap¥. Gibco BRL, Paisly, UK), 0,3 M NaCl, 30 mM
NaOAc (pH 4,5), 3 mM ZnSO4). Vzorky se inkubovaly 1 hodinu
pfi teploté mistnosti, poté se pridal 1 ml etanolu
(studeného}, aby se precipitovala vSechna nukleovd kyselina.
Peleta se poté stocila a omyla a kratce osusSila ve vakuu
v pristroji Speed-Vac. Poté se peleta resuspendovala ve
12 pnl nanaSeciho pufru S1 (85% formamid, 0,01 % bromfenoclovad
modf, 0,01% =xylencyanol, 1x TBE). Vzorky se zahfivaly
v 70 °C po dobu 5 minut pred tim, nez se nanesly
a separovaly dle wvelikosti za pouziti elektroforézy s
denaturadnim (6 M mocCovina) tenkym polyakrylamidovym gelem.
Autoradiografie suchého gelu usnadnila detekci chrénénych
nenaStépenych pasa.

Ze 35 zakladatelskych zvirat pro MT-hTBP vykazovalo 7
zakladatelskych zvirat detekovatelné hladiny mRNA prfi
analyze Sl protekénim testem. Pro EF-hTBP wukazovala 3

zakladatelskd zvirata pfi analyze S1 detekovatelnou mRNA.



Priklad 6

Detekce transgenni mRNA northernovym prfenosem

6a) Syntéza hybridizadni sondy amplifikaci PCR =z TBP
a znacCeni sondy TBP:

Byly navriZeny a syntetizovany oligonukleotidy/primery
vymezujici fragment o velikosti 498 bp z dvojité znaceného
konstruktu hTBP.

Predni oligonukleotid zaCinal 10 bazi po sméru

transkripce (,downstream") od startovaciho mista ,AUG"
(misto ATG v tabulce 1). Sekvence tohoto ,sense“ primeru
byla:

sekvence s identifikaénim &islem 10:
5'CCCTATGACGTCCCGGATTACG3 .

Zpétny primer konc¢il 507 bp po sméru transkripce od
startovaciho mista ,AUG" (misto ATG v tabulce 1). Sekvence
tohoto ,antisense™ primeru byla:
sekvence s identifikadénim ¢islem 11:
S'GTGGAGTGGTGCCCGGCAAGGG3'.

Reakce PCR se provadély s 0,2 ug pAG-17, 0,5 mM MgCl,,
0,8 uM kazZdého primeru, 1x pufr PCR (Perkin-Elmer), 0,2 mM
dATP, dTTP, dCTP, dGTP a 2,5 U enzymu AmpliTag® (Perkin
Elmer Norwalk, Connecticut, USA).

Program teplotniho cyklovace:
cykly 1-35: 94 °C, 2 min - 55 °C, 1 min - 72 °C, 1 min,
poté 10 minut v 72 °C, pak uskladnéni ve 4 °C. Amplifikované
pasy byly purifikovany z 0,7% agardzového gelu.

Sonda TBP-DNA byla znaCena pomoci ndhodnych primerd a
enzymu Klenowova fragmentu ze znacici soupravy Megaprime®
(Amersham, UK). 25-50 ng DNA sondy se smisilo s 5 pul

nadhodnych hexamerovych primert (napf. Amersham) a 20 ul H0.
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DNA se denaturovala ve 100 °C po dobu 5 minut. Znacici smé&s
byla doplnéna do konecného objemu 50 ul 1x reakénim pufrem,
1x dATP, 1x dTTP, 1x dGTP, 4 ul 3000 Ci/mmol alfa-3?p dCTP
(napf. Amersham) a 2 U Klenowova enzymu. Reakce se ponechala
cfi teplcté mistnosti po 1 hodinu. ZnaCend DNA se oddélila
od nezacClenénych nukleotidd pouZzitim vylucovaci

chromatografie (napf. Push-Columns®).

6b) Gelova elektroforéza a prenos
10-20 pg <celkové RNA Dbylo precipitovédno etanolem,

peleta byla denaturovdna 10 minut v 65 °C v RNA nand3ecim

13 [ A
U {02
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put formamid, 20% formaldehyd (37% roztok), 1x pufr
MOPS (Sambrook et al., 1989), 5% glycerol, 0,01%
bromfenolova modzt, 0,01% xylencyanol, 0,1 mg/ml
ethidiumbromid). RNA byla rozdé€lena dle velikosti na 1%
agardzovém gelu obsahujicim 18% formaldehyd (37% roztok) a
1x MOPS jako pufr pro elektroforézu (40 mM MOPS, pH 7,0, 10
mM octan sodny, 1 mM EDTA). Gely se nechaly béZet pomalu
pfes noc pfi 1 V/cm v 1x MOPS jako pufru pro elektroforézu
obsahujicim 18% formaldehyd (37% roztok). Gely se poté
oSetrily v 0,05 M NaOH/1,5 M NaCl po dobu 30 minut,
nasledovéano 20 minutami v 0,5 M Tris (pH 7,4)/1,5 M NaCl.
RNA se prenesla na nylonovou membrénu (nap¥. Hybond-N+,
Amersham, UK) za pouZiti techniky kapildrniho pfenosu. RNA
navazana na membranu byla fixovédna nap?. UV svétlem za
pouZiti pristroje Stratalinker® (Stratagene, La Jolla, CA,
UsSAa) .

6c) Hybridizace a odmyvani
Prehybridizace se provédéla napfiklad v pufru ,Rapid-
Hyb"™ (Amersham, UK) v rota¢ni hybridizaé¢ni picce (napf?.

Hybaid) v 65 °C po dobu 1-2 hodin. Hybridizace se provadéla
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naptiklad v 6-10 ml pufru ,Rapid-Hyb“ obsahujicim 10%°-10x10°
cpm denaturované sondy v 65 °C po dobu 2-3 hodiny. Memprana
se odmyla dvakrat pri teploté mistnosti (10 minut/odmyti) v
2x SSC/0,1% SDS (1x SSC: 150 mM NaCl, 15 mM citrat sodny, pH
7,0). Membréna se dale odmyla 2x v 65 °C (15 minut/odmyti) v
1x SSC/0,1% SDS. Dal3i dvé odmyti se provadéla v 65 °C po
dobu 15 minut v 0,5x SSC/0,1% SDS, nésledovéno 1 neboc 2
koneCnymi odmytimi (bylo-1i nutné) po dobu 15 minut/odmyti v
65 °C 0,2x SSC/0,1% SDS. Provedla se autoradiografie odmyté

membrany.

