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Regeni poskytuje pouziti iseku lidského chromozomu 18q
velikosti 8,9 c¢M, leZictho mezi polymorfnimi markery
D18S68 a D18S79 nebo jeho fragmentu pro identifikaci
alespoil jednoho lidského genu, v&etné jeho mutovanych nebo
polymorfnich variant, ktery je asociovan s poruchou nélady
nebo pifbuznymi poruchami. Také poskytuje zplisob stanoven{
nachylnosti jedince k poruse nalady nebo pfibuzné poruse,
ktery obsahuje analyzu vzorku DNA na pfitomnost dseku
trinukleotidovych repetic ve vyse zminéné oblasti. Dale
poskytuje polynukleotidové sekvence uZiteéné pro detekci
pfitomnosti takovych Gsekd trinukleotidovych repetic.
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Gen asociovany s poruchou ndlady, Jjeho pouZiti a zpusob

identifikace

Oblast techniky

Vynédlez se tykd urceni genetickych faktort sdruZenych
s psychickym zdravim se zvl&5tnim zFPetelem na lidsky gen nebo
geny, které k nému pfispivaji nebo jsou zodpové&dné za projevy
poruchy nalady nebo pfibuzné poruchy u postiZenych jedincu.

Hlavné, i kdyZ ne vyludné, vynadlez poskytuje zplsob
identifikace a <charakterizace takového genu nebo genu
lidského chromozomu 18, a také genu takto identifikovanych a
jejich expresnich produktd. Vynadlez se také tykd zpusobl
ur&ovan genetické vnimavosti jedince k poruSe nalady nebo
pFibuzné porude. Poruchami né&lady nebo pfibuznymi poruchami
se mini nésledujici poruchy, Jjak Jsou definovany v knize
"Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders",
verze 4 (DSM-IV) taxonomie (kdébdy DSM-IV v zavorkéch): poruchy
nalady (296.XX, 300.4, 311, 301.13, 295.70), schizofrenie
a pfibuzné poruchy (295.XX, 297.1, 298.8, 297.3, 298.9),
uzkostné poruchy (300.XX, 309.81, 308.3), poruchy
pfizplusobovani (309.XX) a poruchy osobnosti (kédy 301.XX).

Zpusoby podle vynalezu jsou konkrétné uvedeny ve vztahu
ke genetickym faktortm na p¥ikladu rodiny s poruchou nalady

znamou Jjako poruchy bipolarniho (BP) spektra.

Dosavadni stav techniky

Bipolarni porucha (BP) je vaZny psychiatricky stav,

ktery Jje charakterizovidn poruchami né&lady v rozsahu od




naprostého stavu euforie k vaiZnému stavu dysforie (deprese).
Byly popséany dva typy bipoldrni nemoci: typ I nemoci BP (BPI)
je charakterizovan hlavnimi epizodami deprese vystiidanymi
fazemi ménie a typ II nemoci BP (BPII) je charakterizovan
hlavnimi epizodami deprese vystfidanymi f&zemi hypomanie.
Pribuzni probandd s BP maji =zvySené riziko BP, unipolarni
poruchy (pacienti, kte?i proZivaji pouze epizody deprese,
UP), cyklotymie (men3i epizody deprese a hypomanie, CY),
a také schizoafektivni poruchy manického (SAm) a depresivniho
typu (SAd). Na z&kladé téchto pozorovani jsou BP, CY, UP a SA
klasifikovény jako roruchy BP spektra. Pro zapojeni
genetickych faktoru do etiologie poruch BP spektra svédci
studie ©provédéné na rodinéach, dvojcatech a adoptivnich
rodinédch (Tsuang and Faraone, The Genetics of Mood Disorders,
Baltimore, The John Hopkins University Press, 1990). AvsSak
pfesny typ dédicnosti je neznédmy. V nékterych studiich
komplexni segregac¢ni analyza podporuje existenci jednoho
hlavniho 1lokusu pro BP (Spence et al., Am. J. Med. Genet.,
Neuropsych. Genet., 60, 370-376, 1995). Jini védci navrhuji
model prahového rizika, ve kterém riziko rozvoje poruchy
vyplyva z aditivni kombinace c&etnych genetickych faktoru a
vliivu Zivotniho ©prostredi (McGuffin et al., Affective
Disorders, Seminars in Psychiatric Genetics, Gaskell, London,
110-127, 19%94).

Diky sloZitému zpusobu dédiénosti Jsou aplikovany
parametrické a neparametrické vazbové strategie na rodiny, ve
kterych se zda, Ze porucha BP se dé&di mendelovskym zpUsobemn.
Driv&j8i nédlezy vazby na chromozomech 11lpl5 (Egeland et al.,
Nature, 325, 783-787, 1987) a Xg27-g28 (Mendlewicz et al.,
The Lancet, 1, 1230-1232, 1987, Baron et al., Nature, 326,
289-292, 1987) byly kontroverzni a nemohly byt puvodné
reprodukovana (Kelsoe et al., Nature, 242, 238-243, 1989,
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Baron et al., Nature Genet., 3, 49-55). S rozvojem lidské

genetické mapy zaplnéné vysoce polymorfnimi markery
a ustavicénym vyvojem technik analyzy dat byly zapocaty mnohé
nové studie na hledani vazby. V nékolika studiich byl nalezen
dtikaz nebo néaznak duakazu pro vazbu ke konkrétnim oblastem na
chromozomech 4, 12, 18, 21 a X (Blackwood et al., Nature
Genet., 12, 427-430, 1996, Craddock et al., Brit. J.
Psychiatry, 164, 355-358, 1994, Berrettini et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 91, ©5918-5921, 1994, Straub et al.,
Nature Genet., 8, 291-286, 1924 a Pekkarinen et al., Genome
Research, 5, 105-115, 1995). »Aby se otestovala wvalidita
publikovanych vazbovych vysledku, musi Dbyt tyto néalezy
opakovéany v jinych nezévislych studiich.

Nedavno byla publikovéna vazba bipolédrnich poruch na
pericentromerickou oblast chromozomu 18 (Berrettini et al.,
1994) . Byl také popséan ring-chromozom 18 se zlomy
a deletovanymi oblastmi v 18pter-pll a 18g23-gter u tri
nepribuznych pacientll s nemoci BP nebo pfibuznymi syndromy
(Craddock et al., 1994). Vazba chromozomu 18 byla znovu
potvrzena autory Stine et al., (Am. J. Hum. Genet., 57, 1384-
1394, 19995), kteri také popsali fakta svédcicl pro lokus na
18g21.2-9g21.32 v téZe studii. Je zajimavé, Ze Stine et al.,
pozorovalil Jjev parentalniho vliivu: dikaz vazby byl
nejsilnéjsi v paternédlnich rodokmenech, ve kterych Dbyl
postiZen otec probanda nebo Jjeden ze sourozencu otce

probanda.

V nezavislé replikadni studii testovali puvodci vynalezu
vazbu s markery chromozomu 18 u 10 belgickych rodin
s probandem s bipclarni poruchou. Pro lokalizaci kauzativnich
genu se v téchto rodinach pouZivaly analyza vazby nebo metoda

pravdépodobnosti. Tato metoda studuje v rodin& segregaci
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definovaného fenotypu nemoci se segregaci polymorfnich
genetickych markeru roz3ifenych v lidském genomu. Vypocitava
se pomér pravdépodobnosti pozorované kosegregace (spolecné
segregace) nemoci a genetického markeru pfi vazbé proti Zadné
vazb& a logaritmus tohoto pomé&ru nebo logaritmus rozdilu je
tzv. LOD-skdére (Z-statistika). LOD-skdére v hodnoté 3 (nebo-1li
pomé&r pravdépodobnosti 1000 nebo vy33i) se bere jako vyznamny
statisticky dtkaz vazby. Ve studii puvodcl vynalezu nebyl
nalezen dukaz vazby k pericentromerické oblasti, ale u jedné
rodiny, MAD31l, belgické rodiny probanda s BPII, byla nalezena
presvéd&iva vazba s markery lokalizovanymi v 18g21.33-9g23
(De bruyn et al., Biol. Zsychiatry, 39, 679-688, 1996).
Vicebodova vazbovéa analyzz poskytla nejvy3si LOD-skére
v intervalu mezi STR (kratké tandemové repetice) polymorfismy
D18S51 a DI18S6l, s maximem vicebodového LOD-skoére +1,34.
Simulac¢ni studie ukéazaly, Ze toto LOD-skére Jje v rozmezi,
které muZe byt olekdvadno u vazaného markeru daného informaci
dostupnou v rodiné. Podobné také péarova analyza postiZenych
sourozencl zavrhla nulovecu hypotézu neexistujici vazby
u nékolika z testovanych markeru. Dvé dalsi skupiny také
nalezly dukazy pro vazbu biroldrni poruchy na 18g (Freimer et
al., Nature Genetics, 12, 4£36-441, 1996, Coon et al., Biol.
Psychiatry, 39, 689-69¢, 19¢6). AcCkoliv se kandidatské
oblasti v ruznych studiich neprekryvaji uplné, svédc&il vSechny

pro pfitomnost lokusu vnimavosti v 18g2l-g23.

Podstata vynélezu

Dal3i zkoumédni chromozomové oblasti 18g u rodiny MAD31
bylo provedeno puvodci predkladdaného vynélezu. Analyzou

kosegregace bipolarni poruchy u MAD31 s dvanacti markery pro
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STR polymorfismus, které byly dfive lokalizovény mezli vy3e
uvedenymi markery D18S51 a D18S61 a naslednou analyzou LOD-
skébre, jak Je popséna vyse, puvodci vynalezu dale zpfesnili
kandidatskou oblast chromozomu 18, ve které muZe byt
lokalizovan gen asociovany s poruchami néalady Jjako Jsou
poruchy bipoldrniho spektra, a zkonstruovali fyzikdlni mapu.
Zkoumana oblast miuZe byt tudiZ pouZita k lokalizaci, izolaci
a sekvencovani genu nebo genu, které ovliviauji psychické
zdravi a néladu.

Puvodci vynélezu také zkonstruovali YAC (kvasinkovy
umély chromcozom) kcntigovou mapu kandidatské oblasti, aby
ur¢ili relativni potadi dvanadcti STR markeru mapovanych
kosegregac¢ni analvzou a identifikovali sedm klonu =z YAC
knihovny, které inkorporovaly kandidatskou oblast.

V procesu identifikace a charakterizace relevantniho
genu nebo genu muZe byt pouZito velké mnoZstvi procedur pro
pruzkum oznalenych YAC klonu a, kde Jje to pouZitelné, DNA
jedince postiZeného poruchou nélady, jak je zde definovéana.
Napfiklad puvodci vyndlezu pouZili YAC klony obsahujici
zkoumanou oblast chromozomu 18 pro identifikaci novych genu,
které jsou tGdajné zapojeny do manifestace poruch nalady nebo
pribuznych poruch, prostrednictvim fragmentace CAG nebo CTG.

Pro identifikaci kandidatskych genu mohou byt na uvedené
YAC klony také pouZity dals$i postupy, jak Jje projednédno niZe.

Jakmile Jjsou jednou identifikovany kandidatské geny, Jje
moZzné stanovit vnimavost Jjedince k poru3e nalady nebo
k pribuzné poruse detekci vyskytu polymorfismu spojeného

s poruchou nalady nebo p¥ibuznou poruchou u té&chto gent.

TudiZ prvnim aspektem predkladaného vyndlezu je pouZiti
oblasti lidského chromozomu 18g velikosti 8.9 c¢cM umisténe

mezi polymorfnimi markery D18S68 a D18S979 nebo Jjejiho
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vCetné Jjeho mutovanych a polymorfnich wvariant, ktery Jje
asociovany s poruchami nélady nebo pfibuznymi poruchami, jak
je definovano vyse. Jak bude popsédno dale, identifikovali
puvodci vynédlezu tuto kandidétskou oblast chromozomu 189 pro
tento gen analyzou kosegregace bipolarnl nemoci u rodiny
MAD31 s dvanéacti markery STR polymorfismu pfedemnm
lokalizovanymi mezi D18S51 a D18S61 a naslednou analyzou LOD-
skore.

Ve druhém aspektu wvynédlez zahrnuje pouZiti YAC klonu
oksahuiiciho ¢ast 1lidského chromozomu 18g umisténou mezi
pclymcrinimi markery D18S60 a D18S61 pro identifikaci alespon
jedncocho lidského genu, vCetné jeho mutovanych a polymorfnich
variant, ktery je sdruZeny s poruchami nalady nebo pribuznymi
pocruchami, Jjak Je definovéano vysSe. D18S60 je blizko D18S51,
takZe konkrétni YAC klony, které se mohou pouZit, Jjsou ty,
které majl umély chromozom preklenujici kandidatskou oblast
lidského chromozomu 18g mezi polymorfnimi markery D18S51
a D18S61, jak bylo urc&eno puvodci vynadlezu ve Jjejich
dfivéjsim c¢lénku (De bruyn et al., 1996).

Konkrétni YAC klony pokryvajici kandidatskou oblast,
které mohou byt pouZity podle predklddaného vynédlezu, Jsou

9, 942 c 3, 766 _f 12, 731 c 7, 907 e 1, 752 g 8
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a 717 d 3, vyhodné Jjsou 961 h 9, 766 f 12 a 907 e 1, protoie
majli minimdlni pfekryvy v kandidatské oblasti. Vhodné YAC
kleny pro pouZiti jsou ty, které obsahuji umély chromczom
preklenujici zpresnénou kandidatskou oblast mezi D18S68
a D18S979.

Existuje velké mnoZstvi metod, které mohou byt pouZity
pro kandidétskou oblast chromozomu 18q, Jjak Je definovéano

vyde, at uZ je nebo neni p¥itomna v YAC, pro identifikaci

kandidédtského genu nebo genu sdruZenych s poruchami nalady




nebo pribuznymi poruchami. Napfiklad bylo drive dokéazano, :Ze
existuje zrejméd asociace mezi vyskytem trinukleotidovych
repetitivnich expanzi (TRE) v lidském genomu a fenoménem
oZekavanych poruch nédlady (Lindblad et al., Neurobiology of
Disease, 2, 55-62, 1995 a O’'Donovan et al., Nature Genetics,
10, 380-381, 1995).

Ve tFretim aspektu pfedklddany vynalez tudiz zahrnuje
zpusob identifikace alespoil jednoho lidského genu, vcetné
jeho mutovanych a polymorfnich wvariant, ktery Je sdruiZeny
s poruchami né&lady nebo pfribuznymi poruchami, 3jak Jje zde
definovéano, a ktery zahrnuje detekci nukleotidovych
tripletovych repetici v cblasti 1lidského chromozomu 13g
umisténé mezi polymorfnimi markery D18S68 a D18S979.

Alternativni zpuscb identifikace wuvedeneho genu nebo
genu zahrnuje fragmentaci YAC klonu obsahujiciho Ccast
lidského chromozomu 18g umisténou mezi polymorfnimi markery
D18S60 a D18S6l, naptiklad jednoho nebo vice ze sedml vyse
uvedenych YAC klonu, a detekci kaZdé nukleotidové tripletové
repetice v uvedenych fragmentech. Vhodnymi prostredky detekce
jsou naleZité& znalené sondy nukleovych kyselin obsahujici
alespcii 5 a vyhodné zlespon 10 CTG a/nebo CAG tripletu.
Trinukleotidové repetice mohou byt také urcovény s pouZitim
systému RED (detekce repetitivni expanze) (Shalling et al.,
Nature Genetics, 4, 135-139, 1993).

Ve ctvrtém provedeni vynalez zahrnuje zpusob
identifikace alespoii jednoho genu, vetné& Jjeho mutovanych a
polymorfnich variant, ktery Jje sdruZeny s poruchami nalady
nebo p¥ibuznymi poruchami a ktery se vyskytuje v YAC klonu
obsahujicim oblast lidského chromozomu 18g mezi polymorfnimi
markery D18S60 a D18S61, =zpuUsob zahrnuje krok detekce
expresniho produktu genu obsahujiciho nukleotidové tripletové

repetice pf¥i pouZiti protilatky schopné rozpoznat protein




s aminokyselinovou sekvenci zahrnujici sled alespon 8, ale
vyhodnéji alespon 12, souvislych glutaminovych zbytku. Tento
zpusob muZe byt provadén subklonovénim YAC DNA, napriklad ze
sedmi vyse uvedenych VYAC kloni, do 1lidské DNA expresni
knihovny. Vyhodnym prostredkem detekce relevantniho
expresniho produktu Jje pouZiti monoklonalni protiléatky,
konkrétné mAB 1C2, jejiZ priprava a vlastnosti Jsou popsany
v mezinadrodni patentové pfihlé3ce &. WO 97/17445.

Jak bude detailn®& popsano niZe, pro identifikaci
kandidatskych genu obsahujicich tripletové repetice provadéli
puvodci vynélezu pfimcu CAG nebo CTG fragmentaci YAC klonu
961 h 9, 766_f 12 a 907_e_1, zahrnujicich Cast lidského
chromozomu 18g umisténou mezi polymorfnimi markery D18S60
a D18S61 a identifikovali velky poclet sekvenci obsahujicich
CAG nebo CTG repetice, jejichZ abnormalni expanze muiZe
souviset s genetickou predispozici k poruSe néalady nebo
pfibuzné poruse.

V patém aspektu tudiZ vynalez poskytuje nukleovou
kyselinu obsahuijici sekvenci nukleotidu ukazanou na
kterémkoliv z obrézku 15a, 16a, 17a, nebo 18a.

V daldim aspektu vynédlez poskytuje protein obsahujici
aminokyselinovou  sekvenci kdédovanou  sekvenci nukleotidu
ukazanou na kterémkoliv z obrazku 15a, 1l6a, 1l7a, nebo 1l8a.

V jes3té dal3im aspektu vyndlez poskytuje mutovanou
nukleovou kyselinu obsahujici sekvenci nukleotidu, ktera se
1181 od sekvence nukleotidu ukazané na kterémkoliv z obrazku
15a, 16a, 17a, nebo 18a pouze rozsahem trinukleotidovych
repetic.

Je jasné, Ze predmétem vyndlezu je také nukleotidova
sekvence, kterd je ze 75 % a vyhodné alespon z 80 % homologni
k jakékoliv ze sekvenci popsanych vySe a ktera je funkéné

totoZna s jakoukoliv vySe uvedenou sekvenci. Homologie Je
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vypo&itéana, jak to pcpsali autori Altschul et al., Nucleic

Acids Res., 25, 3389-3402, 1997, Karlin et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87, 2264-68, 1990 a Karlin et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 20, 5873-5877, 1993. Jsou také
uvaZovany aminokyselinové sekvence, které se od vy3e
popsanych sekvenci 1181  pouze zménami konzervativnich
aminokyselin. Vhodné zmény jsou odbornikovi dobfe znamy.