Priklad 7:

Tvorba polyklonalni protildtky specifické pro znaceny hTBP

V3eobecna strategie:

Mezi my3im a 1lidskym TBP existuje vyznamnd sekvendni
homologie. Proto bude vét3ina komercné dostupnych protilatek
zkriZené reagovat a tudiZ detekovat jak endogenni, tak
transgenni TBP. Aby se rozlisSilo mezi témito dvéma,
vytvorila se polyklondlni protilédtka proti znadené oblas:ti
transgenniho TBP (odpovidajici Stépnému mistu trombinu
a znaCce His znaCeného hTBP): sekvence s identifikadnim
Cislem 12: H;N--MGSSHHHHHHSSGLVPRGC--COOH.

Tento peptid byl pfipojen k proteinovému nosici
a injikovan do kr&likl za pouzitl standardnich laboratornich
protokoll. V pravidelnych intervalech se odebiralo sérum
a testovalo se na titr protildtek anti-hTBP za pouZiti testl
ELISA.



Priklad 8

Detekce transgenniho proteinu westernovym prenosem:

8a) Priprava jadernych extraktd z jater:

MT-hTBP mySi byly podrobeny 2 intraperitonealnim
injekcim ZnSO, (viz 5b). MysSi byly usmrceny dislokaci kré&ni
patere a jatra Dbyla odstranéna. Jatra Dbyla okamZité
homogenizovédna v 10 ml  homogenizacniho pufru (1,8 M
sachardéza, 10 mM HEPES, pH 7,4 (Sambrcok et al., 1989),
25 mM KC1, 1 mM EDTA, 5% glycerol, 0,15 mM spermin, 0,5 mM
spermidin, 0,4 mM PMSF). Po homogenizaci byl objem doplnén
na 25 ml timtéZ pufrem. Homogendt byl opatrné navrstven na
7 ml homogenizacniho pufru do centrifugadnich zkumavek,
napf. do zkumavek Ultra-Clear SW-28® (Beckman, Palo Alto,
CA, USA). Vzorky Dbyly stoCeny v rotoru SW-28 1 hodinu v 25
000 rpm (4 °C). Supernatant byl opatrné odstranén a
peletovanéd jéadra byla resuspendovidna ve 200 ul pufru NEXB
(20 mM HEPES, pH 7,9, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
lmM DIT, 1 mM PMSF, 10% glycerol, 2 ug/ml aprotininu,
2 ug/ml leupeptinu, 2 ug/ml pepstatinu-A). Resuspendovana
jadra se inkubovala na ledu po 15-30 minut s &astym michanim
pomoci pipetovani. Vzorky byly podrobeny 5 cyklam
zmrazeni/rozmrazeni v lazni suchy led/etanol a vodni 1lazni
37 °C. Poté se vzorky stolily 30 s ve vysokych otéadkdch a v
supernatantu se mé€ril obsah proteinl, napf. s reagencii

proteinového testu (napf. Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

8b) Elektroforéza a pfenos:
20-75 pg extraktu bylo separovano dle velikosti
denaturacni gelovou elektroforézou. Analyticky gel: 10%

akrylamid (pomér akrylamid:bis-akrylamid je 1:37), 0,1% SDS,



375 mM Tris, pH 8,8. Srovnavaci gel: 5% akrylamid, 0,1% SDS,

125 mM Tris, pH 8,3. Pufr pro elektroforézu: 25 mM Tris,
pH 8,3, 192 mM glycin, 0,1% SDS. Protein byl pFfenesen na
Cisté nitrocelulézovou membranu (napf. Bio~Rad) pristrojem
pro polosuchy prenos (napf. Hoefer, San Francisco, CA, USA)
za pouziti modifikovaného pfenosového pufru dle Bjerruma
(48 mM Tris, 39 mM glycin, 10% metanol, 0,0375% SDS, pH
9,2). Prenos se ponechal béZet pri 0,8 mA/cm po 2-4 hodiny.

g8c) Imuncdetekce:

Membrany Dbyly blokovany 1-2 hodiny pri teploté
mistnosti v 1x TBS (20 mM Tris, pH 7,5, 500 mM NaCl) s 3%
Zelatinou (napf. Bio-Rad) na 1laboratorni kyvaci plo$iné.
Membrany se odmyvaly 10 minut v 1x TTBS (lx TBS s 0,05%
Tween-20) pfi teploté mistnosti. Hybridizace s primérni
protilatkou v 1% Zelatiné&/l x TTBS se provadé&la 4 hodiny aZ
pres noc na kyvaci ploSiné p?i teploté mistnosti. Membrany
se odmyvaly 2-3krat (5 minut/odmyti) s 1x TTBS. Hybridizace
se sekunddrni protiladtkou spojenou s alkalickou fosfatazou
(AP) v 1% Zelatiné/l1 x TTBS se provadéla po 2-3 hodiny.
Membridny se opét odmyvaly 2-3krat (5 minut/odmyti) s 1x TTBS
pri teploté mistnosti, nésledovdno 5 minutovym odmytim
v pufru 1x TBS. Poté Dbyly membrany inkubovadny v 1x
vyvolavacim pufru (napf. Bio-Rad) obsahujicim reagencie
NBT/BCIP pri teploté mistnosti, dokud se dostateclné
neobjevily pasy. Reakce AP byla zastavena odmytim H,O.
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SEZNAM SEKVENCT

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CIsSLEM 1:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 12 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduchg
(D) TOPOLOGIE: linedrni

(ii) TYP MOLEKULY: peptid
(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENI: peptid
(B) POZICE: 1...12
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM

Met Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Val
1 5 10

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIXACNIM CISLEM 2:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 11 aminokyselin
(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni

(1i) TYP MOLEKULY: peptid

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: peptid
(B) POZICE: 1...11

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 2-

Met Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
1 5 10

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 3:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 10 aminokyselin

(B) TYP: aminokyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché

- (D) TOPOLOGIE: linedrni
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(ii) TYP MOLEKULY: peptid

{ix}] ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACGENT : peptid
(B) POZICE: 1...10

(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 3
Gly Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
. 1 5 10
(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4-:
(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 9 aminckyselin
B) TYP: aminokyselina

C) TYP VLAKNA: 3ednoduché
D) TOPOLOGIE: linearni

(
{
{
(i1) TYP MOLEKULY: peptid
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: peptid
(B) POZICE: 1...9
(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 4:
Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
1 5
(2) INFORMACE PRO SEKVENCT S IDENTIFIKACNIM GfSLEM 5:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 pard¢ bazi

(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
. (D) TOPOLOGIE: linedrni

(11) TYP MOLEKULY: cDNA

(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENT: exon
(B) POZICE: 1...22
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(xi) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM fSiEM

[@2]

GGAGCAACCG CCTGCTGGGT GC

(8]
N

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 6

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENC
(A) DELKA: 21 para ba21
(B) TYP: nukleova kyselina
. (C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

d (ii) TYP MOLEKULY: CcDNA
(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENT: exon
(B) POZICE: 1...21

(x1) POPIS SEKVENCE: SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM &isiEMm 6:

CCTGTGTTGC CTGCTGGGAC G 21

>

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI § IDENTIFIKACNIM GTSLEM 7-