Znalost sekvenci popsanych vySe miZe byt vyuZita pro
navrZeni testll pro urceni genetické vnimavosti Jedince
k porud3e nalady nebo pribuzné poruse.

V daldim aspektu tedy vynélez poskytuje zpusob urcovani

1

vnimavosti jedince X poruge nélady nebo pribuzné porusle,
ktery zahrnuje kroky:
a) ziskanil vzorku DNA cd uvedeného jedince
b) ur&eni primeru vhodnych pro amplifikaci nukleotidové
sekvence obsaZené v sekvenci ukadzané na kterémkoliv
z obrazku 15a, 16a, 17a, nebo 18a, primery ohranicuji
trinukleotidové repetice obsaZené v sekvenci,
c) pouzZiti uvedenych primert na uvedeny vzorek DNA
a provadéni amplifikacni reakce,
d) provadéni stejné amplifikaéni reakce na vzorku DNA
kontrolniho jedince &
e) srovnéni vysledku amplifikacni reakce uvedeného Jedince
a kontrolniho jedince,
kde vyskyt amplifikovaného fragmentu u uvedeného
jedince, ktery Jje vét&i nez fragment kontrolniho Jjedince,
indikuje pfritomnost vnimavosti k poruSe nalady nebo pribuzné
porude u uvedeného jedince.
Kontrolnim jedincem se mini osoba, ktera neni postiZena

poruchou nalady nebo p¥ibuznou poruchou a nema rodinnou

anamnézu poruchy nalady nebo pfibuzné poruchy.
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Primery vvhodné pro pouZiti v tomto zpusobu Jjsou ukazané
na obrazku 15b, 16b, 17b nebo 18b, ale mohu byt pouZity Jiné
vhodné primery.

V dal3im aspektu vyndlez poskytuje zpusob urcovani
vnimavosti Jjedince k poruSe néalady nebo pribuzné poruse,
ktery zahrnuje kroky:

a) zisk&ni vzorku proteinu od uvedeného jedince a

b) detekce wvyskytu proteinu obsahujiciho aminokyselinovou
sekvenci kédovanou sekvenci nukleotidli, kterd se 1131 od
sekvence nukleotidi ukdzané na kterémkoliv z obrazku 15a,
16a, 17a, nebo 18a pouze rozsahem trinukleotidovych
repetici,

kde vyskyt uvedenéhc proteinu indikuje piitomnost
vnimavosti k porude nélady nebo pfibuzné poruSe u uvedeného
jedince.

Svrchu uvedeny protein je vyhodné detekovan pouZitim
protilatky, kterd Je schopnd rozpoznat sled alespon 8
souvislych glutaminu, jako napriklad protilatka mAB 1CZ.

Molekuly nukleové kyseliny podle vyndlezu mohou byt
vyhodné& obsaZeny v expresnim vektoru, ktery miZe byt vnesen
do hostitelské Dbuniky prokaryotického nebo eukaryotického
puvodu. Vhodné expresni vektory =zahrnuji plazmidy, ktere
mohou byt pouZity ¥k expresi cizorodé DNA v bakterialnich nebo
eukaryotickych hostitelskych bufikach, virovych vektorech,
kvasinkovych umé&lych chromozomech nebo savcich umé&lych
chromozomech. Vektor muZe byt transfekovan nebo transformovan
do hostitelskych buné&k p¥i pouZiti vhodnych metod v oboru
znamych, jako Je naptiklad elektroporace, mikroinjekce,
infekce, lipoinfekce a p¥imé vychytdvéni. Tyto metody Jsou
detailnéji popsany napriklad autory Sambrook et al.

(Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. vydani, 1989)
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a Ausubel et al., (Current Protocols in Molecular Biology,

1994, .

Vynalez také poskytuje hostitelskou bunku, tkan nebo
organismus obsahujici expresni vektor podle vynalezu. Vynalez
dadle poskytuje transgenni hostitelskou bunku, tkan nebo
organismus obsahujici transgen schopny kdédovat proteiny podle
vynalezu, ktery miZe obsahovat genomovou DNA nebo cDNA.
Transgen muZe byt pfitomny v transgenni hostitelské bunce,
tkadni nebo organismu bud trvale integrovdn nebo mimo
chromozom.

Molekula nukleové kyseliny obsahujici nukleotidovou
ervenci ukéazanou na kterémkoliv =z obréazku 15a, 1l6a, 17a,
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b a, a také protein ji koédovany, mohou byt terapeuticky

O

ity v 1é¢b& poruch nélady nebo prfibuznych poruch

'g
@]
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U
u pacientu, kteri maji trinukleotidovou repetitivni expanzi
(TRE) v alespon Jjedné z vy3e uvedenych sekvencil.

V dal3im svém aspektu vynédlez tedy poskytuje vyse
popsané molekuly nukleové kyseliny a proteiny pro pouZiti
jako lé¢iva pro 1léCeni jedincu s poruchou nalady nebo
pribuznou poruchou. Vyhodné Jjsou nukleova kyselina nebo
protein pritomny v pfihodném nosic¢i nebo ve vhodném podévacim
vehikulu. Nap¥iklad nukleova kyselina vloZend do vektoru,
nap¥. plazmidu nebo virového vektoru muZe byt transfekovana
do savéi bunky, Jjako je somatickd buika nebo bunka savci
zadrodedné bun&&nad linie, Jjak Jje popséno vySe. Bunka pro
transfekci muZe byt pfitomna v biologickém vzorku ziskaném od
pacienta, jako je napfiklad krev nebo kostni dfeni, nebo muZe
byt ziskana z tkanové kultury. Po transfekci mbZe byt vzorek
vracen nebo znovu podan pacientovi uZitim metod odbornikum
znamych, napfiklad podle metod popsanych v publikacich: Kasid
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Usa, 87, 473, 1990, Rosenberg
et al.,iNew Eng. J. Med., 323, 570, 1990, Wiliams et al.,
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Nature, 310, 476, 1994, Dick et al., Cell, 42, 71, 1985,
Keller et al., Nature, 318, 149, 1985 a Anderson et al., US
Patent &. 5 399 346, 1994.

Existuje velké mnoZstvi virovych vektoru, které jsou
odbornikum znamy, které mohou Dbyt pouZity pro =zavedeni
nukleovych kyselin do savéich bunék, napfiklad retroviry,
parvoviry, koronaviry, negativni RNA viry, jako pikornaviry
nebo alfaviry a dvouvldknové DNA viry v&etné adenoviru,
herpesvira, Jjako viry herpes simplex typu 1 a 2, virus
Epstein-Barrové nebo cytomegalovirus a poxviry, jako vakcinie
drubefe nebo kanaru. Daldi wviry zahrnujil napfiklad viry
Ncrwalk, togaviry, flaviviry, reoviry, rpapovaviry,
hepadnaviry a viry hepatitidy.

Vyhodny zpusob pro =zavedeni nukleové kyseliny, ktera
kéduje poZadovany protein, do bunék uZiva virové vektory
upravené metodami genetického inZenyrstvi. Tyto vektory
poskytuji prostfedek pro zaneseni nukleovych kyselin do
klidovych bun&k a bunék s probihajicim buné&cnym cyklem a byly
modifikovany tak, aby se sniZila cytotoxicita a zlep3ila
geneticka stabilita. ZzkuZenému odbornikovi je znéma pfiprava
a pouZiti téchto upravenych vektoru, virus herpes simplex
typu 1 (Krisky, D.M., et al., Gene Therapy, 4(10), 1120-1125,
1997), adenovirovych vektoru (Amalfitanl, A., et al., Journal
of Virology, 72(2), 926-933, 1998), oslabenych lentivirovych
vektoru (Zufferey, R., et al., Nature Biotechnology, 15(9),
871-875, 1997) a adenovirovych/retrovirovych chimérickych
vektoru (Feng, M. et al., Nature Biotechnology, 15(9), 868&-
870, 1997).

Protein miZe byt podavan s pouZitim zplsobl v oboru
znamych. Napfiklad zplsob podavani je vyhodné v misté
cilovych buné&k. Podavani se muZe provadét prostfednictvim

injekce. Dal3i zpusoby poddvani (parenteralni, slizniéni,
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systémové, implantétem, intraperitonedlni apod.) Jjsou v oboru
vieobecné znamy. Pripravky mohou byt vyhodné podavany ve
farmaceuticky pfijatelném nosici, jako Je fyziologicky
roztok, sterilni voda, Ringeruv roztok a izotonicky roztok
chloridu sodného.

V jedt& dal3im ze svych aspektu vyndlez poskytuje zpusob
testovani vhodny pro identifikaci sloucenin, které Jjsou
schopné zvy3it nebo inhibovat expresi proteint podle
vynédlezu. Tyto testy se mohou provédét napriklad transfekci
nukleové kyseliny podle vynadlezu do hostitelskych bunék a pak
srovnavanim hladin transkriptu mRNA nebo hladin proteinu
exprimovaného z uvederich nukleovych kyselin v pfitomnosti
nebo chybéni slouceniny.

Pro méfeni transkripce nebo expresnich hladin mohou byt
pouZity ruzné metody, dobfe znamy odbornikum v oboru.

Alternativné Jje moZné identifikovat slouceniny, které
moduluji transkripci, prostfednictvim pouziti testu
s reportérovym genem, v oboru dobre znamy typ testu. V tomto
textu Jje konstruovan reportérovy plazmid, ve kterém Je
promotor genu, jehoZ hladiny transkripce se majil monitorovat,
umistén v protisméru od genu schopného exprimovat
reportérovou molekulu. Reportérovéd molekula Jje molekula,
jejiZ stupen exprese muZe byt snadno detekovén a muZe byt bud
transkript reportérového genu nebo protein s vlastnostmi,
které umozZni Jjeho detekci. Napfiklad molekula mOZe byt
fluorescenéni protein, jako je =zeleny fluorescencni protein
(GFP) .

Testy sloucenin se mohou provadet zavedenim
reportérového plazmidu popsaného vySe do prisludné
hostitelské bufiky a pak m&fenim mnoZstvi reportérové molekuly
exprimované v pritomnosti nebo nepfitomnosti testované

sloucCeniny.
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Vynalez se také tykd slcucenin identifikovanych vySe
uvedenymi metodami.

Dal3i provedeni predklddaného vynalezu se tykaji
zpusobu identifikace relevantniho genu nebo genu, které
zahrnuji subklonovani YAC DNA, jak Jje definovana vySe, do
vektorll,, jako je BAC (bakteridlni umély chromozom) nebo PAC
(Pl nebo fagovy umély chromozom) nebo kosmidovych vektoru,
jako Jjsou kosmidové vektory s "exonovou pasti“. Vychozim
bodem té&chto metod Jje konstrukce kontigové mapy oblasti
lidského chromozomu 18g mezi polymorfnimi markery DI18S60
a D18S61. S timto cilem puvodci vynadlezu sekvencovall koncové
oblasti fragmentu lidské DNA v raZdém ze sedmi vySe uvedenych
YAC klonu a tyto sekvence jsou zde odhaleny. Po subklonovani

YAC DNA do dal3ich vektoru, jak Je popsano vyse, mohou byt
pouZity sondy obsahujici tyto koncové sekvence nebo Jjejich
&&sti, obzvlasdté ty sekvence, které jsou ukédzané na obrézcich
1 aZ 11 v tomto textu, spolu s jakymkoliv znédmym mistem se
sekven&ni znalkou (STS) v této oblasti, Jak Je popséano
v kontigu YAC klonu zde ukéazaném, pro detekci prekryviu mezi
uvedenymi subklony a miZe byt zkonstruovadna kontigova mapa.
Pro vytvoreni kontigové mapy subklont mohou byt také pouZity
znémé sekvence v nejnovéjsim YAC kontigu.

Jeden zpusob, kterym gen nebo geny sdruZené s poruchou
nadlady nebo pf#ibuznou poruchou mchou byt identifikovény, Je
prostfednictvim pouZiti zné&mé techniky ,vychytéavani exonu®
(,exon trapping™).

To je test umé&lého sest¥ihu RNA, nejcastéji pouZivany
v soucasnych protokolech pro specializovany kosmidovy vektor
s ,exonovou pasti“. Vektor obsahuje umé&ly minigen skladajicil
se ze segmentu genomu SV40, obsahujiciho pocatek replikace

a sekvenci silného promotoru, dva pro sestfih kompetentni
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exony oddélené intronem, ktery crsahuje mnoholetné klonovaci

misto a polyadenylalni misto SV40.

YAC DNA se subklonuje dc vektoru s vySe popsanou
exonovou pasti a rekombinantni DNA je transfekovana do kmene
saviich bunék. Transkripce 2z prcmotoru SV40 mé& za nasledek
transkript RNA, ktery Je normadlné sestriZen tak, aby
obsahoval dva exony z minigenu. JestliZe klonovand DNA sama
obsahuje funk&ni exon, miZe byt pfipojen k exonum piitomnym
v minigenu vektoru. P¥i pouZiti reverzni transkriptazy miZe
byt vytvorena kopie cDNA a pfi pouZitl specifickych primeru
pro PCR se mohou identifikovat sest¥ihy tykajicl se exonu
inzertu DNA. Tato procedura umcZni identifikovat kdédujici
oblasti v YAC DNA, krteré mohou k7= srovnény s ekvivalentnimi
oblasti DNA od osoby postiZené pcruchou nélady nebo pfibuznou
poruchou, pro identifikaci relevarniniho genu.

Dal3im aspektem predklédanéhc vynalezu Je tudiZ zpusob
identifikace alespo®k Jjednoho lidského genu, vcCetneé Jjeho
mutované varianty a Jjeho polymcrfismi, ktery Je asociovan
s poruchou nalady nebo p#ibuznou poruchou, ktery spociva
vtom, Ze s provedou kroky, kdy:

a) savéi bunky se transfekuji kosmidovymi vektory s "exonovou
pasti" pripravenym a mapovanyri jak bylo pepsanc vyse,

b) sav&i bunky se kultivuji ve vrcdném médiu,

c) RNA transkripty exprimované z promotoru SV40 se izoluji,

d) z RNA transkripti se pfipravi cDNA,

e) identifikuji se sestfihové wuddlosti zahrnujici exony
subklonované do kosmidovych vektoru s "exonovou pasti",
aby se urcila poloha kédujicich useku v subklonované DNA,

f) detekuji se rozdily mezi kédujicimi dseky a ekvivalemtnimi
iseky v DNA Jjedince postiZeného poruchou nalady nebo

p¥ibuznou poruchou, a
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g) identifikuje se g¢en nebo Jjeho mutovana nebo polymorfni

varianta, ktery e asociovadn s poruchou nalady nebo
ptibuznou poruchou.

Jako alternativa k "exonové pasti" je moZné subklonovat

YAc DNA do BAC, PAC, kosmidu nebo jinych vektoru a kontigova

mapa se pak konstruuje, Jjak bylo popséno vyse. Je znama celé

fada dostupnych metod , JjejichZ pomoci Je moZné stanovit
pozici relevantnich gentt v subklonované DNA, a sice
nasledujici:

a) Selekce nebo zachyt cDNA (také nazyvano pfiméa selekce nebo
cDNA selekce): tato metoda zahrnuje vytvoreni
hetercduplexu gencrmova DNA/CDNA hybridizacil klonovane DNA
(nap?. inzertu v YAC DNA) s kcmplexni smési cDNA, Jjako
jsou nap?r. inzerty vdech cDNA klonu z urcité (napf.
z mozku) knihcvny cDNA. Pribuzné sekvence hybridizuji
a v nésledném ¥kroku Jsou "koncentrovany" pomocil biotin-
streptavidin zé&chvtu a polymerdzové retézové reakce (PCR)
nebo vyuZitim podobnych postupu.

b) Hybridizace s mRNA/cDNA: genomovy klon (tJ. inzert
specifického kosmidu) hybridizuje northernovym pfenosem
s mRNA z panelu kultivovanych  bunéénych linii nebo
specifické (nap¥. z mozku) knihovny cDNA. Pozitivni signal
mufe indikovat pritomnost genu v klonovaném fragmentu.

c) Identifikace ostruvku CpG: ostruvky CpG nebo HTEF jsou
kratké (kolem 1 kb) hypometylované sekvence bohaté na GC
(vice ne? 60 %), které se Casto nalézaji na 5 -konci genu.
Ostruvky CpG cbsahuji &asto restrikéni mista pro nékteré
vzacné 35tépici enzymy. Nahromadéni vzécnych restrikénich
mist je c&asto indikaci pro vyskyt ostruvku CpG a tudiz
mofnoui existenci genu. ostruvky CpG Jje moZné detekovat
hybridizaci DNA klonu pomoci Southernova prenosu

s genomovou DNA na3tépenou vzacné Stépicimi enzymy nebo
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tzv. SCR cpievujici ostruvky (jde o dizolaci CpG ostruvxu
PCR amp.ifikaci sekvenci YRC mezi ostruvky a sousednimi
Alu-repeticemi.

Zoo-blottin hybridizace DNA  klonu (napt. inzertu
specifickéno kosmidu) za sniZené stringence pomoci
Southerncva prenosu s genomovou DNA z ruznych druhu
Jivodichu. detekce hybridizadniho signalu muZe znamenat

konzervativni sekvence a indikovat moZny gen.

Tudiz dal%im aspektem predklddaného vynélezu Jje zpasob

identifikace alespoi jednoho lidského genu vcetné mutovanych

a polymorfnich variant,

ktery je asociovéan s poruchou néalady

nebo pfiruzncu poruchou, kteryZto zpusob spoCiva v tom, Ze se
provedcu xrozy
a) subklconuie se YAC DNA popsana vySe do kosmidu, BAC, PAC

nekbc ~inérc vektoruy,

coufije se nuklectidovd sekvence uvedena na kterémkoliv
z obr. 1 a7 11 nebo Jjakékoliv Jjiné misto se sekvencni
znackou (STS) v oblasti YAC kontigu popsaného zde, nebo

jeji &asti obsahujici sekvenci ne méné nez 14 souvislych

bazi nebc k ni komplementarni sekvenci, pro detekci

pfesanu mezi subklony a konstrukci jejich mapy,

identifikuje se pozice genu v subklonované DNA
prost¥ednictivim identifikace Jjednoho nebo nékolika CpG
ostruvkuy, zoo-prenosemn, hybridizaci subklonované  DNA

s cDNA kninhovnou nebo northernovym pfenosem mRNA z panelu
kultivovanvych bunéénych linii,
detekuji se rozdily mezi uvedenymi geny a ekvivalentnimi

Useky DNA Jedincu postiZenych poruchou nalady nebo

pfibuznou poruchou,
identifikuje se gen, ktery je asociovén s poruchou nalady

nebo p¥ibuznymi poruchami.
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JestliZe se YAC DNA sekvencuje, pocitaCova analyza se
pak - pouZije k vyhodnoceni pritomnosti relevantnich genu.
K tomu se vyuZiji takové techniky Jjako Je vyhledavani
homologil a predikce exonu.

Jakmile je Jjednou kandidatsky gen 1zolovan zpusobem
podle vynélezu, provede se podrobnéjsi srovnani genu
z normalniho Jjedince a jedince postiZeného poruchou nalady
jako je napf¥. bipolarni porucha. Napf. existuji dvé metody,
pojmenované "testovani mutaci", kterymi 1lze identifikovat
mutace nebo polymorfismus. V prvni metodé se vzorek DNA
testuje na pritomnost nebo nepfitomnost specifickych mutaci,
ale pFitom tato metoda vyZaduje znalost co mutace muZe byt.
V druné metodé& se v DNA hleda jakakoliv odchylka od kontrolni
{(normalni) DNA. Tatc druhd metoda Je uZitec¢néjsi pro
identifikaci kandidatskych genu, kde mutace neni
identifikovana predem.

Kromé& toho néasledujici techniky lze uzit k dal3i analyze
genu identifikovanych zpusobem podle wvynalezu, aby se
identifikovaly rozdily mezi normalnim nebo zdravym Jedincem
a jedincem postiZenym poruchou nalady nebo pribuznou
poruchou:

a) Southernuv pfenos: klon se hybridizuje s nylonovou
membranou, na kterou byla pfenesena gencmova DNA :ze
zdravych a nemocnych jedincu nastépena ruznymi
restrik&nimi enzymy. Velké rozdily mezi nemocnym a
zdravym jedincem mohou byt vizualizovany pomoci
radioaktivniho znaceni,

b) Mobilita heteroduplext na polyakrylamidového gelu: tato
technika je zaloZena na skutecnosti, Ze mobilita
heteroduplextt v nedenaturujicim polyakrylamidového gelu
je men3i neZ mobilita homoduplexu. tato technika je

nejuc¢innéjsi pro fragmenty men3i neZ 200 bp.
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Analyza jednofetézcového konformaéniho polymorfismu (SSCP

nebo SSCA): Jjednctfetézcové DNA se "sklada" a vytvari
komplexni struktury, které Jsou stabilizované slabymi

intramolekularnimi interakcemi. Elektroforetické mobility

té&chto struktur v nedenaturujicim polyakrylamidového gelu
zaviseji na délce fetézce a jeho konformaci,-

Chemické &té&peni v mistech chybného parovani (CCM) :

radioaktivné znacend sonda hybridizuje s testovanou DNA

a mista chybného pérovéani ("mismatches") se detekuji

sérii chemickych reakci, které 3tépi Jeden retézec DNA

v misté, kde do3lo k chybnému parovéni. Je to velmi
citliva meteoda a lze 31 uZit pro vzorky déllky kilobazi.
Enzymatické Stépeni v mistech chybného parovéani: tento

test Jje podobny CCM, aZ na to, Ze Stépenl se provadil

nékterymi enzymy z bakteriofagu.

Elekroforéza na gelu s denaturacnim gradientem: pfil tomto

zpusobu DNA migruje elektroforetickym gelem, ve kterém je

gradient denaturujicich podminek {(chemicky nebo

teplotni). Migrace probihd dokud DNA duplexy nedosahnou

takové polohy v gelu, kde dvoudroubovice taje a separujil

se Jjednotlivé Ffetézce, a po té JiZ denaturovand DNA
nemigruje déale. Rozdil v jediné bazi mezi normalni
a mutovanou DNA  Je dostatecny k tomu, aby doslo

k k odlisné migraci a poloze na gelu.
Primé sekvencovani DNA.
Je zFejmé, Ze vzhledem ke zpusobum popsanym ve vynalezu,

ké6dujicimi useky z YAC a DNA,

jedincem postiZenym poruchou nédlady nebo pfibuznou poruchou,

tento jedinec je kdokoliv s takovou poruchou a ne pouze Clen

rodiny MAD31.

lidsky gen a jeho varianty,

Daldim pF¥edmétem pFredklddaného vynalezu Jje izolovany

ktery je asociovadn s poruchou
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nédlady a pfibuznymi poruchami, a ktery Je =ziskatelny
kterymkoliv zpusobem pcpsanym ve vynalezu, a dale izolovany
lidsky protein, ktery je kdédovan timto genem, a take CcDNA,
kterd kéduje tento protein.

Experimenty uvedené ve vyndlezu Jsou vysvétleny pomoci

nasledujicich obrazku.

Pfehled obréazka:

Obr. 1 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

levého ramene YAC 766 f 12.

Cbr. 2 ukazuje nukleotidovcu sekvencil koncové sekvence

pravého ramene YAC 766 f 12.

Obr. 3 ukazuje nukleotidovcu sekvencl koncové sekvence

levého ramene YAC 717 d 3.

Obr. 4 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

pravého ramene YAC 717 d 3.

Obr. 5 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

pravého ramene YAC 731 c 7.

Obr. 6 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

levého ramene YAC 752 g 8.

Obr. 7 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

levého ramene YAC 942 c 3.

Obr. 8 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

pravého ramene YAC 942 _c_ 3.




21

Obr. 9 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

levého ramene YAC 961 n 9.

Obr. 10 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

pravého ramene YAC 961 h 9.

Obr. 11 ukazuje nukleotidovou sekvenci koncové sekvence

levého ramene YAC 907_e_ 1.

Obr. 12 ukazuje rodokmen rodiny MAD31.

Cbr. 13 ukazuise haplotvpovou zanalvzu rodiny MAD31.

PostiZeni jedinci jscu znazcrnéni plnym kosoltvercem, prazdne

o]

kosodtverce znazornuiji Jedince, ktefi byly pfi poslednim
psychiatrickém vyZetfenl asymptomaticti. Tmavé Sedé sloupce

pfedstavuji markery, ¢ kterych se nedalo usoudit, zda Jsou

0

rekombinantni.

Obr. 14 ukazuje YAC kontigovou mapu oblasti lidského
chromozomu 18 mezi polymorfnimi markery D18560 a D18561.
Cerné CGary predstavuji pozitivni mista. YAC nejsou nakresleny

v méritku.

Obr. 15 wukazuje a) CAG repetice (vyznacCeny tulné)
a sousedni nukleotidové sekvence izolované =z YAC 961 h 9.
Sekvence vyznacenéa kurzivou byla ziskéna "koncovym
vyprodténim" z fragmentovaného YAC. b) Primery pro PCR,
které lze uZit ke stanoveni rozsahu trinukleotidovych repetic

v sekvenci.

Obr. 16 ukazuje a) CAG repetice (vyznaCeny tucne)

a sousedni nukleotidové sekvence izolované z YAC 766 f 12.
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Sekvence vyznacena kurzivou byla ziskana "koncovym
vyprodténim" =z fragmentovaného YAC. b} Primery pro PCR,

které lze uZit ke stancven’ rozsahu trinukleotidovych repetic

v sekvenci.

Obr. 17 ukazuje a) CAG repetice (vyznacCeny tucne)
a sousedni nukleotidové sekvence izolované z YAC 766_f 12.
Sekvence vyznacena kurzivou byla ziskana "koncovym
vyprosténim" z fragmentovaného YAC. b) Primery pro PCR,
které lze uZit ke stanoveni rozsahu trinukleotidovych repetic

v sekvenci.

D«

Cbr. 18 ukazuie z! CTG repetice (vyznaleny tucne)

a sousedni nukleotidové ssxvence 1izolované =z YAC 907 e 1.

Sekvence vyznacena ¥urzivou byla ziskana "koncovym
vyprosténim" z fragmentcvaného YAC. b) Primery pro PCR,
které lze uZit ke stancveni rozsahu trinukleotidovych repetic
v sekvenci.
Priklady provedeni vynélezu
Priklad 1
a) Udaje o rodiné

Klinické diagnézy v rodiné& MAD31, belgické rodiné

s probandem s BPII, byly podrobné popsény v praci De bruyna
et al., 1996. V této studii pouze 15 ¢lent rodiny, ktefi byli
informativni pro analyzu vazby, bylo vybrdno pro dalsi

genotypizaci. V rodiné byly nésledujici klinické diagndzy:
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1 BPI, 2 BPII, 2 UP, 4 hlavni depresivni porucha (MDD), 1 SAm
a 1 SAd.

Rodokmen rodiny MAD31 je uveden na obrazku 12.

b) Genotypizace ¢lenu rodiny

Viechny genetickeé markery predstavované kratkymi
tandemovymi repeticemi (STR) jsou polymorfismy
v dinukleotidovych nebo tetranukleotidovych repeticich.

Informace tykajici se genovych markerd pouZité v této studii

byly ziskany z rlznych zdroju na Internetu:

Genome Database (GLB, htip://gdbwww.gdb.ora/},

GenBank (hittp://www. nchl. nimonin.gov./,

Cooperative Hiuman Linkage Center (CHLC,
nt TP/ /www.chlc O"\}//‘,

Eccles Institutse of Human Genetuics (ETHG,
ntrp://genetics. uta L)

a Généthon (http://www.genethon.fr/)

Standardni polymerazova retézova reakce (PCR) se
provadéla v objemu 25 pl a obsahovala 100 ng genomové DNA,
200mM kazdého z dNTP, 1,25 mM MgCl2, 30 pmol kaZdého primeru
a 0,2 jednotky DNa pclymerdzy Goldstar (Eurogentec). Jeden
primer byl koncové zrnalen pred PCR pomocl [gamma- "P]ATP
a T4 polynukleotidylkirazy. Po pocCateénim denaturacnim kroku
2 minuty p¥i 94 °C bylo provedeno 27 cykld sloZenych
z denaturace 1 minutu pfi 94 °C, nasednuti primeru 1,5 minuty
pfi vhodné teplot&, a syntéza (extenze) 2 minuty pfi 72 °C.
Nakonec byl proveden zéavéredny elongalni krok 5 minut pri
72 °C. Produkty PCR Dbyly detekovany elektroforézou na
6% denaturujicim polyakrylamidovém gelu a exponovany na

~

citlivy rentgenovy film. Uspé&3né analyzované STS, STR a EST
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pokryvajici zp¥esnénou kandidatskou oblast Jsou podrobné

cepsény v nasledujicim textu.

c) Znalvyza lod-skére

Dvoubodové lod-skére se pocCitalo pro 3 ruzné modely
nemoci pomoci programového vybaveni Fastlink 2.2.(Cottingham
et al., 1993). Pro viechny modely byly uZity hodnoty
frekvence genu nemoci 1 % a fenotypovy pomér 1/1000. Model 1

zahrnoval vdechny pacienty 1 nepostiZené Jedince, pficCemzZ

nepostizZeni byly ptifazeni do t¥id vyskytu nemoci
v zavislosti na véku vydetfeni. 9 t¥id vyskytu nemoci
ztvislych na véku, Jjax Jje popsali De bruyn et al. (1392¢),
pylc nascreno Taktcrem 0,7, Xtery odpovidal sniZeni

maximédlnino vyskytu 99 4 na 707 pro jedince star3i neZz 60 let
(Ctt 1292, . Model 2 byl podobny modelu 1, ale pacientum bylo
p¥i¥azenc skore diagnostické stability, vypoltené na zékladé
klinickych tdaju jako je napf. Poet epizod, poCet symptomu
b&hem nejhorsi epizody a prubé&h pfedchoziho lécenil (Rice et
al., 1987, De bruyn et al. 1996). Model 3 byl stejny Jako

model 1, ale zahrnoval pouze pacienty.

D) Konstrukce kontigu YAC - protokoly

Pdstovani YAC a extrakce DNA z YAC se provadély podle
standardnich protokolu (Silverman, 1995). Pro konstrukci YAC-
kentigu zahrnujiciho celou kandidéatskou oblast chromosomu 189
byla porovnadvana data fyzikalni mapy zaloZené na mistech se
sekvendni znadkou (STS, ,sequence tagged sites™) (Hudson et
al., 1995) z internetové stréanky Whitehed Institute (WI)
(http://www-genome.wi.mit.edu/). CEPH mega-YAC byl ziskan
2 YAC Screen Centre Leiden (YCSL, Holandsko) a z CEPH (Patiz,
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Francie). YAC byly analyzovany na pPitomnost STS a STR,
pfedtim lokalizovanych mezi D18S51 a D18S61, a sice
amplifikaci pomoci meodifikované, tzv. ,tcuchdown™  PCR.
Informace o STS/STR byly ziskany z internetovych stranek WI,
GDB, Généthon, CHLC a GenBank. Bylo provedeno 30 cyklu PCR
nédsledujici struktury: denaturace 1 minutu pri 94 °C,
nasednuti (2 cykly pri kaZdé teploté&) pocinaje teplotou 65 °C
a poklesem aZ na 51 °C po 1,5 minutu a nakonec extenze 2
minuty p¥i 72 °C. Pak nasledovalo 10 cyklu obsahujicich
denaturaci 1 minutu p¥i 94 °C, nasednuti 1,5 minuty p¥i 50 °C
a extenzi 2 minuty p¥i 72 °C. A nakonec probéhla zavérelna
extenze 10 minut pfi 72 °C. Amplifikované produkty byly
vizualizovany elektrcforézou mna 1= TBE agardzovem gelu

a barvenim ethidiumkromidem.

E) Usporadéni STR markeru

12 STR markeru, drive lokalizovanych mezi D18S5H1
a D18S61 bylo testovano na kosegregaci s bipolérni poruchou
v rodiné MAD31. Rodicovské haplotypy Dbyly konstruovany
z genotypovych informaci od sourozenci v rodiné MAD31
a minimalizaci v3ech moZnych rekombinaci. Vysledky této
analyzy jsou uvedeny na obr. 13. Otec nebyl informativni pro
3 z uvedenych markeru, matka nebyla informativni pro 5
markeru. Hyplotypy v rodiné& MAD31 vedly k néasledujicimu
uspotradani STR markeru:

cen-[S51-568-5346]-[S55-S969-51113-5483-5465]-[$876-5477]-

$S979-[S466-5817-S61]-tel.
Vzajemné pofadi marker uvnitf zavorek nebylo mozné
odvodit z na&ich haplotypovych dat. Pofadi markeri v rodiné

MAD31 bylo porovnano s pofadim markert ziskanym odlisnymi
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mapovacimi technikami a vysledky Jjsou ukézany v nasledujici
tabulce 1.

Tabulka 1

Srovnani poradi '~ markerii v kandidatské oblasti gl8 pro

bipoléarni poruchu podle rGznych map
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Tabulka It
Marker*
Genetické mapy Radiaéni hybridni mapa
Généthon Marshfield (Giacalone et al., 1996)

D18S51 (-)3.4cM (-)27.9 cR
D18S68 0cM | OcM OcR
D188346 53cM ‘ 522¢cR
D18S55 0.1cM 0cM 72.5cR
D185969 0.6 cM
D18S1113 0.7 cM
D185483 2.5cM 32cM 88 cR
D18S465 4.5cM 53cM 101.3¢R
D18S876
D18S477 4.4cM 53cM 166.4 cR
D185979 8.9cM
DlSS'4'66 7.6cM I1.lcM 2124 cR
Dl856l : 8.4 cM 11.8cM 249.5¢cR

» DlSSSl? 53cM 260.6 cR

* Porfadi podle vysledku studia haplotypt Vv rodiné MAD31

(-) marker je lokalizovan proximélné od D18S68
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D18S68, spoledny pro vdechny 3 mapy, byl vybran jako
vychozi bod mapy, a byla uvedena geneticka vzdalenost
cstatnich markeru v cM neco <¢R pravé vzhledem k DI185S63.
Poradi markeru je v dobré snodé s pofadim markeru na nedavno
publikované radia¢ni hybridni mapé& chromosomu 18 (Giacalone
et al., 1996, Gencmics 37: 9-18) a na YAC-kontigové mapé WI
(http://www-genome.wi.mit.edu/) .

Avsak bylo pozorovano nékolik odliSnostl. Jedinou
odchylkou od mapy Génethonu Jje obracené pofadi markert
D18S465 a D18S477. Dvé neshody byly pozorovany na mape
Marshfielda (http://www.marshmed.org/genetics/) . Puvodci
vynadlezu umistili na mapé na zadkladé maternalniho haplotypu
I'1RS346 nad D18S5%5, =zatimco na Marshfieldové mapé Jje tento
marker umistén mezi D12S465 a D13S477. Rv3ak poloha D18S346

2 D1583817 je v sculadu s radiacni hybridni mapou chromosomu

1% (Giacalone et al., 1996). Jedna odliSnost byla pozorovéna
také na radiacni hybridni mapé WI (http://www-
genome.wi.mit.edu/), kde D18S68 je umistén pod D185465, avsak

puvodci, stejné& jako i jiné mapy, umistili tento marker nad

D18S55.

F) Analyza lod-skére a upfesnéni kandiddtské oblasti

Znalyza lod-skoéore poskytla pozitivni vysledky se vSemi
markery, coZ potvrdilo pfedchozi pozorovéni, Ze 18g21.33-g23
je asociovan s BP poruchou, pfinejmensSim v rodiné MAD31
(De bruyn et al., 1996). Vyslednd statistika analyzy 1lod-

skore u viech modelu je uvedena v nédsledujici tabulce 2.
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Nejvy33i hodnota dvoubodového lod-skére byla ziskana pro
markery D18S1113, D18S876 a D18S477 podle modelu 1 Dbez
rekombinaci (viz tabulka 2). V modelu 1 vSichni Jedinci se
spektrem BP byly povaZovéni za postiZené a prispéli tak plné
k analyze vazby.