(1) CHARAKLERISLLKA SEKVENC
(A) DELKA: 21 parad ba21
) TYP: nukleova kyselina
C) TYP VLAKNA: jednoduché
) TOPOLOGIE: linedrni

(11) TYP MOLEKULY: cDNA
(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENT: exon
(B) POZICE: 1...21

(x1) POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 7

GGAGACTGAA GTTAGGCCAG C 21

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CfSLEM 3-

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE :
(A) DELKA: 76 pParl bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni



(ii) TYP MOLEKULY: CDNA

(ix) ZNAKY: )
(A) JIMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1...76

(xi) POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM &fSLEM B:

o U oe

GCGGCACCAG GCCGCTGCTG TGATGATGAT GATGATGGCT GCTGCCCATG

50
: ACTGCGTAAT GCGGTCATGA CGCTTT 76
) (2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9:
(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 75 par0 bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
(ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(ix) ZNAKY:
(A} JIMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1...75
(x1) POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 9

GAAGGGGGTG GGGGAGGCAA GGGTACATGA GAGCCATTAC GTCGTCTTCC
TGAATCCCTT TAGCCGCTTT GCTCG

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 10:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
‘ (A) DELKA: 22 parfQ bazi
(B} TYP: nukleovd kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

{ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(ix) ZNAKY:

(A) JMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1...22

(x1) POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CIfsLEM 10:

CCCTATGACG TCCCGGATTA CG

(8]

A
L



(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

(i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 22 parf bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linedrni

. (ii) TYP MOLEKULY: cDNA
(ix) ZNAKY:
. (A) JMENO/OZNACENT: exon
(B} POZICE: 1...22
(x1)POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 11:

GTGGAGTGGT GCCCGGCAAG GG 22

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 12:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 19 aminokyselin

B) TYP: aminokyselina

C) TYP VLAKNA: jednoduché

D} TOPOLOGIE: linearni

<

(ii) TYP MOLEKULY: peptid

(ix) ZNAKY:’ )
(A) JMENO/OZNACENI: peptid
(B) POZICE: 1...189

(x1) POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CGISLEM 12:

Met Gly Ser Ser His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val

1 5 10

Pro Arg Gly Cys

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM C¢ISLEM 13:

(1) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 1310 pard bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: line&rni

15



(11)

(1x)

TYP MOLEKULY:

ZNAKY :
(A)
(B)

CcDNA

JMENO/OZNACENT :
POZICE:

exon

1...1310

(x1)POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 13:

CCATGGGCTA

ATCATCACAG

CACCTTACGC

TTAGTCCAAT

GTCTGTCTAT

AGCAGCAGCA

AGCAGCAGCA

AGCAGGCAAC

CAACTGCACC

CCATCACTCC

TTGTATCCAC

GAAACGCCGA

GAACCACGGC

AACAGTCCAG

CTAAGTTCTT

TAAGGTTAGA

TTCCTGGTTT

GAAAAGTTGT

TCTACCCTAT

CCCCCAcCCCC

GTGGTGTTGT

GTAAGTGCCC

TCCCTATGAC

CAGCGGCCTG

TCAGGGCTTG

GATGCCTTAT

TTTGGAAGAG

GCAGCAACAG

GCAGCAGCAA

ACAGGGAACC

CTTGCCGGGC

TGCCACGCCA

AGTGAATCTT

ATATAATCCC

ACTGATTTTC

ACTGGCAGCA

GGACTTCAAG

AGGCCTTGTG

AATCTACAGA

ATTAACAGGT

TCTAAAGGGA

GTCCCGGATT

GTGCCGCGCG

GCCTCCCCTC

GGCACTGGAC

CAACAAAGGC

CAACAGCAGC

CAGGCAGTGG

TCAGGCCAGG

ACCACTCCAC

GCTTCGGAGA

GGTTGTAAAC

AAGCGGTTTG

AGTTCTGGGA

AGAAAATATG

ATTCAGAACA

CTCACCCACC

ATGATCAAAC

GCTAAAGTCA

TTCAGGAAGA

CTTCTTTTTT

GAGAAGATGG

CTTCCGGCAT

TTTTTTTAAA

ATGTTGAGTT

CCCGGAATTC

ACGCAGTCAT

GCAGCCATAT

AGGGTGCCAT

TGACCCCACA

AGCAGCAGCA

AGCAGCAGCA

CAGCTGCAGC

CACCACAGCT

TGTATCCCTC

GTTCTGGGAT

TTGACCTAAA

CTGCGGTAAT

AAATGGTGTG

CTAGAGTTGT

TGGTGGGGAG

AACAATTTAG

CCAGAATTGT

GAGCAGAAAT

CGACGTAATG

CAAATCAGTT

GCAGGGTGTG

CTGCAGCCCA

GGGCAGCAGC

GGATCAGAAC

GACTCCCGGA

GCCTATTCAG

ACAACAACAG

GCAGCAGCAG

CGTTCAGCAG

CTTCCACTCA

CCCCATGACT

TGTACCGCAG

GACCATTGCA

CATGAGGATA

CACAGGAGCC

ACAGAAGTTG

CTGTGATGTG

TAGTTATGAG

TCTCCTTATT

TTATGAAGCA

GCTCTCATGT

TGTTTTGGTA

GCACCAGGTG

ACGCGGCCGC

CATCATCATC

AACAGCCTGC

ATCCCTATCT

AACACCAATA

CAGCAGCAGC

CAGCAGCAGC

TCAACGTCCC

CAGACTCTCA

CCCATGACCC

CTGCAAAATA

CTTCGTGCCC

AGAGAGCCAC

AAGAGTGAAG

GGTTTTCCAG

AAGTTTCCTA

CCAGAGTTAT

TTTGTTTCTG

TTTGAAAACA

ACCCTTGCCT

CCTTTAAATG

ATGCCCTTCT

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1310



(2)

(1)

(i1)

(ix)

INFORMACE PRO SEKVENCI

S

49

o0

1 L d
o se 8000

IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

(A) DELKA: 4286 part bazi
(B) TYP: nukleova kyselina
(C) TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: linearni
TYP MOLEKULY: cDNA

ZNAKY :

(A) JMENO/OZNACENI: exon
(B) POZICE: 1...4286

(x1)POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 14:

GAATTCCCCT

AAATAAGTTT

GATCTAGTAA

AAGGCCTGCC

TGCTAAAATG

ATAGGCACTT

CTGGGTGGAT

ATCTGAAAGC

AAAAAGTACC

AATTAGATCT

TGGAGTACCA

GAAGGAGCCA

CCTCTCGCAA

CCTCGGGGTC

GAGGAGGAGC

TCCCGGACTA

CCCTAATCTC

GTCCCTTCCA

GCAGGTCACT

GTTCGAGAAG

TTAGCTCAAT

TTGATAGCCA

CAGTTACAAT

ATTTAAATAG

AAACTTGCTG

ATTTTAGGTT

ATGAGGCACA

AAAAGCTAAC

GGGGGAGATG

AGAGGCCAGC

GTCCGTGAGC

CCCGGGCCTG

CAACCCCGGG

GCGAGATGGC

AATACAACCT

GGCGGCCTCC

TAGCGTTGGC
CTGGGCAATG
TAAAAATAAA
TCCAAAAAGG
CGATAGGATG
GAGAAGCTGT
ATGCTGTAGA
CCTTATGTTT
CACACACACT
TGTAGGACTG
ACGTGTTACG
ACAGGAGCGG
CGTTAAGGAG
GTACTCCTTG
CTGGGCTGAG
AAGGCTGAGG
TTGGAGCTAA

CCGTCACCAC

CACATAGTAG

ATATTCTACA

CGTTCTTCTT

CCAAGCTCAT

ACAGAAAACG

GACTTCATAG

TCTTAGCCTC

GCAATCAAAT

CGCAGGAACT

AGTCTATTCT

GGCTTCCATA

ATTCGTCGCT

GCCCCCAGTC

CCACACGGGA

ACCCGCAGAG

ACGGGAGGCT

GCCAGCAATG

CCCCCCCAAC

GTTCTCAAAT
GCTGGAAGAA
TCCTCAGAGG
CCAATCTTGC
ACAGCACTTA
CAAGTGTTGG
TACATGAGAT
ARACTGTACAC
TTTTGGCGTA
ARACTGAAAG
ARAGCAGCTG
TTCACGGCCA
CCGACCCTTC
GGGGCGCGGA
GAAGACGCTC
GATTGAGAGG
GTAGAGGGAA

CCGCCCCGAC

ACTTGTTAAT

GAAACATAAT

AGCATTTCCC

CCTAGATTTA

TTTAAATATA

GGTTAGGARA

CATGTGGAAA

CTTTTAATTT

ACAAAACTAG

CCTGGACATC

GCTTTGAATG

TCGAGCCGAA

GCCCCAAGCC

AGCCGGGGCG

TAGGGATTTG

CGAAGGTACA

GATTCTGCAC

CGGAGCTGAG

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080



AGTAATTCAT
TCCCACTAAC
TCATCACTGA
CACATCGCCC
GAGAAGGTGG
CGAGGGTGGG

CGGGTTTGCC

TACGGGTTAT
TTCTTGATCC
GAGCCCCTTC
GAATCTGGTG
ATTTTTGATG
AAGATCTGCA
CCCAGCGCAC
GGTAGTCTCA
CGCCCTGGGC
TTCCCGGCCC
GTGAGTCACC
CCACGGAGTA
CGTCTTTAGG
AGACTGAAGT
AGTTTGGATC
TTCAGGTGTC
TACGCAGTCA
GGCAGCCATA
CAGGGTGCCA
CTGACCCCAC

CAGCAGCAGC

ACAAAAGGAC

GTAGAACCCA

GGTGGAGAAG

ACAGTCCCCG

CGCGGGGTAA

GGAGAACCGT

GCCAGAACAC

GGCCCTTGCG

CGAGCTTCGG

GCCTCGTGCT

GCACCTTCGC

ACCTGCTGCG

CACTGGTATT

ATGTTCGGCG

AGCTGGCCGG

GGCAAGGCTG

TGCTGCAGGG

CACACRAAAGG

CCGGGCGCCG

TTGGGGGGAG

TAGGCCAGCT

TTGGTTCATT

GTGAGGAATT

TGGGCAGCAG

TGGATCAGAA

TGACTCCCGG

AGCCTATTCA

AACAACAACA

TCGCCCCTGC

GAGATCGCTG

AGCATGCGTG

AGAAGTTGGG

ACTGGGAAAG

ATATAAGTGC

AGGTAAGTGC CGTGTGTGGT TCCCGCGGGC CTGGCCTCTT

TGCCTTGAAT

GTTGGAAGTG

TGAGTTGAGG

GCCTGTCTCG

ACGCTTTTTT

TCGGTTTTTIG

AGGCGGGGCC

CCTGCTCTGG

GCCCGGTCGG

AGCTCAAAAT

AAAAGGGCCT

TCCAGGCACC

GGGTTTTATG

TGGCACTTGA

CTCAAGCCTC

GCCCGGGGGA

CCATCATCAT

CAACAGCCTG

AATCCCTATC

GAACACCAAT

GCAGCAGCAG

CTTGGGGAAT
CGTTCCCGCC
AGGCTCCGGT
GGGAGGGGTC
TGATGTCGTG

AGTAGTCGCC

TACTTCCACG
GGTGGGAGAG
CCTGGCCTGG
CTGCTTTCGA
TCTGGCAAGA
GéGCCGCGGG
TGCGAGCGCG
TGCCTGGCCT
CACCAGTTGC
GGAGGACGCG
TTCCGTCCTC
TCGATTAGTT
CGATGGAGTT
TGTAATTCTC
AGACAGTGGT
TCCATGGGCT
CATCATCACA
CCACCTTACG
TTTAGTCCAA
AGTCTGTCTA

CAGCAGCAGC

CCCAGGGACC GTCGTTAAAC
CCCTCACCCG CCCGCTCTCG
GCCCGTCAGT GGGCAGAGCG
GGCAATTGAA CCGGTGCCTA
TACTGGCTCC GCCTTTTTCC

GTGAACGTTC TTTTTCGCAA

CCCCTGGCTG

TTCGAGGCCT

GCGCTGGGGC

TAAGTCTCTA

TAGTCTTGTA

CGGCGACGGG

GCCACCGAGA

CGCGCCGCCG

GTGAGCGGAA

GCGCTCGGGA

AGCCGTCGCT

CTCGAGCTTT

TCCCCACACT

CTTGGAATTT

TCAAAGTTTT

ATCCCTATGA

GCAGCGGCCT

CTCAGGGCTT

TGATGCCTTA

TTTTGGAAGA

AGCAGCAACA

CAGTACGTGA

TGCGCTTAAG

CGCCGCGTGC

GCCATTTAARA

AATGCGGGCC

GCCCGTGCGT

ATCGGACGGG

TGTATCGCCC

AGATGGCCGC

GAGCGGGCGG

TCATGTGACT

TGGAGTACGT

GAGTGGGTGG

GCCCTTTTTG

TTTCTTCCAT

CGTCCCGGAT

GGTGCCGCGC

GGCCTCCCCT

TGGCACTGGA

GCAACAAAGG

GCAACAGCAG

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



CAGCAGCAGC

GCAGCTGCAG

GCACCACAGC

CTGTATCCCT

AGTTCTGGGA

CTTGACCTAA

GCTGCGGTAA

AAAATGGTGT

GCTAGAGTTG

ATGGTGGGGA

CAACAATTTA

CCCAGAATTG

AGAGCAGAAA

ACGACGTAAT

ACAAATCAGT

TGCAGGGTGT

CCTGCAGCCC

CTGTGCCTTC

CTGGAAGGTG

CTGAGTAGGT

TGGGAAGACA

AAGAATTGAC

ACACCCTGTC

AGCGGTCTCT

AAATTAAAGC

AAGTAATGAT

AGCAGCAGCA
CCGTTCAGCA
TCTTCCACTC
CCCCCATGAC
TTGTACCGCA
AGACCATTGC
TCATGAGGAT

GCACAGGAGC

TACAGAAGTT
GCTGTGATGT
GTAGTTATGA
TTCTCCTTAT
TTTATGAAGC
GGCTCTCATG
TTGTTTTGGT
GGCACCAGGT
AACACGGCCG
TAGTTGCCAG
CCACTCCCAC
GTCATTCTAT
ATAGCAGGCA
CCGGTTCCTC
CACGCCCCTG
CCCTCCCTCA
AAGAAGGCTA