Pfed podrobnym mapovéanim byla vybrand kandidétska oblast
ohranidena D18S51 a D18S6l, mezi kterymi Je geneticka
vzdédlenost 15,2 cM na mapé& podle Marshfielda nebo 13,1 cM na
mapé dle Généthonu. Informativni rekombinanty s D18S51
a D18S61 byly pozorovany u dvou postiZenych jedinct (II.10
a IT.11 na obr. 13). Av3ak vzhledem k tomu, Ze nebyly
testovany Jjiné markery uvnit? kandiddtské oblasti, nebylo
Jjasne, zda tito dva Jedinci skutecné sdileji oblast
identickou v rodové linii (IBD) . Dalsi udajle genového

v§ichni postiZeni jedinci sdileji alely

™

mapovéni ukazuji, Z
D18S969, D15S1113, L[1%S876 & D18S477 (viz obr. 13, haplotyp
v réamecdku). také alela =z markeru ©D18S483 & D18S465 Jsou
pravdépodobné IBD, ale tyto markery nebyly informativni
u postiZeného rodice I.1. Obligatni rekcmbinanty byly
pozorovadny s STR markery DI18S68, D18S%79 a DI18S8l7 (viz
tabulka 2, obrazek 13). JelikoZ byly pozorovéany neshody mezi
riiznymi mapami pro lokalizaci D18S346 a D18S817, puvodci
vynalezu uZili D18S68 a D18S979 k tomu, aby nové definovali
kandidatskou oblast pro BP poruchy. Genetickda vzdalenost

téchto dvou markeru je 8,9 cM podle Marshfieldovy geneticke

mapy (http://www.marshmed.org./genetics/).
g) Konstrukce YAC kontigu

Podle integrované mapy WI Jjsou 56 CEPH megaYAC umistény
v poBate&ni kandidatské oblasti leZici mezi D18S51 a D18Ssel
(Chumakov et al., 1995, Nature 377, Suppl., De bruyn et al.,
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1996) . 7z téchto YAC Dbyly vybrény takové, které byly

lokalizovany mezi D18S60 a D18S61. D18S51 nenl prfitomen na WI
mapé&, ale byl lokalizovén do blizkosti D12S60 na zaklade
Marshfieldovy genetické mapy
(http://www.marshmed.org./genetics/). Aby se omezil pocet
potencialnich chimérickych YAC, byly eliminovany YAC, ktere
byly také pozitivni na mimochromozom&dlni 18 STS. TakZe bylo
vybrano 25 YAC (viz obr. 14) a umisténo do kontigu technikou
kontigového mapovéani YAC, tzn. sekvence z mist se sekvencnil
znackou (STS), jednoduchych  tandemovych  repetic (STR)
a exprimovanych sekvenénich znacek (EST), které jsou =znéamé
tim, Ze leZi mezi D18S60 a D18S61l, byly amplifikovany pomoci
PCR na DNA z YAC klonu. PouZité sekvence STS, STR a EST Jsou
pcpsany na daldich stranach. ZPozitivni YAC Fklony Dbyly

4.

oy

shromdZdény do kontigcvé mapy (cobr.
V YAC kontigu =zustaly t¥i mezery, =z nichZ jedna, mezil

lokalizovand v upresnéné kandidatské

S}

D18S876 a GCT3G0l, byl
oblasti. Aby byla mezera mezi D18S876 a GCT3G0l doplnéna,
bylo analyzovano 14 daldich YAC klont (viz tabulka 3). Byly
ziskadny koncové fragmenty =z YAC klonu 766.f.12 (SV11R),
752.g.8 (SV31L) a 942.c.3 (SV1OR) a sekvencovany (viz déale).
Byly vybrany oligonukleotidové primery pro tyto tfi sekvence
a DNA ka?dého =z té&chto 14 klonu byla amplifikovina pomoci
PCR. Jak je uvedeno v tabulce 3, byly ziskdny prekryvy mezi 7
YAC klony na strand centromery a 2 YAC klony na strané
telomery (717.d.3 & 907.e.1).

Vysledny YAC kontig je uveden na obr. 14. Na tomto
obrazku jsou ukazany jen takové YAC klony, které nepochybné
,zasadhlyY STS, STR a EST chromosomu 18. V nékolika malo
pripadech byly také =ziskadny slabé pozitivni signaly pro
nékteré YAC klony, coZ jsou pravdépodobné& faledSné& pozitivni

vysledky. Av3ak tyto signadly nijak neovlivnily prifazeni YAC
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kloni v kontigu. I ptesto, Ze byly testovany vsSechny YAC
pokryvajici vybranou oblast stejné tak Jjako vSechny dostupné
STS/STR, na pocatku nebyla mezera v kontigové mapé€ zaplnéna.
Tcho bylo dosazeno az stanovenim koncovych sekvenci
8 vybranych YAC (viz niZe). Pofadi markeru na zaklade YAC
kontigové mapy bylo v Uplné shodé& s pofadim podle WI mapy,
kterad integruje informace z genetické mapy, radiacni hybridni
mapy a STS YAC kontigové mapy (Hudson et al., 1995). YAC
kontigovd mapa také potvrdila poradi STR markert 3jak bylo
navrZeno na zakladé haplotypové analyzy v rodiné MAD31. Kromé
toho YAC kontigova mapa poskytuje dalsi informace
o relativnim uspoféddani STR markeru. Tak napf. D18355 Jje
pfitomen v YAC 931 g 10, ale neni v 931 f 1 (obr. 14), ktery
oddéluje D18S55 od ieho Zlastra [$55-59269-S1113-S465]
ziskaného haplotypoveocu analyzou v rodiné MRD31. Centromerova
lokalizace D18S55 bylz definovédna obsahem STS/STR okolnich
YAC (obr. 14). Pokud se zkombinuji haplotypové udaje a YAC
kontigové mapa, 1lze ziskat nésledujici pofadi STR markeru:
cen-[S51-568-5346]-S55-[S269-51113]-[S483-5465)-5876-5477-5979~

S466-[S817-S61]-tel.

Z 25 YAC klonh pokryvajicich cely kontig bylo vybrano 7
klonu, aby se identifikovala minim&lni pfekryvajici oblast
(tabulka 4). Té&chto 7 YAC klonu pokryvad celou upfesnenou
oblast chromosomu 18. Dale YAC klony by vyhodné nemély byt
chimérické, tj. mé&ly by obsahovat pouze fragmenty z lidského
chromosomu 18. Aby bylo moZné testovat na pfitomnost chimér,
oba konce YAC byly subklonovény a sekvencovany (viz dale).
Pro kaZdou sekvenci byly pripraveny oligonukleotidové primery
a DNA z monochromozoméalniho mapovaciho panelu byla
amplifikovana pomoci PCR uZitim téchto primeru. Jak Je
ukdzano je3té dale, nékteré z YAC klonu obsahovaly fragmenty

jinych chromosomt, odli3dnych od lidského chromosomu 18.
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YAC klony pak byly selektovany, aby obsahovaly co
nejkrat3i pfekryvajici se useky (tabulka 5). Tyto 3 YAC klony
byly stabilni, Jak bylo zjisténo gelovou elektroforézou
v pulznim elektrickém poli, a Jejich velirosti odpovidaly
publikovanym hodnotédm. Tyto YAC klon byly pfeneseny na Jjiny
hostitelsky kvasinkovy kmen pro restrikéni mapovéni a byly

pfedmétem dals$iho subklonovani.
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Popis usp&3%n& analyzovanych STS, STR a EST pokryvajicich

upfesnénou kandidatskou oblast

Vysvétleni terminu:
STS: mista se sekvencni znackou
STR: jednoduchéd tandemova repetice

EST: exprimovanéad sekvencni znacka

Tyto markery byly uspoféddény od centroméry k teloméfe. Jsou
uvedeny pouze takové markery, které byly ucinné testovany

a které fungovaly na YAC.

SEZNAM

1. D13s60

Identifikdtor v datakédzi: AFM178XE3 (také znémé oznaceni
178xe3, 716781, D1l&Ssc0:

zdroj: J Weissenbach, CGenethon: geneticky mapovana polymorfni
STS
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = CCTGGCTCACCTGGCA

Pravy = TTGTAGCATCGTTGTAATGTTCC

Délka produktu = 157
Pfehled uplné sekvence:
AGCTATCCTGGCTCACCTGGCAAAAATACAGTGTATACACACACACACAC
ACACACACACACACACACAGAGTGTNTTANTNATTCCAGCAAATAATATTA
CATATAAAAGATCTAATTGGTTCATCATGTAAATTTAGTAGGAACATTACA
ACGATGCTACAAGANTTTATCCAAAACTGAGATTTCCTTAGAATATCTGTT
AAAAGTAATTTTATTCAGTTAATAGAAATTCTATTGAAAACATCAAACTTAT
AAAGCT

Identifikdtor v Genbank: 216781

Popis: H. sapiens (D13S60) DNA segment obsahujici repetice
(CA), klon

Hledé&ni v GDB
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2. WI-9222:

Tdentifikator v databazi: UTR-03540 (také znamé oznacenl
G06101, D18S1033, 9222, X63657)
Zdroj: WICGR: Primery odvozené ze  sekvencl uvedenych
v Genbank
Chromozom: Chrl8
Primery:

Levy = GATCCCATAAAGCTACGAGGG

Pravy = GAGTCTAAAGACAAGAAAGCATTGC

Délka produktu = 99
Pfehled uplné sekvence:
TCTTCTTACCCCTTGGAAGAAGACTGTTTCCAAATAATTTGAACAGCTTG
CTGCTAAATGGGACCCAATTTTTGGCCTATAGACACTTATGTATTGTTTTC
GAATACGTCAGATTGGACCAGTGCTCTTCAGGAATGTGGCTGCAAGCAA
GGGGCTAGAAGTTCACCTCCTGACAGTATTATTAATACTATGCAAATATG
GAATAGGAGACCATTTGATTTTCTAGGCTTTGTGGTAGAGAGGTGAAGG
TATGAGAAT TAATAGCGTGTGAACAAAGTAAAGAACAGGATTCCAGAATG
ATCATTAAATTTGTTTCTATTTATTCTTTTTTGCCCCCCTAGAGATTAAGTC
CAGAAATGTACTTTCTGGCACATAAAGAAATCTTGAGGACTTTGTTTAAAC
CTTCCATAAAAAAACAATTTTCGGTTTCTCGGGTNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
TCTTTCTTTGTGTATTTTATTCAAGATGAGTTGGACCCATTGCCAGTGAGT
CTGAATGTCACTGACAGCCCTGTGTTGTGCTCAGGACTCACTCTGCTGC
TGGTGGAAACTCATGGCTTCTCTCTCTCTTTGATCCCATAAAGCTACGAG
QQGGACGGGAGAGGGCAGTGCAATGGGAAGTAAAGAGATATHTCCAG
TAGGAAAAGCAATGCTTTCTTGTCTTTAGACTCAAATGCTTAGGGAACGT
TTCATTTCTCATTCATGGGGAAAGGCAGCCTCCTTAAATGTTTTCTGAAG
AGCGGTAAAATCTAGAAGCTTAAGAATTTACAGTTCCTTCAATAACCATGA
TGACCTGAAGTTCACCTATCCCATTTTAGCATCTACTTGTTTTTCCCATCT
CTTCCTTTCCAATTTTGCTTATACTGCTGTAATATTTTTGTNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNGACCAGCTAAAATTTTC GACTTGACTTTTTAACTT
AACTCATGAATTAATTAAAGCAAATGAAAAAATTAAAAAGTGTGACTTTTT
CTCGGAGCATATATGTAGCTTTTAGGAAAGGCTGATGATGGTATAAAGTT
TGCTCATTAAGAAAAAAAGACAAGGCTGATTTTGAAGAGAGTTGCTTTTG
AAATAAAATGATCA

Identifikdtor v Genbank: X63657
Popis: H.sapliens fvtl mRNA
Hledani v GDB

3. WI-7336:

Identifikator v databéazi: UTR-04664 (také znédmé oznaceni PID,
G00-679-135, G06527, 7336, U04313)

Zdroj: WICGR: Primery odvozené ze sekvenci uvedenych
v Genbank




Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = AGACATTCTCGCTTCCCTGA

Pravy = AATTTTGACCCCTTATGGGC

Délka produktu = 332
Pfehled Uplné sekvence:
TAAGTGGCATAGCCCATGTTAAGTCCTCCCTGACTTTTCTGTGGATGCCG
ATTTCTGTAAACTCTGCATCCAGAGATTCATTTTCTAGATACAATAAATTG
CTAATGTTGCTGGATCAGGAAGCCGCCAGTACTTGTCATATGTAGCCTTC
ACACAGATAGACCNNNNNNNNNNNCCAATTCTATCTTTTGTTTCCTTTTTT
CCCATAAGACAATGACATACGCTTTTAATGAAAAGGAATCACGTTAGAGG
AAAAATATTTATTCATTATTTGTCAAATTGTCCGGGGTAGTTGGCAGAAAT
ACAGTCTTCCACAAAGAAAATTCCTATAAGGAAGATTTGGAAGCTCTTCT
TCCCAGCACTATGCTTTCCTTCTTTGGGATAGAGAATGTTCCAGACATTC
TCGCTTCCCTGAAAGACTGAAGAAAGTGTAGTGCATGGGACCCACGAAA
CTGCCCTGGCTCCAGTGAAACTTGGGCACATGCTCAGGCTACTATAGGT
CCAGAAGTCCTTATGTTAAGCCCTGGCAGGCAGGTGTTTATTAAAATTCT
GAATTTTGGGGATTTTCAAAAGATAATATTTTACATACACTGTATGTTATA
GAACTTCATGGATCAGATCTGGGGCAGCAACCTATAAATCAACACCTTAA
TATGCTGCAACAAAATGTAGAATATTCAGACAAAATGGATACATAAAGACT
AAGTAGCCCATAAGGGGTCAAAATTTGCTGCCAAATGCGTATGCCACCA
ACTTACAAAAACACTTCGTTCGCAGAGCTTTTCAGATTGTGGAATGTTGG
ATAAGGAATTATAGACCTCTAGTAGCTGAAATGCAAGACCCCAAGAGGAA
GTTCAGATCTTAATATAAATTCACTTTC ATTTTGATAG CTGTCCCATCTG
GTCATGTGGTTGGCACTAGACTGGTGGCAGGGGCTTCTAGCTGACTCG
CACAGGGATTCTCACAATAGCCGATATCAGAATTTGTGTTGAAGGAACTT
GTCTCTTCATCTAATATGATAGCGGGAAAAGGAGAGGAAACTACTGCCTT
TAGAAAATATAAGTAAAGTGATTAAAGTGCTCACGTTACCTTGACACATAG
TTTTTCAGTCTATGGGTTTAGTTACTTTAGATGGCAAGCATGTAACTTATA
TTAATAGTAATTTGTAAAGTTGGGTGGATAAGCTATCCCTGTTGCCGGTT
CATGGATTACTTCTCTATAAAAAATATATATTTACCAAAAAATTTTGTGACA
TTCCTTCTCCCATCTCTTCCTTGACATGCATTGTAAATAGGTTCTTCTTGT
TCTGAGATTCAATATTGAATTTCTCCTATGCTATTGACAATAAAATATTATT
GAACTACC

Identifikator v Genbank: G06527
Popis: WICGR: nahodn& STS v gencmu

4. WI-8145:

Identifikator v databazi: EST102441 (také znamé oznacleni
D18S1234, G00-677-827, GO06845, 8145, T49159)
zdroj: WICGR: STS pochézejici ze sekvencl dbEST
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = GARATGCACATAACATATATTTGCC

Pravy = TGCTCACTGCCTATTTAATGTAGC

Délka produktu = 184
P¥ehled uplné sekvence:
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GTTGTTTGGAN GCAG GTTTATTTATTATATACTTGCAATTGAATATAAGAT
ACAGACATATATATGTGTTATGTATTTCTAGAAATGCACATAACATATATTT
GCCTATTGTTTAATGTTTTTTCCAGANATTTATTACAGAAGGGCATGGAG

GGATACCTACTTATTCTTCATTATGAGAACAATTAAAGGCATTTATTAGAT
AGGAAATTAACAGANCATCTGC TTCTATAACTTTATTAGCTACATTAAATA
GGCAGTGAGCANTAATTTAAAANCTCACCATTATATAAANTANTAAATACC
AAAGTAAAAG

levy a pravy primer

Podminky PCR

Identifikator v Genbank: T49159

Popis: yb09e07.sl1 Homo sapiens cDNA klon 70622 3' pocdobny gb:
J02685

Poplis UniGene Cluster: lidsk& mRNA pro Arg-Serpin (inhibitor
aktivatoru plazminogenu - 2, PAI-2)

Hledadni v GDB

5. WI-7061

Identifikator v datebidzi: UTR-02%902 (také znamé oznaleni
PAIZ, G0O0-678-979, GO6277, 7061, Mi2082)
Zdroj: WICGR: Primery  odvozené ze sekvencil uvedenych
v Genbank
Chromozom: Chrls
Primery: Levy = TGCTCTTCTGAACAACTTCTGC
Pravy = ATAGALGGGCATGGAGGGAT
Délka produktu = 338
Prehled uUplné sekvence:

AACTAAGCGTGCTGCTTCTGCAAAAGATTTTTGTAGATGAGCTGTGTGCC
TCAGAATTGCTATTTCAAATTGCCAAAAATTTAGAGATGTTTTCTACATAT
TTCIGCTCTTCTGAACAACTTCTGCTACCCACTAAATAAAAACACAGAAAT
AATTAGACAATTGTCTATTATAACATGACAACCCTATTAATCATTTGGTCT
TCTAAAATG GGATCATGCCCATTTAGATTTTCCTTACTATCAGTTTATTTT
TATAACATTAACTTTTACTTTGTTATTTATTATTTTATATAATGGTGAGTTTT
AAATTATTGCTCACTGCCTATTTAATGTAGCTAATAAAGTTATAGAAGCAG
ATGATCTGTTAATTTCCTATCTAATAAATGCCTTTAATTGTTCTCATAATGA
AGAATAAGTAGGTATCCCTCCATGCCCTTCTATAATAAATATCTGGAAAAA
-ACATTAAACAATAGGCAAATATATGTTATGTGCATTTCTAGAAATACATAA
CACATATATATGTCTGTATCTTATATTCAATTGCAAGTATATAATAAATAAA
CCTGCTTCCAAACAACNNNNNNNNNNNNNNGGAATTC

| Podminky PCR

Identifik&tor v Genbank: G06377
Popis: WICGR: N&hodn& STS v genomu
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6. D18568:

Identifikédtor v databézi: AFM248YR9 (také znédmé oznaceni
248yb9, 717122, D18S63)
Zdroj: J WeissenCach, Genethon: geneticky mapovana polymorfni
STS
Chromozom: Chrl®8
Primery: Levy = ATGGGAGACGTAATACACCC
Pravy = ATGCTGCTGGTCTGAGG
Délka produktu = 285
Pfehled uplné sekvence:

AAAGAGTTGGGGTTGTGAATTCCCACACCAGTCAACTATTGGCTATGGG
CTTACCATGGGAGACGTAATACACCCGGNACTTCCAACTCACATACCAG
AGACATGGCTCTAGCACCCAATGGAAATATGCTGAATGTTGCAGGTGCA
AGACAGCAACAAAGCAGACAGAGGCACATAGACAAGGCACCAACAGTGT
CCACTATACCCTGACAGTGTGGAAAGTTGTAGATAGGATGAAGAGAAAG
AATACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACA
CGGTAGANACTTACTACNCAAAGTGTGANCCTCAGACCAGCAGCATCTG
GCNAAATGGTGATCTATCACCTTCCAG

Identifikatcr v Genkanl: 217122

Pcpis: H. sapiens L12568) DNA segment obsahujicl repetice
(CA), klion

7. WI-3170:

Identifikéator v  databézi: MR3726 (take znamé oznaceni

D18S1037, G04207, HALA22f2, 3170)

Zdroj: WICGR: Nahodnad STS v genomu

Chromozom: Chrls

Primery: Levy = TGTGCTACTGATTAAGGTAAAGGC
Pravy = TGCTTCTTCAATTTGTAGAGTTGG
Délka produktu = 156

Prehled Uplné sekvence:

CTGAGACAAGGCAGGCAAACAACCTCTAAAAATCTACAATTGGTGATTGG
TGTGCTACTGATTAAGGTAAAGGCACAGAATTATACATCCAGGTTNCTAT
TACTTATGGCAGACTCAGGACCCAGGTTNAGAGACCACTGGCCTTAAGA
A AAAAAATGGGGTTCCTGATTTCTGGATAATAATCCAACTCTACAAATTGA
AGAAGCAACATACCCTCTTTGTTA

Identifikdtor v Genbank: G04207
Popis: WICGR: Nahodna STS v genomu
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8. WI-5654:

Identifikadtor v databdzi: MR10908 (také zn&dmé oznaceni
D18S1259, G00-678-695, G05278, 5654)
Zzdroj: WICGR: Néhodna STS v genomu
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = CTTAATGAAAACAATGCCAGAGC
Pravy = TGCAARAATGTGGAATAATCTGG
Délka produktu = 149
Pfehled Uplné sekvence:

CTACAAAATGCATGTGGCTTIGGCTTTGAAATAGTACACCCTATCAAAGA
CTAAATTTTCTTAATGAAAACAATGCCAGAGCTTTTTTCATGATATTITGTT
TTTAGAGATGGGGAACAATCTGGACGTTGTTTCCTTATCTGGGTGGTAAT
CGAGGCTTAGCAATTTCCCACAGCGTTACACAAATCCAGATTATTCCACA
TTTTGCAAATA

Identifiké&tor v Genbank: G05278
Popis: WICGR: N&hodna STS v genomu

9. D18sbHh:

Tdentifikator v databéazi: AFM12ZXCl (také znamé oznacCeni
122xcl, 216621, D18StE5, GC378-D18S55)
zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapovanad polymorfni
STS
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = GGGAAGTCAAATGCAAAATC
Pravy = AGCTTCTGAGTAATCTTATGCTGTG
Délka produktu = 143
Pfehled uplné sekvence:

AGCTGAACATGCCTTTTCATGGAGCAGTTTCNAAATACACTTTTGGTACA
ATCTGCAGGTGGATATTTGGAGCTCAGGAGTTIGAGACCAGCCTGGGCA
ACATGGTGAAATCCCGTCTCTACTAAAATACAAAAAATTAGCCAGGTGTG
GCGGCATGTGCCTGTAGNCCCAGGATGGATTGAGTGGGTGAGATATGG
AATAAGTGGTGGGAAGTCAAATGCAAAATCAATTCAGTTTGTCAATATTG
ATTCTCTATTCTAGCCTGGCGTGGTTTTTCCTCGTCACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACAGCATAAGATTACTCAGA
AGCT

Identifikator v Genbank: 216621
Popis: H. sapiens (D18s55) DNA segment obsahujici repetice

(CA), klon
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10. D18S969:

Identifikator v databézi: GATA-P18099 (také znédmé oznaceni
G08003, CHLC.GATAR69F01, CHLC.GATAG69F01, P18099)
Zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidové
repetice
Chromozcm: Chrls
Primery: Levy = AACAAGTGTGTATGGGGGTG
Pravy = CATATTCACCCAGTTTGTTGC
Délka produktu = 365
P¥ehled uplné sekvence:

CAGGGAAATGCAAATCAAAACCACAATGAGTTATCTCCTCATACCTTTAAT
GATGGCTAATATTAAACAAGAGATAACAAGTGTGTATGGGGGTGTGGAG
AAAAGAGAATGTNCGAACACTCTTGGTTGAAATATAAGTTGGTAGANCCA
TTATGCAAAACAGTATGAATCTTTATCAGTATAANATTAGGACCTNGCATA
TGATCNCAGCAATCNCCACNTCTGNGNGATCNCACNCNCTATCTCTCTAT
ATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCT
ATCTGTCTGTCTATCATCTATCTATCTTCTATCTATCTATCTATCTTICTAT
CTATCTATCTGTCTATCTATNCCGGAATATTTTTCAGCCATNNAAATAAGG
AAGTCCTGCTATTTGCAACAAACTGGGTGAATATGGAGAACGTTATGCTA
AATGCAATATGCTAAAGACAGACACAGAAAGACAAGTATGACCTCACTTA
TATGTGGAAACTGAAAAAGCCATACTCATTACAGCAAAGAGTAGAATGTT
GGTTACCAGGGGCAAAGAGGGTAGAAATGAGGGGAGTGAGAAAATGTC
AATCAAAGTGTAAGAATGTTATAACATAAATAAATTCATAGAG

Identifikator v Genbank: G08003
Popis: lidsky STS CHLC.GATA69F01.P13099 klon GATAG69F01.

11. D18S1113:

Identifikator v databézi: AFM200VGY9 (také znadmé oznacleni
D18S1113, 200vg9, w2403)
Zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapovand polymorfni
STS
Chromozom:; Chrl8
Primery: Levy = GTTGACTCAAGTCCAARACCTG
Pravy = CAAAGACATTGTAGACGTTCTCTG
Délka produktu = 207
P¥ehled uplné sekvence:

AGCTGCATATAAAACTATTCCATTTCACATTTTTGAAGACATTTGTAGCCA
TGATACTTTGCTGTTGTCTGTGGGCCACCTCTTTTTGAAGTGTGTAGTTA
ACTGTGCTCCTGTAATCTGTTGTCTGTTGACTCAAGTCCAAACCTGTTCT
GCGTGGCATGTTTCTNCAACTTGATGTGATGCTATTTATCACTTTCTTTGA
AGTTAAGTCTCTATGTCTTTGTATTCTTTCTGTGTACCCAGGGATATGTTT
GTGCATGCACACGCATAAACACACACACACACACACACACACACAGAGA
CAGAGACAGAGAACGTCTACAATGTCTTTGTGAG
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12. D18S868:

Identifikdtor v databazi: GATA-D18S868 (také zn&dmé oznaceni
G09150, CHLC.GATA3E12, CHLC.GATA3E12.496, CHLC.496, Dlg2s3cz)
zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidové
repetice
Chromozom: Chrls8
Primery: Levy = AGCCAATACCTTGTAGTAAATATCC

Pravy = GATTCTCCAGACAAATAATCCC

Délka produktu = 189
Pfehled uplné sekvence:

GAGTGAGCCAATACCTTGTAGTAAATATCCATCTATCTTTGATGTATCTAT
GTATCTATCTTTGTATCTATATGTCTATGTATCTATGTATGTATGTATCTAT
CTATCATCTATCTATCTATCATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCT
ATCTATCTATATCCNTTTGGGATTATTTGTCTGGCAGAATCCTGATTAACAT
AGTCTGCTAACTTTTATCTGTATCTCCTATGTGTATGCTTCTCCTTCTTCC
TGTCTCTCTCTCTTCTTTGTCCTCATTTAANCTCCTTTCCTGGGNATATTG
GNAATTTTGATTGGANTCTGGACANTGTAGGAGTAAAAATTT

Identifikdtor v Genbanx: G09150
Pcpis: lidsky STS CHLC.GATA3El2.P6553 klon GATA3ELZ.

13. WI-9959;

Identifikator v databazi: MR12816 itaké znamé cznaceni
D1851251, GO00~-678-524, G05488, 9959)
Zdroj: WICGR: N&hodna STS v genomu
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = TGCCAACAGCAGTCAAGC
Pravy = AGCACCTGCAGCAGTAATAGC
Délka produktu = 110
Prehled uplné sekvence:

ctgttttatttgaaaaaaaaaatctgtctccaagaagaaaagttcattct ACCTGTIGCCAACAGC
AGTCAAGCGGACATGTTTAAAATTTTTTAAAAAAGTA CCAACT
GGNGTTTAATAGCCTCATIfTGGCTTTTGCTATTACTGCTGCAGGTGCTT
TNATTTTTTTCCTCTGCATTATAATTAC

Identifikétor v Genbank: G05488
Qescription: WICGR: Nadhodna STS v genomu
Hledéni v GDB




14. D18S537:

Identifikdtor v databazi: CHLC.GATA2E06.13 (také  znémé
ozna&eni CHLC.13, GATA2E06, D18S537, GATA-D18S537)
zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidové
repetice
Chromozom: Chrls
Primery: Levy = TCCATCTATCTTTGATGTATCTATG
Pravy = AGTTAGCAGACTATGTTAATCAGGA
Délka produktu = 191
Prehled uplné sekvence:

AAAGCTGAGTGAGCCAATACCTTGTAGTAAATATCCATCTATCTTTGATGT
ATCTATGTATCTATCTTTGTATCTATATGTCTATGTATCTATGTATGTATGT
ATCTATCTATCATCTATCTATCTATCATCTATCTATCTATCTATCTATCTAT
CTATCTATCTATCTATATCCNTTNGGTATTATTNGTCTGGNGAATCCTGAT
TAACATAGTCTGCTAACTTNTATCTGTATCTNCTATGTGTATGCTTCTNCT
TCTTCCTGTCTCTCTCTCTGCTTTGTCCTCAATTNAAATCTCC

Identifikator v Genbank: G07890
Popis: lidsky STS CHLC .GATRA2EQ06.P60OOE vlcn GATAZEOQG,.
Hledé&ni v GIB

15, D13S483:

Tdentifikator v databéazi: AFM324WC9 'také znamé oznaclenl
324wc9, 7224399, D18S483)
zdroj: J Weissenbach, Genethon: genetlcky mapovanad polymorfni
STS
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = TTCTGCACAATTTCAATAGATIC
Pravy = GAACTGAGCAAACGAGTATGA
Délka produktu = 214
Pfehled uplné sekvence:

AGCTCTGCTGGAAGAGCAGGGCTGTTITCTGCACAATTTCAATAGATTCC
CCTACCCTGGGTTTTTCAGTAGATAGATAGATAGATGATAGATAGGTAGA
TAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATGATAGATAGATTTT
ATATATAGTATATAAAATCTACACACACACACACACACACACACACACATA
TTTGCCTTTCCTTGACTATCATACTCGTTTGCTCAGTTCTTTTTTTTTTTAA
ATTTTTGTTTGTAAATCCAAAATGCTT

Identifikator v Genbank: 224399

Popis: H. sapiens (D18S483) DNA segment obsahujici repetice
(CA), klon

Hledéni v GDB
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16. D185465:

Identifikator v databédzi: AFM250YH1 (také znédmé oznaceni
260yhl, 723850, D18S4¢5)
zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapované polymorfni
STS
Chromozom: ChrlB
Primery: Levy = ATATTCCCCTATGGAAGTACAG
Pravy = AAAGTTAATTTTCAGGCACTCT
Délka produktu = 232
Prehled uplné sekvence:

AGCTCTGTCCCTCTAGAGAACGCTGACTAATATATTCCCCTATGGAAGTA
CAGATGGTTTTTNTAA2ATAAATTTATCTGATTGTGATGAGATAATCATCA
TTTTTATGTTCAGTGTTTTTCTAAATTTTTTATTGTTATTGTTTTTATACTCT
AAATGGTTTTTAAATATGCACATATGTGCATATTTTACACACACACACACA
CACACACACACTCTCTTTATTTAGAAGCATTATAGATAGAGTGCCTGAAAA
TTAACTTTTAACCNAAGAAAAGACAATAAGGAACAATAGGGAAGTTATCC
TTTGCTAAGGGTATGGAAAATATTCACATATTATTTATAACANGTTAAACC
AAGTCATGCTTGANTATAATAGCT

Identifikdtor v Genkank: 223850
Pcpis: H. sapliens (L1:3465) DNA secment obsahujicl repetice
(CA), klon

Hledéani v GDB

17. D185968:

Identifikator v databédzi: GATA-P34272 (také znamé oznacenil
G10262, CHLC.GATA117C05, CHLC.GATAl17C05.P34272)
zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidové
repetice
Chromozom: Chrls
Primery: Levy = GAAATTAACCAGACACTCCTAACC
Pravy = CTTAGRATTGCCTTTGCTGC
Délka produktu = 147
Prehled uplné sekvence:

GAATAAAAATATGAGGTATTAGAAATTTACAGATAGGAAGAAATTAACCAG
ACACTCCTAACCACCGATNAGTTTAAAGAGGAGATAGATAGATAGATGAT
AGATAGATAGATAGATAGATAGATACCACTGAAAATGCAANCACAAATTA
GCAGATTATATGTGATGCAGCAAAGGCAATTCTAAGTAGATTCTAACTGC
TACATTGATAGCAGTACCCACTGACATTACCGGAAAGGATGGTATCCATA
ACCACCTACCTATATACCTCCGCAGCTGGANATTAGGNTTAAGCTTCTTN
GGGCNCCTGGCGGCCCCNNTTGTGGTCCCCGGTNGGNCCCCGNTTNN
GNNTNGCTNNGNTTNCNTTGGNGNCCCCCNNTNGGTTTNNGGNNNNNT
NNNNNTNGNNNNNTTNCCCNNNNNNNNTNTNNNNCNNNNNNNNNTNNN
NNNNNNNNNNGGNNNNNGGGN
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Identifikdtor v Genbank: G10262
Popis: lidsky STS CHLC.GATA117C05.P34272 klon GATA117COS5.

18. GATA-P6051:

Identifikédtor v datakfédzi: GATA-P6051 (také znamé oznacenl
CHLC.GATA3E(O8, CHLC.GATAZE(03.P6051)
zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidove
repetice
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = GCARARCRACCCTAATGAGTATACG
Pravy = GAGTCTCACCAGGGCTTACA
Délka produktu = 148
Pfehled uUplné sekvence:

AAAGCTGTCTCCTTTTGTAAAGTGTGCTCAGAGGAATCTTTTTCAGTAAAT
AAAGTCTGCACCCAGACATCTCACTTTGTATACCACGGAGAATTTACCAT
GACTCTTCTCAGTGATAAACGTCAATATAGAATAATCAGGAGAAAAAGAG
AAATCCAGTAAAGAAATAAGTCTGTAGAAAGCAACAACCCTAATGAGTAT
ACGATATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATG
NATCTATCTATCTAACATTATATAAAATATATATTTCCTCCTGTATTGGGG
CCCTGTGTGTAAGCCCTGGTGAGACTCAAAAATTTGANTATTCCTNTTTN

T
Identifikédtor v Gerpank: G02104
Popis: lidsky STS C=_C.CGATL3E08.P6051 klon GATA3EOS.

19. D18S875:

Identifikdtor v databézi: GATA-D18S875 (také znédmé oznaceni

G08001, CHLC.GATA52HC4, D18S875)
zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidovée
repetice
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = TCCTCTCATCTCGGATATGG
Pravy = AAGGCTTTCAGACTTACACTGG
Délka produktu = 394
Pfehled Uplné sekvence:

TTATTTATTCACTCATTCAATAAATATTTATGAATTTCCTTTAATGGCNANG
AAAGTATGTTTGGTACTGAATATGGTGAGCAAGATTTICCTCTCATCTCG
GATATGGAAAGATCTTGGAAATCATTATACNTCATACTTACAATANGAAAG
AAGCTGAGCAATTTGAAAATCAACAATTTCTTTTGTACNTGTCAGAAAAGT
GAAGATATATTAATCAGGGTTCTTCAGAGAAACATAACCAATAGGNCACA
GNTCTATATGNCCNCNTTTATCTATCTATCTATCTATCTATCNCTATCTAT
CNCANACCNGGNGAANTNATNTTTGNGAGATTNATGCAAGNCTGAGAAA
NACCNAAGAANCTGCTCCCTGTNAAACTNGAGATNCAAGAANCTGAANA
GTATAGNTCCAGTCCNAAGTCTANAGACCTTAGAATTAGGAAAACTGATA
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CTATAAATACCAGTGTAAGTCTGAAAGCCTTAAANACCANATAGTGCCAT
TGAAAGGGCAGAAGACTGATGTCCCAGTTCAAGCAGGCAAAGTTAGAGA
AGCCTTATTTTCTGCAACATTGTTCTATTCAGACCCTTNANANGATTGACN
ATGTCCACCCA ‘

Identifikdtor v Genbank: GO08001
Popis: lidsky STS CHLC.GATAS2H04.P16177 klon GATASZHO4.
Hledéni v GIDB

20. WI-2620:

Identifikdtor v databdzi: MR1436 (také znamé oznaceni G03602,
D18S890, HHAalZ2h3, 2620)
Zdroj: WICGR: nahodné STS v genomu
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = TCTCCAAGCTATTGATTGGATAA
Pravy = TTAAGAGCCAATTTATATAAAAGCAGC
Délka produktu = 177
P¥ehled uplné sekvence:

CCCCTTTTGCCAACGCCATGCTTCACGTAGGGAGCCTGACATGCAGAAA
ACTCTCCAAGCTATTGATTGGATAAAGAGCCAGAGCTGACTGAATTCCAT
TCTTCTTGAGCCTCTCATTCTGTGTTTCTCGAATTTTTACCAAAGCATCTT
GACACACAAATATCTGACTCAAGGAAAAGGAAAAACAACTGCTTTTTCTC
CAGCTGCTTTTATATAAATTGGCTCTTAAACTTTCTAAGTTTATTATGGAT
A

Identifiké&tor v Genbank: G035602
Popis: WICGR: Nahodna STS v genomu
Hledé&ni v GDB

21, WI-4211:

Identifikator v databazi: MR6638 (také znamé oznaceni GO03617,
D18S980, 4211) ‘
Zdroj: WICGR: Ndhodna STS v genomu
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = ATGCTTCAGGATGACGTAATACA
Pravy = ARATTCTCGCTGATTGGAGG
Délka produktu = 113
Pfehled uUplné sekvence:

CTAGTACCATAATCCCTTTTGGAATAAACCATCCCACCTTTAGTCAGANC
AGATGCTTCAGGATGACGTAATACATAATAAGCCTACTCAGTTCTACTCT
GGCTTTGTATGTCTTCAAAGTGATATTTTTTTAAGTATTACTTGTCCCTCC
AATCAGCGAGAATTT

Tdentifikédtor v Genbank: GO03617
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Popis: WICGR: N&hodnd STS v genomu
Hledéani v GDB

22. D18S876:

Identifikdtor v databazi: GATA-D18S876 (také znédmé oznacCenl
G02963, CHLC.GATAG61lE10, D18S876)
Zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidove
recetice
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = TCAAACTTATAACTGCAGAGAACG
Pravy = ATGGTAAACCCTCCCCATTA
Délka produktu = 171
Prehled uplné sekvence:

AAGACTGCAATTACATTTGCATCAAACTTATAACTGCAGAGAACGTTGCC
CACTATTTTATACCACACAACAGTATTCTTAGCCAGATTACATCTATCTAT
CTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCATCTATCTAGC
TAGCTATCTATCTATAGAACTAATGGGGAGGGTTTACCATGTTTGGGTGA
ACCCAAACATTTTATGGNCAAGGGNTTGGAAAATTACCCTTATCTACAAC
TNTTNAACTTGTTTTGGTAGGNGTGNTAATTCCNTGGGNTTGGAANAACT
TTTGNAATTTCCTCNTTGTTTNTNATTNNNNATTNNTNNNCATTATTNTGG
GGTNTTCNGGGTGGAGGGCTNANTTTGGCCNCCCGGGTCCNNGGNGC
NAGTNGGNNNGGNTNNTNGGGTTTNCTTGGGAANCNTNCCNCCTNCNG
GGGNTTCANGGGNTTTTTNTTTNNTTG

entifikator v Genbank: G09963
s
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23. GCT3GO1l:

lidsky STS CHLC.GATAG61lE10.P17745 klon GATR61EILO.