AGAAATCATA

GCAGCAGCAG

GTCAACGTCC

ACAGACTCTC

TCCCATGACC

GCTGCAAAAT

ACTTCGTGCC

AAGAGAGCCA

CAAGAGTGAA

GGGTTTTCCA

GAAGTTTCCT

GCCAGAGTTA

TTTTGTTTCT

ATTTGAAAAC

TACCCTTGCC

ACCTTTAAAT

GATGCCCTTC

CTCGAGCATG

CCATCTGGTT

TGTCCTTTCC

TCTGGGGGGT

TGCTGGGGAT

CTGGGCCAGA

GTTCTTAGTT

TCAGCCCACC

TTAAGTGCAG

GAATTC

51

CAGCAGCAGC

CAGCAGGCAA

ACAACTGCAC

CCCATCACTC

ATTGTATCCA

CGAAACGCCG

CGAACCACGG

GAACAGTCCA

GCTAAGTTCT

ATAAGGTTAG

TTTCCTGGTT

GGAAAAGTTG

ATCTACCCTA

TCCCCCACCC

GGTGGTGTTG

TGTAAGTGCC

CATCTAGAGA

GTTTGCCCCT

TAATAAAATG

GGGGTGGGGC

GCGGTGGGCT

AAGAAGCAGG

CCAGCCCCAC

AAACCAAACC

AGGGAGAGAA

AGCAGCAGCA

CACAGGGAAC

CCTTGCCGGG

CTGCCACGCC

CAGTGAATCT

AATATAATCC

CACTGATTTT

GACTGGCAGC

TGGACTTCAA

AAGGCCTTGT

TAATCTACAG

TATTAACAGG

TTCTAAAGGG

ACAGGCAGTG

CTCAGGCCAG

CACCACTCCA

AGCTTCGGAG

TGGTTGTAAA

CAAGCGGTTT

CAGTTCTGGG

AAGAAAATAT

GATTCAGAAC

GCTCACCCAC

AATGATCAAA

TGCTAAAGTC

ATTCAGGAAG

CCTTCTTTTT

TGAGAAGATG

CCTTCCGGCA

ACGTCACGGC

CCCCCGTGCC

AGGAAATTGC

AGGACAGCAA

CTATGGGTAC

CACATCCCCT

TCATAGGACA

TAGCCTCCAA

AATGCCTCCA

TTTTTTTTAA

GATGTTGAGT

TCCCGGATAT

CGCGATCCCC

TTCCTTGACC

ATCGCATTGT

GGGGGAGGAT

CCAGGTGCTG

TCTCTGTGAC

CTCAACTTGG

GAGTGGGAAG

ACATGTGAGG

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4286



(2)

(1)

—~

(x1i

ATCGATAAGC

TGTTCTTGGC
CAGCTGTTCC
GTTTGGCCCA
AGTTATGTAT
ACGGCTGGGG
GATCTTGGGA
TTGGCTTGGT
CAGCCCTGGA
CTGTTGGCTA
GATCCAGAGA
CTGAGGTTAC
CGTAAACTCC
TTCCACACGT
GTGCACACTG

AGGACGCGGG

52

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 3263 par bazi

(B) TYP:
(C)
(D)

TYP MOLEKULY:

ZNAKY :
(A)
(B)

POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM

TGAGATCCGG
CCTGAGCGGG
ATCTGTTCTT
TATTCAGCTG
TTTTCCCATG
TCTTTCACGT
ACACGCTTCT
TTTTAAAACC
CATTCTTAGA
AAATAATCAA
GAGACCTGGG
CACGCTGCGA
AGAGCAGCGA
CACATGGGTC
GCGCTCCAGG

GCGCGTGACT

TYP VLAKNA:
TOPOLOGIE:

nukleova

1.

CTAGAAACTG
GCAGGAACTG
GGCCCTGAGC
TCTCTCTIGTT
CCTTGCAAAA
TTATATCTAT
CTACATGGCA
AGCCTGGAGT
TGAGCCCCCT
GGCTAGTCTT
CGGAGCTGGT
ATGGGTTTAC
TAGGCCGTAA
GTCCTATCCG
GAGCTCTGCA

ATGCGTGGGC

kyselina

jednoduché
linearni

CcDNA

JMENO/OZNACENT: exon

POZICE: ..3263

CTGAGGGCTG
CTTACCGCAG
GGGGCAGGAA
CCTGACCTTG
TGGCGTTACT
GAGGGGAAGG
TTGTCTGCAC
AGAGCAGATG
CAGGAGTAGA
TATAAAACTG
CGCTGCTCAG
GGAGATAGCT
TATCGGGGAA
AGCCAGTCGT
CTCCGCCCGA

TGGAGCAACC

GACCGCATCT

ATATCCTGTT

CTGCTTACCA

ATCTGAACTT

TAAGCTAGCT

ACCCAGAGTG

GGTGGAGTCC

GGTTAAGGTG

GAATAATGTT

TCTCCTCTTC

GAACTCCAGG

GGCTTTCCGG

AGCACTATAG

GCCAAAGGGG

AAAGTGCGCT

GCCTGCTGGG

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 15:

CISLEM 15:
GGGGACCATC 60
TGCCCCAATT 120
CAGATATCCT 180
CTCTATTCTC 240
TGCCAAACCT 300
GGGAAGCTGG 360
GGATCTGAGC 420
AGTGACCCCT 480
GAGATGAGTT 540
TCCTAGCTTC 600
AAAGGAGAAG 660
GGTGAGTTCT 720
GGACATGATG 780
CGGTCCCGCT 840
CGGCTCTGCC 300
TGCAAACCCT 960