Identifikator v databdzi: GCT-P10825 (také znamé oznacCeni

G09484, CHLC.GCT3G01l, CHLC.GCT3G01.P10825)
zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidoveé
repetice
Chromozom: Chrls
Primery: Levy = CTTTGCAATCTTAGTTAATTGGC
Pravy = GAACTATGATATGGAGTAACAGCG
Délka produktu = 128
P¥ehled uplné sekvence:

AGATGTTTAACTTTGCAATCTTAGTTAATTGGCAGAAATGAAATTTAGTTT
CCACAACTITTATTCGATATTAAAACACCACCACCATCAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCATCGCTGTTACTCCATATCATAGTTCAGAGCATTTAAA
GNGGTCAAAATATACAACTAGGCTGACACCNGNATAAGGTTTAATTTTAA
ACCNGNGGTCTNCCCTCTAAGGNGGNTTTTTTTTTCTTGNCNTGGCTTCT
TTTTCCNTTTGCTTTTGTAAAATATCAAGGNATTTTTGGGTTNTTCNTGGN
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ANTTNNCNNANTNNTNNTTNNNCNCNCCCCCCNTTTGNGGCGGGGGTC
CCCNNNTTGCCCCGGGGTTGNGTGCAGTAGGGGGGTCNCGGGTNNNG
NAAGTTTNGGGGCCCT

Identifikdtor v Genbank: G09434
Popis: lidsky STS CHLC.GCT3G01.P10825 klon GCT3GOl.

24. WI-528:

Identifikator v databédzi: MH232 (také znamé oznaceni G03589,
528, D185828)
Zdroj: WICGR: ndhodna STS v genomu
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = TTCTGCCTTTCCTGACTGTC
Pravy = TGTITTCCCATGTCTTGATGA
Délka produktu = 211
P¥ehled uplné sekvence:

CTACTAAGCAAATTCTGCTCAGCCITCTGCCTTTCCTGACTGTCTTGTTG

GCCCTTCCCACTTTAAGGATGCCTGTTTAAGTAGCCACCTCTAATTAGGA
ATCTTCCCTTGTTCTTTCTCAGGAGGCTTAGACACTGTCAGTTTCCTGAA

GACAGAAAATAAGCCTGCATTATCCTAGTAGTGGATTCAAAACTAATTGT

GTCCTGAGTCTTTCAATCATCAAGACATGGGAAACACTCAACAG

Identifikdtor v Genbank: G03589
Pcpis: WICGR: Nahodna STS v genomu
Hledani v GDB

25. WI-1783:

Tdentifikéator v databdzi:; MR432 (také znamé oznaceni GO03587,
_shu 31.Seqg, 1783, D185824)
Zdroj: WICGR: N&hodné& STS v genomu
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = CCAGTAATTAGACATTGACAGGTTC
Pravy = TTTTACTAGACAGGCTTGATAAACAA
Délka produktu = 305
Pfehled uplné sekvence:

CCAGTAATTAGACATTGACAGGTTCCATACTAGTAATGTAGGGAATAGGG
CTGCTGCTTTTTGGGTTTCCTTGAGTATACTTTGTGCTGCATAAATATGG
CAATGGATAGTAAATAATTTGTATGCAGACCTTTAGTGTCGATTAACCTGT
GAATAAGGGAACAACAATCAAGGACAAAAATCAAAAGACTAATTCTCTAT
ACATTTTGAGCTTTTGTAAAAAAGTAAGATTAGCTGAATATATCTGAAAAA
TTTCTAATCTCCTTTACAATTTTTTAAATTGTTTATCAAGCCTGTCTAGTAA
AAATAATTCAGTTTCGGAATGTGG

Genbank 1D: G03587

e
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Popis: WICGR: N&hodnd STS v genomu
Hleda&ni v GDB

26. D18s477:

Identifikdtor v databazi: AFM301XF5 (také znamé oznaceni
301xf5, Z24212, D18S477)
Zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapovana polymorini
STS
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = GGACATCCTTGATTTGCTCATAA
Pravy = GATTGACTGAAARACAGGCACAT
Délka produktu = 243
Pfehled uplné sekvence:

GGACATCCTTGATTTGCTCATAATACACTCATTCCTTTCACCATTGAGTGT
GCACATATTTCTCTGATTGGAAAGAACTACAGAGGAGGTTTTACNTTTTA
CTTTCCAGTTTGCTATTAAAGAGAGAAAACTAACAGAGNGAAATCAAGCA
ACTCAAAACAACCTTACACACACACACACACACACACACTCACAAAGATA
TTTTGTTCACCATATGTATTGATGTGCCTGTTTTCAGTCAATCCACAGGAA
GGGCTAAGGAGAGTGACATCTGGGCTACATTAAAAGGACAGTCACATTG
CTCAAAGNACTCAAGTTTAGCCCGAGTACAGTAGCT

Identifikétor v Genban:x: 7224212

Popis: H. sapiens (D183477) DNA segment obsahujici repetice
(CA), klon

Hledéni v GDB

27. D18S979:

Identifikdtor v databazi: GATA-P28080 (také =znédmé oznaceni
G08015, CHLC.GATA92C08, CHLC.GATAS2C08.P28080)
Zdroj: CHLC: geneticky mapované polymorfni tetranukleotidove
repetice :
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = AGCTTGCAGATAGCCTIGCTA
Pravy = TACGGTAGGTAGGTAGATAGATTCG
Délka produktu = 155
Prehled uplné sekvence:

CTCTACAGTCTCTNACCTTTGGACTCCAGGACTTTCACCAGCACCCTCAA
CATTCCCACTGGGTTCTCAGGACTTTATAGTTGTACTGAGCCATGCCACT
GGATCCTAGGGTCTCCAGCTTGCAGATAGCCTGCTATGGGACTTAATCT

TTGTAATAAGGTGAGTCAATTCTGCCAATAAACCTACTTTCATCTCTATCT
ATCTATCTATCTATCTATCTATCTATCTATATCTATCATCTATCTATCGAAT

CTATCTACCTACCTACCGTATTAGTTCTGTCTCTCTGGAGN

Identifikadtor v Genbank: G08015
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Popis: lidsky STS CHLC.GATAS92C08.P28080 klon GATA92C08.

28. WI-9340:

Identifikdtor v databazi: UTR-05134 (také znamé oznaceni
G06102, D18S1034, 9340, X60221 )
Zdroj: WICGR: primery cdvozené ze sekvenci uvedenych
v Genbank
Chromozom: Chrls
Primery: Levy = TGAGAGAACGAAATCTCTATCGG
Pravy = AGGCAGCAAGTTTTTATAAAGGC
Délka produktu = 115
Pfehled uplné sekvence:

ATGTATCTATCCCAATTGAGTCAGCTAGAAACAGTTGACTGACTAAATGG
AAACTAGTCTATTTGACAAAGTCTTTCTGTGTTGGTGTCTACTGAAGTTAT
AGTTTACCCTTCCTAAAAATGAAAAGTTTGTTTCATATAGIGAGAGAACGA
AATCTCTATCGGCCAGTCAGATGTTTCTCATCCTTCTTGCTCTGCCTTTG
AGTTGTTCCGTGATCATTCTGAATAAGCATTTGCCTTTATAAAAACTTGCT
GCCTGACTAAAGATTAACAGGTTATAGTTTAAATNGTAATTAATTCTACC
ATCTTGCAATAAAGTGACAATTGAATG

Identifikéator v G
Pecpis: WICGR: Nah
Hledé&ni v GDB

29. Dlgsdee:

Identifikédtor v databazi: AFMO024YES (také znémé oznalenli
094yeb5, 723354, D18S460)
zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapovana polymorfni
STS
Chromozom: Chrl8
Primery: Levy = ACACTGTAGCAGAGGCTTGACC
Pravy = AGGCCAAGTTATGTGCCACC
Délka produktu = 214
Pfehled uplné sekvence:

aaatgacactttaaggaggtaacactqtaqcaqaqqcttqaccaccacccagttctcactagcactgaggatgctc:
tattggttgggttacccacacacgcatagacatgcacacacacagacacacagacacacacacacacacacac
acaccagatatagCattccaaaccatcaatatgctatgcaatactgcattaacaggtcatgcctgtggtggcacata
acttggcctagaaaatactggggacgtctgcattcccttttattatcgaattgacttacttggcttctgagttttcctcagaa
gtaatacttcaatacctcttccatttctgecttgancatigtttggggtaccaagtatagct

Identifikétor v Genbank: Z23354

Popis: H. sapiens (D18S466) DNA segment obsahujici repetice
(CA), klon

Hledani v GDB
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30. D18351092:

Identifikator v databazi: AFMAll2WE9 (také zn&dmé oznaceni

D18S1092, w5374, all2we9)

zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapovana polymorfni

STS

Chromozom: Chrl8

Primery: Levy = CTCTCAARGTARGAGCGATGTTGTA
Pravy = CCGAAGTAGAARAATCTTGGCA
Délka produktu = 163

Pfehled uplné sekvence:

agctctcaaagtaagagcegatattgta actgactgagttattttgtgaanttttgnttttggagtcagtggageat
gttattagatgtaaatttaaacacacacacacacacacacacacacacacacgagaagtaag tgccaag
atttictacttcggcgcectatatttctatatactgattttctgtatttcccagacttgaatatagattgtctttctgntttat
catagacaatctcataataanttaggcataataaggtaatgaggnttttctgggcttcttttcatcatcectgea

atttgagtctentttatagntgaantcttctctgtaataacntcttgttttaget

Hledani v GDB

31. D18se6l

Identifikétor v datakézil: AFM1O3Yr® itaké znamé oznacenl
193yfa, Z1€%34, Dlesel

zdroj: J Weissenbach, Genethon: geneticky mapovana polymorfni
STS

Chromozom: Chril8

Primery: Levy = ATTTCTAAGAGGACTCCCAAACT
Pravy = ATATTTTGAAACTCAGGAGCAT
Délka produktu = 174

Prehled uplné sekvence:

CGTCTTACCAAACCAACATAATATAGCAATGGNAACCAAAAATTTCTAAGA
GGACTCCCAAACTACATTCTTCTNCCTGAATTAAATACAGGCATTCAANA
NAAACANACACACACACACACACACACACACACACACACACACACGCACA
CCCTTCAAATCNTAGCATAAATTCCNCTTATATAAACATAACCATGCTCCT
GAGTTTCAAAATATTGGGTGGTTCGAAGTTCGAAGCAACAAATTTCCAGT
TAGTGTCTATTANTTGTTGGACAGCT

Identifikdtor v Genbank: 216834

Popis: H. sapiens (D18S6l) DNA segment obsahujici repetice

(CA), klon
Hledani v GDB
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Markery (STR) pouZité k upfesnéni kandidatské oblasti

Nasledné jsou uvedeny markery, které byly uZity u rodiny
MAD31 k upfesnéni kandidétské oblasti. V&tZina téchto markeru
jiZ byla popséana vy3e a je proto uveden jiZ Jjen jejich néazev.
Podrobna informace a dald3ich markerech je uvedena dale.

Data jiZ? byla uvedena pro: D18S68, D18S55, D185969, D1851113,
D18S483, D18S465, D18S876, D18sS477, D185979, D18S466 and
D18S61.

Nova data
1. D18S51:

Jiné nazvy: UT574, (D18S379)
Sekvence primeru:
UT574a GAGCCATGTTCATGCCACTG
UT574b CARAACCCGACTACCAGCAAC

Sekvence DNA:
AATTGAGCNCAGGAGTTTAAGACCAGCCTGGGTAACACAGTGAGACCCC
TGTCTCTACAAAAAAATACAAAAATNAGTTGGGCATGGTGGCACGTGCCT
GTAGTCTCAGCTACTTGCAGGGCTGAGGCAGGAGGAGTTCTTGAGCCCA
GAAGGTTAAGGCTGCAGTGAGCCATGTTCATGCCACTGCACTTCACTCT
GAGTGACAAATTGAGACCTTGTCTCAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAA
GAAAGAAAGAAAGAANGAAAGAAAGAAAGTAAGAAAAAGAGAGGGAAAG
AAAGAGAAANAGNAAANAAATAGTAGCAACTGTTATTGTAAGACATCTCC
ACACACCAGAGAAGTTAATTTTAATTTTAACATGTTAAGAACAGAGAGAAG
CCAACATGTCCACCTTAGGCTGACGGTTTGTTTATTTGTGTTGTITGCTGG
TAGTCGGGTTTGTTATTTTTAAAGTAGCTTATCCAATACTTCATTAACAAT
TTCAGTAAGTTATTTCATCTTTCAACATAAATACGNACAAGGATTTCTTCT
GGTCAAGACCAAACTAATATTAGTCCATAGTAGGAGCTAATACTATCACA
TTTACTAAGTATTCTATTTGCAATTTGACTGTAGCCCATAGCCTTTTGTCG
GCTAAAGTGAGCTTAATGCTGATCGACTCTAGAG

Identifikdtor v Genbank: L18333

2. D18S346:

Jiny néazev: UT575

Pary primeru:
Primer A: TGGAGGTTGCAATGAGCTG
Primer B: CATGCACACCTAATTGGCG
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Sekvence DNA:
ACGAGGACAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGTGAACCCCGTT
TNTACTAAAANTACOAAANTTGGTCGGGAGGCTGGGGCAGGNGACATGC
TTGACCCCAGGAGGTGGAGGTTGCAATGAGCTGAGATTGCACCACTGCA
CTNCAGCNTGG...... AAGAAAGAGAAAGGANAGNNAGGNAGNNANNAAAC
TACATNTGAAGTCAACACTAGTATTGGTGGGAGAGGAATTTTATGCTGCA
TTCCCCNACAACCACTAGATACGCCAATTAGGTGTGCATGGTCCATGCTA
T

Identifikator v Genbank: L26588

3. D18sS81l7:

Jiny nézev: UT6365

Pary primeru:
Primer A: GCAAAGCAGAAGTGAGCATG
Primer B: TAGGACTACAGGCGTGTGC

Sekvence DNA:
CATATGGGTCCACAAGCAACCTCAGTCCTTGTCTCTTCAGAAGAAAGAAT
TCTACTGAGGGNCATAAGGCAGAAGGAGAGACCTAGGCAAGTTGCAAAG
CAGAAGTGAGCATGTATTAAAAAGCTTTAGAACAGTAAGGAAAGGAAGAA
AAGAAAAGAAGGAAAGTTCAACTTGGAAGAGGGCCAAGCCGGCAACTTG
GCAGAAGGATTGCTTGAGCCCAGGAGTTAAGACCAGTCTGGGCAATATA
GTGAGACTCCATCTCTGCATACATACATACATACATACATACATACATACA
TACATACATATTGCAGGGTATGATGGCACACGCCTGTAGTCCTAGCTACT
CTGGAGGTTGAGATGGGAGGGTCACTGAGCCTGGGAANTTGAGGCTGC
NNTGAGCCATGATC

Identifiké&tor v Genbank: L30552
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Charakterizace YAC

8 YAC bylo vybrano, které pokryvaji kandidatskou oblast
a ohraniduji mezeru. Tyto YAC byly dale charakterizovany
stanovenim koncovych sekvenci pomoci inverzni PCK.

Vybrané YAC byly 961 h 9, 942 c_ 3, 76 £ 12, 731 _c 7,
907 e 1, 752 g 8, 717_d_3, 745 d 2.

Nové STS zaloZené na koncovych sekvencich (pokud nenil uvedeno
jinak, STS byly testovany na monochromosomalnim mapovacim
panelu pro identifikaci chimérismu YAC, pokud STS nezasahl

chromosom 18-chiméricky YAC, pak je to uvedeno niZe v textu).

1. SV32L:

Pochéazi z koncové sekvence levého raménka YRC 745 d 2.
Primer A: GTTATTACRATGTCACCCTCATT
Primer B: ACATCTGTAAGAGCTTCACAARCA

Sekvence DNA:
ATTCCTTNGTTATTACAATGTCACCCTCATTTAAAAAGTGGAAAGATAAAG
AGGAAGCAATCTATTTTTTTCCTTTTTTTCTGATAGCACTIGTTTGTGAAG
CTCTTACAGATGTTCTTAAGTAAAATCAACTCCTCCATTTTTTTTGTAGCA
ACTACACATATTTATCAATAATAGTTCACAAATACATTTTCAAATT

Délka amplifikované sekvence: 107 part bazi (bp)
Toto STS se nevyskytuje na monochromozomovém mapovacim
panelu.

2. SV32R:

Pochazi z koncové sekvence pravého raménka YAC 745 d 2.
Primer A: ACGTTTCTCARATTGTTTAGTC
Primer B: TGTCTTGGCATTATTTTTAC

Sekvence DNA:

AGACAATGGGAGAAATTGCACTGCCCTGAGTCAGAAATCAGATCTGTTG
CCATACAGCTGCCGTTATGTGATCATTTGCAAGTCAACGTTTCTCAATTG
TTTAGTCATTTGTRAGACAAAAAGACTGGTTGGATTTCAGAGAATTTGGA
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ATCCTCCTTCAGGTTTAACAAGCAATAAATGATACTCTTCAGTGTAAAAAT
AATGCCAAGACATNATTTGACTTTAAATTAAATCCAAACAAGATATC

Délka amplifikované sekvence: 127 bp
Toto STS se nevyskytuje na monochromozomovém mapovacim
panelu.

3. SVI11lL:

Pochézi z koncové sekvence levého raménka YAC 766_f 12.
Primer A: CTATGCTCTGATCTTTGTTACTTT
Primer B: ATTAACGGGARAGAATGGTAT

Sekvence DNA:
GTCTTTATTTCATATAACTATGCTCTGATCTTTGTTACTTTCTCCTTTTAAC
TCAGTTTAAGCTTTATTCTTATTTTCCAGCTGCTGAAGGTATATAGTTAGG
TTGTTTATTGGATACCATTICTTTCCCGTTAATGTCAGTGGTTACTGCTATC
AATGTAGCAGTTA

Délka amplifikované sekvence: 118 bp
Toto STS se vyskytuje na chromczomu 18 a musi byt
lokalizové&no mezi CHLC.GATAR-p6051 a D135962.

4, SVIIR:

Poch4zi z koncové sekvence pravého raménka YAC 766 f 12.
Primer A: AAGGTATATTATTTGTGTCG
Primer B: ARACTTTTCTTARCCTCATA

Sekvence DNA:
ATAAGGTATATTATTTGTGTCGTGAGTTAAGAAATCATTAATAACTATTTT
CAGAATGACAAATGTCATTATATGTTGTAAAAAAGATAAATACGTGAAATT
ATGAGGTTAAGAAAAGTTTA

Délka amplifikované sekvence: 119 Dbp.
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 18 a musi byt
lokalizovano mezi D18S876 a GCT3GOl.

5. Sv34L:

Pochazi z koncové sekvence levého raménka YAC 717 d 3.
Primer A: TCTACACATATGGGAAAGCAGGAA
Primer B: GCTGGTGGTTTTGGAGGTAGG

Sekvence DNA:

ACATAAAATGTCGCTCAAAAACAATTATGTGTGTCTACACATATGGGAAA
GCAGGAAACAAATTTGTTTACAACATACATTACTTTTGTTTTTTAGGCAAG
ATAAAATNTCCTACCTCCAAAACCACCAGCACNGTCCGCAATAACTATAC
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ATC

Délka amplifikované sekvence: 98 bp
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 18.

6. SV34R:

Pochézi z koncové sekvence pravého raménka YAC 717 d 3.
Primer A: ATAAGAGACCAGAATGTGATA
Primer B: TCTTTGGAGGAGGGTAGTC

Sekvence DNA:
AATATCATTCTTCACCCACGTTATACATAAGAGACCAGAATGTGATATTGT
CATCTCACATGGAAAAATCTGCTGTGATCAGTTCCTGAAGCTTGCTGTGA
TCCTCCCTTAGGAAAGTAGAAAAATCTTTTTGAAACACTTTATTCTACAAT
CAATGAAAATTAGGTGAAGCTACAGAAGCCAGAAATTACTCTAAGATTAG
ACAATTATTTAAGANGACCAATTGTCTTTGGTCTTCTTCTGAAGGGTCTG
ACTACCCTCCTCCAAAGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCNTGA

Délka amplifikované sekvence: 244 bp
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 1, tudiZ YAC 717 _d 3 Jje
chiméricky.

7. SV25L:

Pochazi z koncové sekvence levého raménka YAC 731 c 7.
Primer A: AAATCTCTTAAGCTCATGCTAGTG
Primer B: CCTGCCTACCAGCCTGTC

Sekvence DNA:
AGTGGAGAGATAGAAAGAGAGGAAGATTTTTTTTTTTAAATCTCTTAAGCT
CATGCTAGTGTAGGTGCTGGCAGGTCTGAACACTCTGTAGGACAGGCTG
GTAGGCAGGAA

Délka amplifikované sekvence: 72 bp

Toto STS se nevyskytuje na monochromozomovém mapovacim panelu

8. SV25R:

Pochazi z koncové sekvence pravého raménka YAC 731 c_7.
Primer A: TGGGGTGCGCTGIGTTGT

Primer B: GAGATTTCATGCATTCCTGTAAGA

Sekvence DNA:
GGAGGGTGTTNTCACANAAGTCTGGGGTGCGCTGTGTTGTTCATTGTAA
AAACCCTTTGGANCATCTGGGAATGTGCTGCCCCACATGTCCAGGTAAC
GTTCTCAGGAAGGGGAGGCTGGAAATCTCTGTGTGTICTTACAGGAATG
CATGAAATCTCCCANCCCCTCTTGTTGGA AATTTCCCTCACTTT
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Délka amplifikované sekvence: 136 bp
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 7, tudiZ YAC 731 c 7 Je
chiméricky.

9. SV31L:

Pochéazi z koncové sekvence levého raménka YAC 722 g 8.
Primer A: GAGGCACAGCTTACCAGTTCA
Primer B: ATTCATTTTCTCATTTTATCC

Sekvence DNA:
CTTCTCNATGANTGGACAAATGTCATTGGGTCAGCATGAGGCACAGCTT
ACCAGTTCAGATTCCAGTAGCTGAGGAACAAATCTTAACTCCAAAAATAA
GTAATTGCGTCACTTTGGAGGAATTATTTGACCTTTTCATAACTTTGACAT
CACAACAATGAGGGTGAAGTTAGTAAAATAAATGATTATTATGAGGATAA
AATGAGAAAATGAATTNAGTGCTTAAGACAATGCTTGGTAACTAGTTAAN
CCG

Délka amplifikované sekvence: 178 bp
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 18 a musi byt
lokalizovano mezi D18S876 and GCT3GO1.

10. SV31R:

Pochéazi z kcncové sekvence pravého raménka YAC 752 g 8.
Primer A: CAAGATTATGCCTCAACT
Primer B: TAAGCTCATARTCTCTGGA

Sekvence DNA:

AAACTTTAACCAATTTAAACTCC CTAACAGTTCTATAAAATAAGCAAGATT
ATGCCTCAACTTTATGGATAAAGAAATGGAGGCATTAAGAGATAACTAAC
TTGCCCAAGGCCACACAAGTGACTGAGTAAGAATTGCAAAGCCAATGAG
TCTGGCTCCAGAGATTATGAGCTTAATCACCACACTGTGCCACCTCCTGT
GTTTCCTGG

Délka amplifikované sekvence: 131 bp
Toto STS se nevyskytuje na monochromozomovém mapovacim panelu
a neni informativni, co se tyce chiméricnosti YAC.

11. SVI1OL:

Pochazi z koncové sekvence levého raménka YAC 942_c_3.
Primer A: TCACTTGGTTGGTTAACATTACT

Primer B: TAGAAAAACAGTTGCATTTGATAT

Sekvence DNA:
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GGTNTTICACTTGGTTGGTTAACATTACTTCTAAGTTTTTTATTGTTTTTTA
TGCTATTGCTAATGGGATTGCTTTCTTAATTTATTTTTTCCAATAGCTTGT
TGTTAGTTTATATCAAATGCAACTGTTTTTCTATGCAAATTATGTTTCCT

Délka amplifikované sekvence: 130 bp
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 18 a musi byt
lokalizovédno mezi CHLC.GATA-p6051 and D13S968.

12. SV1O0R:

Pochazi 2z koncové sekvence pravého raménka YAC 942 c 3.
Primer A: AACCCAAGGGAGCACAACTG
Primer B: GGCAATAGGCTTTCCAACAT

Sekvence DNA: _
TTGGTGGTGCCCTAGGTTTGGCAATTATAAATAAAGCTGCTACAAACATT
CATGTGCAGGTCTCC GTGTGGACATAATTTTCCAGTTCATTTGGGTAAAA
CCCAAGGGAGCACAACTGTTGGATCCTATNATAAAAATATNTCTCGTTTC
ATTTAAAAAACCTGGGAAACTATCTNCCCACAGTGGCTGTCCCTTTTTGT
ATCCCCACCAACAATGTTGGAAAGCCTATTGCCANCAT

Délka amplifikované sexvence: 135 bp
Toto STS se vyskytiuje na chromozcocmu 18 a musi byt
lokalizovéncs mezi D128S%76 a GCT3GO1.

13. SveL:

Pochézi z koncové sekvence levého raménka YAC 961 h 9.

Nebyl navrZen Z&dny primer, protoZe tato sekvence je totoina
se znamym STR markerem D18S42, ktery tuto oblast opravdu
mapuje.

Primer A:

Primer B:

Sekvence DNA:
CATGNCTCACAGTGTTCTGAGGCTGCTCTGGACATGCAATCTTGCATGC
TTTTGTCATGACAGGTCTTAAANAGTTTATCAGCTTNCTCAAATAGCTGAA
TGACANAACACTGGATTTTTGTTCAAATANCCTATCAACTTGGCNTCTGT
GTTGCGGTTGTCACTTGGTAACAAAATAAGTC

Délka amplifikované sekxvence:

SV6L rozpoznava D18S42, ktery musi byt tudiZ lokalizovan mezi
WI-7336 a WI-8145.

14. SV6R:

Pochazi z koncové sekvence pravého raménka YAC 961 h 9.
Primer A: TTGTGGAATGGCTAAGT
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Primer B: GAAAGTATCAAGGCAGTG

Sekvence DNA:
TAATTGACAAATAAAAATTGTATATTTTNCATATTTAACATGTTATGCTAAC
ATATATATGGATTGTGGAATGGCTAAGTCAGAAATTCTTTTACATTCATAT
TTCCATATTATTTACTTTNNGCTTTAAAAAATATGTAAATGANAATACTTAT
TTTTTTCAGTGTCACTGCCTTGATACTTTCACATTTNNGTTACATATTATTT
CCCTTNCATCTAACAAATATATATTGAGTTTCTATAATGTGTCTGACACTG
A

Délka amplifikované sekvence: 122 bp
SV6R amplifikuje segment na chromozomu 18. Tento segment musi
byt lokalizovén mezi WI-2620 and WI-4211.

15, SvVZ2eL:

Pochézi z koncové sekvence levého raménka YAC 907 e 1.
Primer A: TATTTGGTTTGTTTGCTGAGGT
Primer B: CAAGAAGGATGGATACAAACAAG

Sekvence DNA:
TGGTCACTGGTGCCTTATTTIGGTTTGTITTGCTGAGGTCATATTTCCTGTG
GCCTTCATGCTTGATTTGTTGGAGTCTAGCCATGTAAAANTCTGTTGGAG
TCTAGGCATTTAAAAAATAGGTATTIATTGTAATCTTTGCCATTTGCTTGT
TTGTATCCATCCTTCTTGGGAAGGCTTTACAGGCATTCAAAAGG

Délka amplifikované sekvence: 154 bp
Toto STS se vyskytuje na chromozomu 13, tudiZ YAC 907 e 1 je
chiméricky.

16. SVZ26R:

Pochédzi z koncové sekvence pravého raménka YAC 907 e 1.
Primex A: CGCTATGCATGGATTTA
Primer B: GCTGAATTfAGGATGTAA

Sekvence DNA:
CGCTATGCATGGATTTAAACTGAGTGTAGTGCACTCACTATGTTGCAGTC
TCTTATTCTAGGTTCCTAATATTITACATCCTAAATTCAGCT

Délka amplifikované sekvence: 90 bp
Neni jasny vyskyt na monochromozomovém mapovacim panelu:
54dna informace, co se ty&e chiméricnosti na této strané YAC.
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Testovani 3 koncovych sekvenci obklopujicich mezeru
v dal3ich YAC: STS-markery WI-4211, D18S876 a GCT3GOl byly
také ukdzany v pofadi , aby bylo moZné jasnéji identifikovat

YAC na opa&nych stranach mezery v nasledujici tabulce 3.

Tabulka 3

STSs
YACs Wi4211 D18S876 SV31L SV11R SVIOR GCT3GO1
840 _b_1 +
766_f 12
846_a_5
752_g_
745_d
961_c_
942 c_
d
e_

+

+ +
-7 +
+
+

+ + o+
+ + + +
+ o+
+ 4+ 0+ + 4 4
+ '
)

717_
972_e_11 -
940_ h 0 - - - - +
821_e 7 - - - - +
731_c_7 - - - - -
889 _c 4 - - - -
807 e 1 - - - + +

8
_2
1
3
3
1
1

+
+ 4+

+ pozitivni zéasah, -: neni zasah, ve dvou pripadech, kdy se
ofekaval pozitivni zasah (za pPedpoklédaného wusporadani

markerd), ale nebyl pozorovéan, pficemZ divod neni Jjasny.

YAC 745 d 2 byl vylouc¢en z daldi analyzy, nebot zde nebyl
jasny zasah v chromzomu 18. Ze 7 zbyvajicich
z moﬁochromsomélniho mapovaciho panelu bylo zjisténo, Ze 3
byly chimérické a 4 nechiméricke, jak ukazuje nésledujici

tabulka 4.
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Tabulka 4°

YAC chiméricky chromozom
961_h_9 (6) ne

942 _c_3(10) . ne

766_f 12 (11) ne

731_c_7 (25) ano chromozom 7
907_e_1 (26) ano chromozom 13
752_g_8 (31) ne

717_d_3 (34) ano chromozom 1

Pro nechimérické YAC byly STS zaloZené na koncovych
sekvencich obklopujicich mezeru (10R, 1lR a 31L) Dbylky

testovany na 14 YAC obklopujicich mezeru. Prekryvy mezi YAC

na opaénych stranidch mezery byly prokazény, tj. koncova
sekvence "11R" (766 f 12) detekuje YAC 766_f 12 a YAC
907 E 1.

YAC pak byly selektovany, aby obsahovaly minimalni moZné

pfekryvajici se Céasti

Tabulka 5
YAC velikost chiméricky
961_h_9 1180 kb neni
766_f 12 1620 kb neni
907 e 1 1690 kb je (chr. 13)

Tyto t¥i YAC jsou stabilni jak bylo ur&eno PFGE a Jejich
velikost zhruba odpovidd publikovanym velikostem. Tyto YAC
byly preneseny do Jjinych hostitelskych kmenl kvasinek kvali

restrikénimu mapovani.
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Priklad 2
Konstrukce frgamentacniho vektoru

Fragment EcoRI/Sall velikcszi 4,5 kb z pBLC8.1 (lewis et
al., 1992) nesouci lysin-2 a telomerovou sekvenci byl smérové
klonovan do plazmidu GEM3zf(-) nadtépeného EcoRI/Sall. Poté
bylo ,koncové vyprostovaci misto™ ligovano k EcoRI mistu.
K tomu byly dva oligonukleotidy:

feté&zec 1: 5°- TTCGGATCCGGTACCATCGAT-3 " a

fetézec 2: 3°- GCCTAGGCCATGGTAGCTATT-5",
ligovany do éésteéﬁé (dATP) =zaplnéného mista EcoRI, c¢imZ byl
vytvofen vektor pDF1. Tripletové repetice obsahujici
fragmneta&ni vektory byly konstruovany klonovanim adapteru 21
bp & 30 bp CAG/CTG <z Klencwsm zaplnényceho mista Pstl v
pDFl. Transformace & selekce rcosxytla fragmneta&ni vektory
(CAG) a (CTG)- s crientaci repetic ve smyslu 57 ke 37

vzhledem k telomere.
Transformace kvasinek

Linearizovany (na&tépeny  Sall) vektor byl pouZit
k transformaci YAC klona 961 h 9, 766_f 12 nebo 907 e 1
uZitim metody s LiAc. Po transformaci byly YAC klony vysety
na SDLys- plotny pro selekci na piitomnost fragmneténich
vektoru. Po 2 a? 3 dnech byly pofizeny repliky kolonii na
SDLys -Trp -Ura  a SDlys -Trp -UJra plotny. Kolonie rostouci na
pudé SDlys -Trp -Ura’ ale nikoliv na SDLys -Trp -Ura”

obsahovaly fragmnetované YAC.
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Analvyza fragmentovanych YAC

Kvasinkova DNA izolovand 2z klonu se spravnym fenotypem
byly analyzovany gelovou elektroforézou v pulznim poli
(PFGE), po které néasledoval kapildrni prenos a hybridizace s
genem Lys2 a byly stanoveny velikosti fragmnetovanych YAC

srovnanim se standardem DNA znamé velikosti.
Konecné vyprosténi

Fragmentované YAc charakterizované velikosti spolecnou
pro ostatni fragmentované YAC, nasvédcujici p¥itomnosti
hlavnich CAG nebo CTG tripletovych repetic, byly na3tépeny
jednim z enzymu $té&picich v koncovém vyproStovacim misté, pak
byly ligovany a uZity ¥ transformaci E. Coli. Po namnoZeni
rransformovanych opaktsrii bryla Izolovana plazmidova DNA
& konce fragmentovanycn YAC, odpovidajici jedné ze sekvencl
obklopujicich izolované trnucleotidové repetice, byly
sekvencovany.

Pomoci sekvencovéani bylo zjisténo, Ze fragmentované YAc
stejné délky byly vSechny fragmentovany ve stejném misté.
Bylo provedeno prohledévéni databdze Genbank programem BLAST
s nové identifikovanou sekvenci, aby se zjistila homologie
s dosud znamymi sekvencemi. Uplnad sekvence zahrnujici CAG
nebo CTG repetice fragmentovanych YAC byla ziskany kosmidovyﬁ
sekvencovanim, u?itim primeru specifickych pro sekvenci
a sest¥ihovych ©primeru, jak bylo JjiZz dfive publikovano
(Fuentes et al., 1992, Hum. Gnete. 101: 346-350) nebo pomoci
soupravy pro sprochéazeni PO chromosomu™ (Clontech
Laboratories, Palo Alto, USA) jak popsali Siebert etal.,
‘Nucl. Acid. Resd., 1995, 23(6): 1087-1088 a Siebert et al.,
1995, CLONTECHniques X(II):1-3.
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Vysledky

Klon YAC 961 h 9 Dbyl transformovan fragmentac¢nim

vektorem (CAG) nebo (CTG) Vektor CTG neodhalil pritomnost

s4dnych repetic CTG. ARnalyza dvanasti (CAG)7 fragmentovanych
YAC ukéazala, Ze pét z nich mélo stejnou velikost pribliZné
100 kb. Koncové vyprosténi bylo provedeno s EcoRI
a sekvencovani t¥ech z téchto fragmentu odhalilo, Ze v3echny
sdilely koncové sekvence vyznacené kurzivou na obr. 1b5a.
Prohledavini GenBank programem BLAST wukézalo pfitomnost
sekvendni homologie s genem CAP2 (GenBank pristup. Cislo
1L40377) . Sekvence zahrnujici CAG repetice ukdzanad na obr. 1lba
byla ziskéna Jjak kosmidovym sekvencovénim tak 1 prochéazenim
pc  chromoscmu. FPolohz  sekvence v mapé Dbyla urcena mezi
markery D15S68 a WI-3170 pomoci mapovani obsahu STS.

YAC 766 _f 12 byl fragmentovédn wuZitim fragmentacniho

vektoru (CAG)- nebo (CTG) A opét vektor(CTG):, neodhalil

*4dné CTG repetice. Znalyza dvaceti (CAG)- fragmentovanych
YAC ukézala na existenci dvou skupin fragmentu stejné
velikosti: pét s pribliZnou velikosti 650 kb a dva pfibliZné
velikosti 50 kb.