TTGCGCCCGG

GACTTCAACG

CTCGAGAACG

CAGCCATCAT

GAACAACAGC

CGGAATCCCT

TCAGAACACC

ACAGCAGCAG

GCAGCAGCAG

GCAGTCAACG

CTCACAGACT

GACTCCCATG

GCAGCTGCAA

TGCACTTCGT

GATAAGAGAG

AGCCAAGAGT

GTTGGGTTTT

TGTGAAGTTT

TGAGCCAGAG

TATTTTTGTT

AGCATTTGAA

ATGTACCCTT

GGTACCTTTA

GGTGATGCCC

CCGCTTCGAG

CTACCTACAG

AAACTACTGA

ACTCGTCCAA CGACTATAAA

TCCTGAGTAC CTTCTCCTCA

TCTCCCATGG GCTATCCCTA

CATCATCATC ACAGCAGCGG

CTGCCACCTT ACGCTCAGGG

ATCTTTAGTC CAATGATGCC

AATAGTCTGT CTATTTTGGA

CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA

CAGCAGCAGC AGCAGCAGCA

TCCCAGCAGG CAACACAGGG

CTCACAACTG CACCCTTGCC

ACCCCCATCA CTCCTGCCAC

AATATTGTAT CCACAGTGAA

GCCCGAAACG CCGAATATAA

CCACGAACCA CGGCACTGAT

GAAGAACAGT CCAGACTGGC

CCAGCTAAGT TCTTGGACTT

CCTATAAGGT TAGAAGGCCT

TTATTTCCTG GTTTAATCTA

TCTGGAAAAG TTGTATTAAC

AACATCTACC CTATTCTAAA

GCCTCCCCCA CCCCCTTCTT

AATGGTGGTG TTGTGAGAAG

TTCTGTAAGT GCCCCTTCCG

GGATCTTTGT GAAGGAACCT

AGATTTAAAG CTCTAAGGTA

TTCTAATTGT TTGTGTATTT

53

GAGGGCAGGC

CTTACTCCGT

TGACGTCCCG
CCTGGTGCCG
CTTGGCCTCC
TTATGGCACT
AGAGCAACAA
ACAGCAACAG
GCAACAGGCA
AACCTCAGGC
GGGCACCACT
GCCAGCTTCG

TCTTGGTTGT

TCCCAAGCGG
TTTCAGTTCT
AGCAAGAAAA
CAAGATTCAG
TGTGCTCACC
CAGAATGATC
AGGTGCTAAA
GGGATTCAGG
TTTTTTTTTT
ATGGATGTTG
GCATCCCGGA
TACTTCTGTG
AATATAAAAT

TAGATTCCAA

TGTCCTCTAA

AGCTCCAGCT

GATTACGCAG

CGCGGCAGCC

CCTCAGGGTG

GGACTGACCC

AGGCAGCAGC

CAGCAGCAGC

GTGGCAGCTG

CAGGCACCAC

CCACTGTATC

GAGAGTTCTG

AAACTTGACC

TTTGCTGCGG

GGGAAAATGG

TATGCTAGAG

AACATGGTGG

CACCAACAAT

AAACCCAGAA

GTCAGAGCAG

AAGACGACGT

TAAACAAATC

AGTTGCAGGG

ATTCCTGCAG

GTGTGACATA

TTTTAAGTGT

CCTATGGAAC

GCGTCACCAC

TCACCAGATC

TCATGGGCAG

ATATGGATCA

CCATGACTCC

CACAGCCTAT

AGCAACAACA

AGCAGCAGCA

CAGCCGTTCA

AGCTCTTCCA

CCTCCCCCAT

GGATTGTACC

TAAAGACCAT

TAATCATGAG

TGTGCACAGG

TTGTACAGAA

GGAGCTGTGA

TTAGTAGTTA

TTGTTCTCCT

AAATTTATGA

AATGGCTCTC

AGTTTGTTTT

TGTGGCACCA

CCCAACGCGG

ATTGGACAAA

ATAATGTGTT

TGATGAATGG

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



GAGCAGTGGT GGAATGCCTT

TAATGAGGAA

AGTGATGATG AGGCTACTGC TGACTCTCAA

GTAGAAGACC CCAAGGACTT TCCTTCAGAA

AGTAATAGAA
TACAAGAAAA
CATAACATAC
GCTCAAAAAT
ATGTATAGTG
TGCTTTAAAA
TGTTGTTAAC
TTTCACAAAT

TGTATCTTAT

(2)

(1)

(i)

(ix)

CTCTTGCTTG

TTATGGAAAA

TGTTTTTTCT

TGTGTACCTT

CCTTGACTAG

AACCTCCCAC

TTGTTTATTG

AAAGCATTTT

CATGTCTGGA

CTTTGCTATT

ATATTCTGTA

TACTCCACAC

TAGCTTTTTA

AGATCATAAT

ACCTCCCCCT

CAGCTTATAA

TTTCACTGCA

TCC
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AACCTGTTTT

CATTCTACTC

TTGCTAAGTT

TACACCACAA

ACCTTTATAA

AGGCATAGAG

ATTTGTAAAG

CAGCCATACC

GAACCTGAAA

TGGTTACAAA

TTCTAGTTGT

CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:

jednoduché

GCTCAGAAGA AATGCCATCT

CTCCAAAAAA GAAGAGAAAG

TTTTGAGTCA TGCTGTGTTT

AGGAAAAAGC TGCACTGCTA

GTAGGCATAA CAGTTATAAT
TGTCTGCTAT TAATAACTAT
GGGTTAATAA GGAATATTTG
ACATTTGTAG AGGTTTTACT
CATAAAATGA ATGCARATTGT
TAAAGCAATA GCATCACAAA

GGTTTGTCCA AACTCATCAA

INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

(A) DELKA: 371 aminokyselin
{(B) TYP: aminokyselina

(C) TYP VLAKNA:

(D) TOPOLOGIE: lineé&arni

TYP MOLEKULY: protein
ZNAKY :

(A) JMENO/OQZNACENI: protein

(B)

POZICE:

1...371

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3263



(x1)

Met

His

Met

Pro

Pro

65

Leu

Gln

Gln

Val

Gly

145

Thr

Pro

Ile

Lys

Asn

225

Thr

POPIS SEKVENCE:

Gly

His

Asp

Gln

50

Tyr

Ser

Gln

Gln

Ala

130

Thr

Ala

Met

Val

Leu

210

Pro

Thr

Tyr

His

Gln

35

Gly

Gly

Ile

Gln

Gln

115

Ala

Ser

Pro

Thr

Pro

195

Asp

Lys

Ala

Pro

His

20

Asn

Ala

Thr

Leu

Gln

100

Gln

Ala

Gly

Leu

Pro

180

Gln

Leu

Arg

Leu

Tyr

His

Asn

Met

Gly

Glu

8S

Gln

Gln

Ala

Gln

Pro

165

Ile

Leu

Lys

Phe

Ile
245

Asp

His

Ser

Thr

Leu

70

Glu

Gln

Gln

val

Ala

150

Gly

Thr

Gln

Thr

Ala

230

Phe

Val

Ser

Leu

Pro

55

Thr

Gln

Gln

Gln

Gln

135

Pro

Thr

Pro

Asn

Ile

215

Ala

Ser

55

Pro

Ser

Pro

40

Gly

Pro

Gln

Gln

Gln

120

Gln

Gln

Thr

Ala

Ile

200

Ala

Val

Ser

SEKVENCE S

Asp

Gly

25

Pro

Ile

Gln

Arg

Gln

105

Gln

Ser

Leu

Pro

Thr

185

val

Leu

Ile

Gly

IDENTIFIKACNIM CISLEM 16:

Tyr

10

Leu

Tyr

Pro

Pro

Gln

90

Gln

Gln

Thr

Phe

Leu

170

Pro

Ser

Arg

Met

Lys
250

Ala

val

Ala

Ile

Ile

75

Gln

Gln

Gln

Ser

His

155

Tyr

Ala

Thr

Ala

Arg

235

Met

val

Pro

Gln

Phe

60

Gln

Gln

Gln

Gln

Gln

140

Ser

Pro

Ser

val

Arg

220

Ile

Val

Met Gly Ser Ser
15

Arg Gly Ser His
30

Gly Leu Ala Ser
45

Ser Pro Met Met
Asn Thr Asn Ser
80

Gln Gln Gln Gln
95

Gln Gln Gln Gln
110

Gln Gln Gln Ala
125

Gln Ala Thr Gln
Gln Thr Leu Thr
160

Ser Pro Met Thr
175

Glu Ser Ser Gly
130

Asn Leu Gly Cys
205

Asn Ala Glu Tyr

Arg Glu Pro Arg

240

Cys Thr Gly Ala
255
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Lys Ser Glu Glu Gln Ser Arg Leu Ala Ala Arg Lys Tyr Ala Arg Val
260 265 270

Val Gln Lys Leu Gly Phe Pro Ala Lys Phe Leu Asp Phe Lys Ile Gln
275 280 285

Asn Met Val Gly Ser Cys Asp Val Lys Phe Pro Ile Arg Leu Glu Gly
290 295 300

Leu Val Leu Thr His Gln Gln Phe Ser Ser Tyr Glu Pro Glu Leu Phe
305 310 315 320

Pro Gly Leu Ile Tyr Arg Met Ile Lys Pro Arg Ile Val Leu Leu Ile
325 330 335

Phe Val Ser Gly Lys Val Val Leu Thr Gly Ala Lys Val Arg Ala Glu
340 345 350

Ile Tyr Glu Ala Phe Glu Asn Ile Tyr Pro Ile Leu Lys Gly Phe Arg
355 360 365

Lys Thr Thr
370

(2) INFORMACE PRO SEKVENCI S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

{i) CHARAKTERISTIKA SEKVENCE:
(A) DELKA: 18 aminokyselin
(B} TYP: aminokyselina
(C} TYP VLAKNA: jednoduché
(D) TOPOLOGIE: lineérni

(ii) TYP MOLEKULY: protein
(ix) ZNAKY:
(A) JMENO/OZNACENI: protein
(B) POZICE: 1...18
(x1)POPIS SEKVENCE:SEKVENCE S IDENTIFIKACNIM CISLEM 17:

Met Gly Ser Ser His His His His His His
1 5 10

Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly
15
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PATENTOVE NAROKY
1. Transgenni zvife kromé <cClovéka, kteréd m& schopnost
exprimovat protein vazaiici se na box TATA (TBP) opattfeny

epitopovou znackou.

2. Transgenni zvife kromé Clovéka podle naroku 1, kde TBP je

exprimovadn jako fuzni protein se dvéma epitcpovymi znaclkami.
= Py

3. Transgenni zvire kromeé Clovéka podle kteréhokolivw
z ndrokd 1 a 2, kde fuzni rotein obsahuje lidsky TBP
(hTBP) .

4. Transgenni zvire kromé Clovék podle  kteréhokoliv

a
z ndrokd 1 aZ 3, kde fuzni protein obsahuje epitop HA a His.

5. Transgenni zvitre kromé Clovéka podle naroku 4, kde fazni

protein m& sekvenci s identifikacdnim &islem 16.

(D«

6. Transgenni zvitre kromé Clovéka podle kteréhokoliv

z narokd 1 az 5, kde transgenni zvife je myS3.

.

7. Zpusob vytvoreni transgenniho zvifete kromé Clovéka podle
kteréhokoliv z narokd 1 aZ 6 vvznadcuijici
s e t im, Ze se transgen zavede do za&rodelné linie a/nebo

do somatickych bunék zvirete kromé& &lovéka.

8. ZpGsob vytvoreni transgenniho zvifete kromé& &lov@ka podle
ndroku 7 vy znacuijici se tim Ze se do zygoty

zvirat kromé Clovéka zavede transgenni DNA mikroinjekci.
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9. ZpGsob vytvorenl transgenniho zvifete kromé Clovéka podle
naroku 7 vyznacuijici s e t i m, Ze se

blastocysta transfekuje vektorem, ktery obsahuje transgen.

10. Zplsob vytvoreni transgenniho zvifete kromeé <lovéka
podle nadroku 7 vyznadcuijilcli s e t im, Ze se

transgen zavede do embryonalni kmenové bunky.

11. Transgen, ktery kdéduje TBP s epitopovou znalkou a ktery
mize Dbyt pouZit pro vytvofeni transgenniho zvifete kromé

Clovéka podle kteréhokeoliv z nérokd 1 aZ 6.

12. Transgen podle naroku 11, ktery obsahuje prvni sekvenci
DNA, kterad kdéduje TBP a druhou sekvenci DNA, ktera kdéduje

jednu nebo vice epitopovych znacek.

13. Transgen podle kteréhokoliv 2z né&rokd 11 a 12, kde

sekvence DNA, ktera kdéduje TBP, je cDNA.

14. Transgen podle naroku 13, kde sekvence DNA je CDNA

lidského TBP (hTBP).

15. Transgen podle kteréhokoliv z narokd 11 aZ 14, kde druhé

sekvence DNA kéduje dvé epitopové znadky.

16. Transgen podle naroku 15, kde epitopové znalky Jjsou

epitop HA a epitop His.

17. Transgen podle kteréhokoliv z narokl 15 a 16, kde epitop
HA m& Jjednu ze sekvencl s identifikac¢nim ¢&islem 1, 2, 3

nebo 4.
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18. Transgen podle kteréhokoliv =z narokd 11 aZz 17, ktery

cbsahuje sekvenci s identifikacnim c¢islem 13.

19. Transgen podle kteréhokoliv z narokad 11 aZ 18, ktery

obsahuje DNA indukovatelného nebo konstitutivniho promotoru.

20. Transgen podle naroku 19, kde promotor je promotor

genu EF.

21. Transgen podle néaroku 19, kde promotor Jje promotor

genu MT.

22. Transgen podle kteréhokoliv z ndrokd 11 azZ 22, kde

transgen ma sekvenci s identifikacnim ¢islem 14 nebo 15.