Koncové vypro3té&ni bylo provedeno pomoci EcoRI u &tyfech
fragmentovanych YAC velikosti 650 kb. Sekvencovéani potvrdilo,
e vdechny sdileji identické 37" -konce, charakteristicke
sekvenci, kterd Jje zvyraznéna kurzivou na obr. 16a.
Prohledavani pomoci programu BLAST ukédzalo homologii této
sekvence s rodinu Alu repeticnich sekvenci. Sekvence
obsahujici repetice CAG uvedend na obr. 1l6a byla ziskéan
kosmidovym sekvencovanim. Sekvence byla lokalizovana mezi

markery WI-2620 a WI-4211 mapovanim podle obsahu S3TS YAC

kontigové mapy.
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Koncové vypro3té&ni bylo provedeno také u dvou fragmentu
velikosti 50 kb. Sekvencovani odhalilo sekvenci uvedenou
kurzivou na obr. 17a. Prohledavani pomocli programu BLAST
ukazalo, 2e zde neni Z&dna homologie se znamymi sekvencemi.
Kosmidové sekvencovani umozZnilo identifikovat uplnou sekvenci
obsahujici CAG repetice, uvedenou na obr. 17a. Sekvence byla
lokalizovana mezi markery D18S968 a D18S875 mapovanim podle
obsahu STS YAC kontigové mapy.

YAC klon 807 e 1 byl transformovan fragmentacénim
vektorem (CAG)7 nebo (CTG) 10- Vektor (CAG)7 neodhalil
pfitomnost Zadnych repetic CAG. Analyza dvacetisesti (CTG) 1o
fragmentovanych YAC wukédzala, Ze Jedenadvacet =z nich mélo
stejnou velikost pfibliZne 900 kb. Koncové vyprosténi bylo

provedeno s KpnI u tfech z téchto YAC fragmentu. Sekvencovani

odhalilo sekvenci, vyznacenou kurzivou na obr. 18a.
Prohledévini programem BLAST ukéazalc pritomnost homologie
s markerem GCT3G0I (GenBank pristup. Cislo G09484). Sekvence

zahrnujici CTG repetice byla =ziskana z databédze Genbank.
Poloha sekvence v mapé byla lokalizovana mezi markery 10R

a WI-528.




65 Plisro-13,

) ) Ly
PATENTOVE NAROKY

1. PouZ?iti useku lidského chromozomu 18g velikosti
8,9 cM leZiciho mezi polymorfnimi markery D18S68 a D185979
nebo jeho fragmentu pro identifikaci alespon jednoho lidského
genu, v&etné jeho mutovanych nebo polymorfnich variant, ktery

je asociovan s poruchou nélady nebo pribuznymi poruchami.

2. PouZiti YAC klonu obsahujiciho  cCast lidského
chromozomu 18g leficiho mezi polymorfnimi markery D18560
a D18S61 pro identifikaci alesponl Jednoho 1lidského genu,
vEetn& jeho mutovanych nebo polymorfnich variant, ktery Je
asociovan s poruchou nalady nebo pfibuznymi poruchami.

3. Pou?iti podle néaroku 2, kdy &ast chromozomu obsahuje
usek chromozomu 18g mezi polymorfnimi markery D18S68

a D185979 nebo fragment tohoto useku.

4., PouZiti podle naroku 2 nebo 3, kdy YAC klon Je
961 h 9, 942 c 3, 766_f 12, 731 _c_7, 907 e 1, 752 g 8 nebo
717 d 3.

5. PouZiti podle naroku 4, kdy YAC klon je 961 h 9,
766 £ 12 nebo 907 e 1.

6. PouZiti podle kteréhokoliv z prfedchozich naroka 1 aZ
5, kdy porucha nélady nebo pfibuznd porucha Je vybréna ze
skupiny, ktera podle taxonomie ,Diagnostického a statického
manualu mentélnich poruch“, verze 4 (DSM-IV) obsahuje poruchy
(296.%XX, 300.4, 311, 301, 13, 295.70), schizofrenii
a pribuzné poruchy (295.XX, 297.1, 298.9, 297.3, 298.9),
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uzkostné poruchy (300.X%XX, 309.81, 308.3), poruchy

prizpisobovani (309.XX) a poruchy osobnosti (kédy 301.XX).

7. Zpusob identifikace alespon Jjednoho lidského genu,
v&etné Jjeho mutovanych a polymorfnich wvariant, ktery Je
asociovany s poruchou né&lady nebo pribuznou poruchou,
vyznacdcuijilcli s e t 1 m, Ze obsahuje detekci
nukleotidovych tripletovych repetic v uUseku lidského

chromozomu 18g mezi polymorfnimi markery D18S68 a D185979.

8. ZpUsob identifikace alespoifl jednoho lidského genu,
véetnd Jjeho mutovanych a polymorfnich variant, ktery Je
asociovany s poruchou néalady nebo pfibuznou poruchou,
vyznacuijilci s e t i m, Ze obschuje fragmentaci
YAC klcnu definovaného v kterémxoliv z naroku 2 az 4

a detekci nukleotidovych tripletovych repetic.

9. Zpusob podle naroku 7 nebc 8, vy zZna ¢ujici
se tim e opakovany triplet je CAG nebo CTG.

10. Zpusob podle naroku 9 vy znacujilci s e
t im, e opakovany triplet se detekuje pomoci  sondy

obsahujici alespoil 5 CIG a/nebo CAG repetic.

11. Zpusob identifikace alespon jednoho lidského genu,
vietnd Jjeho mutovanych a polymorfnich variant, ktery Je
asociovany s poruchou nélady nebo pfibuznou poruchou, pricemz
gen je pritomen v DNA obsaZené v YAC klonech definovanych
v kterémkoliv z narokG 2 a? 5 vyznadcujicil s e
t i m, e tento zpusob obsahuje kroky, kdy se detekuje

exprimovany produkt tohoto genu pomoci protildtky schopné
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rozpoznat tento protein s aminokyselinovou sekvenci

obsahujici souvislou sekvenci alespon 8 glutaminovych zbytkul.

12. Zpusob podle néroku 11 vy znacuijilcli s e

t i m, Ze DNA tvofi ¢ast lidské cDNA expresni knihovny.

13. Zpusob podle naroku 11 nebo 12 vy znacujilci
s e t i m, Ze protildtka je monoklonalni protilatka (mAB)

1C2.

14. ZpUsob pripravy kontigové mapy YAC klonh Useku
lidského chromozomu 18g mezi polymorfnimi markery D18S60
a Dl8s6l, vyznadcuijilci S e t i m, Ze obsahuje
kroky, kdy se

a) YAC klony pcdle kteréhokoliv z ndroku 2 aZ b5

AN}

supbkleonuji ac vektcru s ,exonovou pastih,

b} kterakoliv =z nukleotidovych sekvenci uvedenych na
obrazcich 1 aZ 11 nebo kterdkoliv jind znédmd sekvence se
sekvendni znadkou ze zde popsaného YAC kontigu, nebo jejich
tast obsahujici souvislou sekvenci ne méné neZ 14 bazl nebo
sekvenci komplementarni, se uZije k detekci prekryva mezi
kosmidovymi vektory, a

c) zkonstruuje se kosmidovad kontigovd mapa YAC klonu

daného useku.

15. Zpusob identifikace alespon jednoho lidskeho genu,
nebo jakékoliv jeho mutované nebo polymorfni varianty,
ktery?to gen Jje asociovédn s poruchou nalady nebo p¥ibuznou
poruchou, vyzna<cuijiclil s e t i m, Ze zplsob
obsahuje kroky, kdy se:

a) savci bunky transfekuiji kosmidovymi vektory

s "exonovou pasti" pfipravenym podle néroku 14,
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b) sav&i bunky kultivuji ve vhodném médiu,

c) RNA transkripty exprimované =z promotoru SV40 se
izoluji,

d) z RNA transkriptu se pripravi cDNA,

e) identifikujl se sestfihové udalosti zahrnujicl exony
subklonované do kosmidovych vektoru s "exonovou pasti'" podle
naroku 14, aby se urc¢ila poloha kédujicich usekl
v subklonované DNA,

f) detekuji rozdily mezi kébdujicimi useky
a ekvivalentnimi tuseky v DNA Jjedince postiZeného poruchou
nalady nebo pribuznou poruchou, a

g) identifikuje se gen nebo jeho mutovana nebo
polymorfni varianta, ktery Jje asociovan s poruchou nélady

nebo pribuznou poruchou.

16. Zpusob identifikace alespcii jednoho lidského genu
nebo jehc mutovanych nebo polymorfnich variant, kteryZto gen
je asociovan s poruchou néalady nebo pribuznou poruchou,
vyznadc¢uijicili se tim Ze zpusob obsahuje kroky,
kdy se

a) subklonuji  YAC klony podle kteréhokoliv z naroku 2
a? 5 do kosmidu, BAC, PAC nebo jiného vektoru,

b) pouZije se kteradkoliv nukleotidovd sekvence uvedena
na obr. 1 a? 11 nebo jakékoliv jiné znémé misto se sekvencni
znacdkou z YAC kontigu popsaného zde, nebo Jeji Cést
obsahujici scuvislou sekvenci ne méné neZ 14 bazi nebo k ni
komplementarni sekvenci, pro detekci prekryvi mezi subklony
a ke konstrukci jejich mapy,

c) identifikuje se ©pozice genl Vv subklonované DNA
prostfednictvim identifikace Jjednoho nebo nékolika CpG

ostriivkll, zoo-pfenosem, hybridizaci subklonované DNA s cDNA
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knihovnou nebo northernovym prenosem mRNA z panelu
kultivovanych buné&nych 1linii,

d) detekuji se rozdily mezi geny a ekvivalentnimi useky
DNA Jjedincu postiZenych poruchou néalady nebo pfibuznou
poruchou, a

f) identifikuje se gen, ktery kdyZ Je defektni, je

asociovan s poruchou nalady nebo pfibuznymi poruchami.

17. Izolovany lidsky gen, vetn& jeho mutovanych nebo
polymorfnich variant, kteryZto gen Jje asociovan s poruchou
nadlady nebo pribuznou poruchou, a ktery lze ziskat zplsobem

podle kteréhokoliv z naroku 7 aZz 13, 15 nebo 16.

18. Lidsky ©protein, ktery, kdyz Jje defektni, je
asocciovan s poruchou nélady nebo pfibuznou poruchou, a ktery

je produktem exprese genu podle naroku 17.

19. cDNA kédujici protein podle naroku 18, kterou lze
ziskat zpusobem podle kteréhokoliv z naroku 7 aZz 13, 15 nebo

16.

20. PouZiti sondy obsahujici souvislou sekvenci alespon
14 nukleotidli z cDNA podle néaroku 19 nebo sekvenci k ni
komplementédrni ve zphsobu detekce u pacienta patologicke
mutace nebo genetické variace asociované s poruchou nalady
nebo pfibuznou poruchou, pficemZ zpusob obsahuje hybridizaci

sondy se vzorkem z pacienta a z kontrolniho jedince.

21. Molekula nukleové kyseliny, ktera cbsahuje
kteroukoliv nukleotidovou sekvenci ze sekvenci uvedenych na

obr. 15a, 16a, 17a nebo 18a.
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22. Molekula nukleové kyseliny, ktera obsahuje

nukleotidovou sekvenci, kterd se 1i31 kterékoliv ze sekvenci
uvedenych na obr. 15a, 16a, 17a nebo 18a pouze rozsahem

trinukletidovych repetic.

23. Protein kdbédovany molekulou nukleové kyseliny podle

naroku 21.

24. Protein kbédovany molekulou nukleové kyseliny podle

naroku 22.

25. Zpusob stanoveni néchylnosti k poruSe nalady nebo
pribuzné porude u jedince, vy znac¢cujicil se timn,
?e oksahuje analyzu vzorku DNA z jedince na pritcocmnost DNA
pol mocrfismu  asociovaného s poruchou nalady nebo pfibuznou
poruchou v useku chreomozomu 18g leZicim mezi polymorfnimi

markery D18S68 a D18S979.

o
(@)Y

Zpusob podle naroku 25 vy znadcuijilcl s e
t i m, Ze DNA polymorfismus Jje rozsah trinukleotidovych

repetic.

27. Zpusob podle naroku 26 vy znadcuijiclil s e
£t i m, e rozsah trinukleotidovych repetic Je obsaZen
v nukleotidové sekvenci, kterda se 1131 od kterékoliv ze
sekvenci uvedenych na obr. 15a, 16a, 17a nebo 18a pouze

rozsahem trinukletidovych repetic.

28. Zpusob podle naroku 26 nebo 27 vy znacujicil
s e t im Ze obsahuje kroky, kdy se:

a) zisk& vzorek DNA od jedince
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b) poskytnou primery vhodné pro amplifikaci nukleotidové
sekvence obsaZené v sekvenci ukédzané na kterémkoliv z obrazku
15a, 16a, 17a, nebo 18a, pri¢emZ primery ohranicuji
trinukleotidové repetice obsaZené v sekvenci,

c) primery se pcouziji na uvedeny vzorek DNA k provedeni
amplifikacni reakce,

d) stejnéd amplifika&ni reakce se provede na vzorku DNA
kontrolniho jedince, a

e) srovnaji se vysledky amplifikac¢ni reakce testovaného
jedince a kontrolniho jedince,

pricemZ vyskyt amplifikovaného fragmentu u testovaného
jedince, ktery Jje vét3i neZ fragment kontrolniho jedince,
indikuje pritomnost nachylnosti k porude nalady nebo pfibuzné

poruge u testovaného Jedince.

29. Zpusob podle néroku 28 vy znacuijilcil s e
t i m, Ze nukleotidova sekvence, kterd m& byt amplifikovéna,
je obsaZena v sekvenci uvedené na obr. 1ba, pficemZ primery

maji sekvenci uvedenou na obr. 15b.

30. zpusob podle naroku 28 vy znacuijilclil s e
t 1 m, Ze nukleotidova sekvence, kterd mé& byt amplifikovana,
je obsaZena v sekvenci uvedené na obr. 1l6a, priCemZ primery

maji sekvenci uvedenou na obr. 16b.

31. Zpusob podle naroku 28 vy znacuijilcli s e
t 1 m, Ze nukleotidovad sekvence, ktera ma byt amplifikovana,
je obsaZena v sekvenci uvedené na obr. 17a, pric¢emZ primery

maji sekvenci uvedenou na obr. 17b.

32. Zpusob podle naroku 28 vy zna<cuijilcil s e

t i m, Ze nukleotidova sekvence, kterd ma byt amplifikovéana,
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je obsaZena v sekvenci uvedené na obr. 18a, pricemZ primery

majil sekvenci uvedenou na obr. 18b.

33. Zpusob detekce nachylnosti jedince k poru3e nélady
nebo pribuzné poruse, vy znac¢cuicli s e t 1m Ze
zahrnuje kroky, kdy se:

a) ziskad vzorek proteinu od jedince a

b) detekuje se pritomnost proteinu podle naroku 24,

pfricemZ vyskyt tohoto proteinu u testovaného Jedince
indikuje pfritomnost néchylnosti k poruSe nalady nebo pribuzné

poruse.

34. Zpusob podle naroku 34 vy znac¢uijicli s e
t 1 m, Ze protein se detekuje protilatkou, kterd je schopna

rozpoznat scuvisly Ffetézec alespcn 2 glutaminu.

35. Zpusob podle naroku 34 vy znacuijicli s e

t 1 m, Ze protilatka Jje monoklondlni protilatka 1C2.

36. Nukleova kyselina podle néaroku 21 pro pouziti jako

1é¢ivo k l1léceni poruchy nélady nebo pribuzné poruchy.

37. Protein podle néaroku 23 pro pouziti Jako 1écivo

k léceni poruchy nédlady nebo pfibuzné poruchy.

38. Farmaceuticky pfipravek vy zn a ¢ u j 1 c i s e
£t i m, ?e obsahuje nukleovou kyselinu podle naroku 21

a farmaceuticky prijatelny nosic.

39. Farmaceuticky pfipravek vy znacuijilci s e
t 1 m, Ze obsahuje protein podle naroku 23 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.
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40. Expresni  vektor, ktery obsahuje nukleotidovou

sekvenci podle naroku 21 nebo 22.

41, Reportérovy plazmid, ktery obsahuje promotorovy usek
molekuly nukleové kyseliny podle néroku 21 nebo 22 umistény
proti sméru od reportérového genu, ktery kdduje reportérovou
molekulu, takZe exprese reportérového genu Jje Fizena timto

promotorovym usekem.

42 . Bunécénad linie transfekovanad expresnim vektorem podle

naroku 40.

43, Eukaryotickd bufika nebo mnchabunéfnd tkan nebo
organismus obsahujici <transgen koédujici protein podle naroxu

23 nebo 24.

44. 7pusob urceri, zda slouCenina Je zesiloval nebo
inhibitor exprese genu asociovaného s poruchou nalady nebo
pribuznou poruchou vy znacujilcli s e t im Ze
obsahuje kroky, kdy se:

a) bunka  podle naroku 42 privede do kontaktu
s testovanou slouceninou,

b) detekuje a/nebo kvantitativné vyhodnoti pfitomnost
jakéhokoliv transkriptu mRNA odpovidajiciho nukleové kyseliné
podle narocku 21 nebo 22, a

c) srovna hladina transkripce této nukleové kyseliny
s hladinou transkripce téZe nukleové kyseliny v buiice podle

naroku 42, ktera nebyla vystavena testované slouCenine.

45. Zpusob ur&eni, zda slouCenina Je zesiloval nebo

inhibitor exprese genu asociovaného s poruchou nalady nebo




pribuznou poruchou vy znadcuijilcli s e t im, Ze
obsahuje kroky, kdy se:

a) bunka podle naroku 42 ptivede do kontaktu
s testovanou sloucCeninou,

b) detekuje a/nebo kvantitativné vyhodnotl exprese
proteinu podle narcku 23 nebo 24, a

c) srovnd se hladina exprese tohoto proteinu s expresi
tého? proteinu v buiice podle naroku 42, kterd nebyla

vystavena testované slouclenineg.

46. ZplUsob urceni, zda sloucenina Je =zesilovaC nebo
inhibitor exprese genu asociovaného s poruchou nalady nebo
pF¥ibuznou poruchou vy zna c¢uijilclil S e t im, Ze
obsahuje kroky, kdy se:

a) bunika transfekovand reportérovym plazmidem podle
naroku 41 se privede do kontaktu s testovanou sloucenincu,

b) detekuje nebo kvantitativné vyhodnoti mnoZstvi
exprimované reportérové molekuly, a

c) srovnad se toto mnoZstvi s exprimovanym mnoZstvim
v bulice obsahujici reportérovy plazmid, ktera nebyla

vystavena testované sloucCeniné.

47. Sloufenina, kterd byla identifikovéna jako zesilovac
nebo inhibitor exprese genu asociovaného s poruchou nélady
nebo p¥ibuznou poruchou zplsobem podle kteréhokoliv z naroku

44 az 46.
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