23. PouzZiti transgenu podle kteréhokoliv z nérokd 11 az 22

pro vytvoreni transgenniho zvirete kromé& c¢lovéka.

24. Zplsob tvorby transgenu podle kteréhokoliv z narokd 11
az 22 vyznacuijici s e t im, Ze se ptfipojil
sekvence DNA, ktera(é) kéduje(i) jednu nebo vice epitopovych

znacek, k sekvenci DNA, kterd kdéduje protein TBP.

25. PouZiti transgenu podle kteréhokoliv z narokd 11 az 22

pro vytvoreni TBP s epitopovou znackou.

26. Pouzitil transgenniho zviftete podle kteréhokoliv z naroku

1 aZ 6 pro expresi TBP s epitopovou znackou.

27. TBP s epitopovou =znackou exprimovany v transgennim

zvifeti podle kteréhokoliv z narokl 1 az 6.
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28. TBP s epitopovou znackou podle naroku 27, ktery obsahuje

dva epitopy.

29. TBP s epitopovou znalkou podle kteréhokoliv z narokl 27
a 28, kde TBP je hTBP.

30. TBP s epitopovou znalkou podle kteréhokoliv z narokd 27

az 29, kde TBP je spojen s epitopem HA a epitopem His.

31. TBP s epitopovou znalkou podle kteréhokoliv z narokd 27
az 30, kde epitop HA m& jednu ze sekvenci s identifikacnim

Cislem 1, 2, 3 nebo 4.

32. TBP se znalenym epitopem podle kteréhokoliv z narokd 27

az 31, ktery mé& sekvenci s identifikacdnim &islem 16.

33. Zplisob pripravy TBP s epitopovou znalkou podle
kteréhokoliv z nérokd 27 aZz 32 vy znadcuijici se
t 1 m, Ze se zavede transgen podle kteréhokoliv z narokd 11

az 22 do za&rodec¢né linie a/nebo somatickych bunék zvitete.

34. Zplasob ptipravy TBP s epitopovou znalkou podle naroku 33
vyznadcujici se tim Ze se zavede transgen,
ktery obsahuje konstitutivni promotor, do zvifete kromé

TBP s epitopovou znackou Jje exprimovan

[NY

Clovéka, nace
v urcitych bunécénych typech a/nebo tkanich zviftete,

volitelné v uritém vyvojovém stadiu zvirete.

35. Zplsob ptripravy TBP s epitopovou znalkou podle narcku 33
vyznadcuijicli s e tim Ze se zavede transgen,

ktery obsahuje indukovatelny promotor, do zvifete kromé&
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clovéka, a po indukci promotoru se exprimuje TBP
s epitopovou znackou.
36. Pouziti TBP S epitopovou znackou pro izolaci

transkrip&nich komplexd vy$Sihc Fadu z transgenniho zvifete

a pro identifikaci TAFs a faktorl interagujicich s TAF.

37. PouZiti transgenniho zvifete kromé <¢lovéka podle

kteréhokoliv z narokl 1 az 6 pro expresi TBP s epitopovou

znackou.

38. PouZiti transgenniho zvifete kromé Cclovéka podle
kteréhokoliv =z nérokd 1 aZ 6 pro izolaci transkripcnich
komplex® vy33iho fadu z rhznych tkani a/nebo buné&énych typd,
volitelné v rl@znych vyvojovych stadiich zvifete.

39. Pouziti transgenniho zviZete kromé clovéka  pro

identifikaci novych a/nebo specifickych TAFs a/nebc faktord

interagujicich s TAF.

40. ZplGsob identifikace a charakterizace riznych
transkrip&nich komplexld vy3Siho faddu vy znaduijici
se tim, Ze TBP s epitopovou znackou, se kterym Jjsou
transkripéni komplexy vy38Siho f&du sdruZeny, Je 1zolovan

z transgenniho zvitete.

41. Zplsob charakterizace sloZeni rdznych transkripénich
komplexd vy3Siho f4du vy znadujici se tim Ze
a) Jje zaveden transgen podle kteréhokoliv z narokd 11 azZ 22
do zvirtete kromé cCloveéka, b) Jje izolovan TBP s epitopovou
znaCkou z raznych zvifecich tkéni a/nebo ridznych bunélnych

typa zvifete, volitelné v rlznych vyvojovych stadiich



LY

62

zvitete a ¢} Je urceno sloZeni transkripénich komplex®

42. Zpusop identifikace nového a/nebo specifického TAF
a/nebo faktoru interagujiciho s TAF vy znacuijici
S e t im, Ze a) Je zaveden transgen podle kteréhokoliv
z narokd 11 aZz 22 do zvirete kromé& c&lovéka, b) je izolovan
TBP s epitopovou znackou z wurcité zvifeci tké&né a/nebo
ur¢iténo bunéc¢ného typu zvirete, volitelné v urcéitém
vyvojovém stadiu zvifete a c) jsou disociovany a separovany
TAF a/nebo faktor interagujici s TAF sdruZeny s TBP
s epitopovou znackou v transkripénim komplexu wvy3sSiho fadu
a d) volitelné je urlCena aminokyselinovd sekvence TAF a/nebo

faktoru interagujiciho s TAF.

43. Zplsob 1izolace rlGznych transkripénich komplexd vy3siho

rédu z transgenniho zvifete kromé Clovéka podle kteréhokoliv
z nérckd 1 aZi 6 vyznadcuijici s e t 1im, Ze
transkripcni komplex vy$3iho radu sdruZeny S TBP

s epitopovou znacCkou Jje spoleCne afinitné purifikovan, kdyz
je TBP s epitopovou znackou afinitné purifikovdn pomoci

alespoll jedné epitopové znalky pouZité k oznaleni TBP.

44 . Zplsob izolace transkripcniho komplexu vy33iho Fadu
podle néroku 43 vyznacujici se tim, Ze TBP
s epitopovou znacCkou je purifikovan navazédnim svého epitopu

His na kolonu s Ni?*.

45. Zplsob 1izolace transkripéniho komplexu vy33iho Fadu
podle kteréhokoliv z ndrokl 43 a 44 vy znadcduijici
s e t im, Ze TBP s epitopovou =znalkou je purifikovan

navazénim svého epitopu HA k protildtkém anti-HA.
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46. zZptsob izolace transkripéniho komplexu vyS3iho Zadu
podle kteréhokoliv z nérokld 43 aZz 45 vy znacdujicil
s e t im Ze transkripéni komplex wvy83iho radu je izolovéan

pomoci afinitni kolony s protildtkami, které rozpoznévajil

[N

epitop z TBP s epitopovou =znackou, kterd mé& sekvenc

s identifikacénim &islem 17.

47. Protiladtka, kterd rozpoznédva epitop z TBP s epitcpovou

znalkou, kterd md sekvenci s identifikacdnim Cislem 17.
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