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Hematopoietikus proteineket valamint ezek polipeptid fragmentjeit biztositj;};(

ideértve egerekbdl és emberekbdl szarmazo proteineket és polipeptideket. Tovabba
biztositj;;( a proteineket és a polipeptideket kédold DNS molekulakat is, valamint az
ezek termelésében hasznos vektorokat es sejteket. A proteinen levs epitophoz
kotédo antitesteket szintén biztositj}(;\k. A proteinek és polipeptidek hasznosak az in
vivo €s in vitro terapidaban is, valamint reagensekként is a sejttenyesztés és a sejt

szaporodas és fejlédes vizsgalatakor.
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Kereszt referencia és rokon alkalmazasok

Ez a talalmany a 08/215,203 sorozatszamu 1994. marcius 21-én iktatott
szabadalom folytatélagos része, mely alkalmazas viszont az 1994. februar 25-én
iktatott 08/203,197 sorozatszamu alkalmazas része. Ez utobbi alkalmazas az 1994.
februar 14-én iktatott 08/196,025 alkalmazas folyattdlagos resze, mely alkalmazasok

fuggében vannak és az irodalmi hivatkozas révén részet kepezik ezen talalmanynak.

A talalmany hattere

A hematopoiesis az a folyamat, melynek soran a vérsejtek a csontvelGben
levé pluripotens torzssejtekbdl kifejlédnek és differencialodnak. Ez a folyamat a
polipeptid ndvekedési faktorok (citokinek) komplex részveételét foglalia magaba,
melyek a célsejtekre a membranhoz kotott receptorokon keresztll hatnak. A citokin
miikodés cellularis szaporodast és differencialodast eredményez, valaszul egy adott
citokinre, mely gyakran szarmazas specifikus és/vagy allapot specifikus. Egy
egyeduli sejt tipus, mint példaul a vérlemezkeék kifejlédése egy torzssejtbdl szamos
megfeleld sorrendben hatd citokinek koordinalt miikddesét teszi szlikségesse.

Az ismert citokinek kozé tartoznak az interleukinok, mint példaul az IL-1, IL-2,
IL-3, IL-6, IL-8, stb; valamint a telep stimulalé faktorok, mint példaul a G-CSF, M-
-CSF, GM-CSF, az eritropoietin (EPQ), stb. Altalaban, az interleukinek immun és
gyulladasos valaszok mediatoraiként mikodnek. A telep stimulalo faktorok a
csontvels eredetii sejtek szaporodasat stimulaljak, az érett leukocitakat aktivaljak es
egyébként a gazda gyulladasi, fert6zési és immunolégiai kihivasaira adott
valaszainak szerves részét képzik.

Kulonbozé citokineket fejlesztettek ki terapias anyagokként. Példaul az
eritropoietint, mely az eritrocitak fejlédését stimulalja, a vese elégtelenségbdl eredd

anemia kezelésére hasznaljak. A telep stimulalé faktorok kozil sok a rak terapiaval
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kapcsolatban kerll felhasznalasra, a beteg immunrendszere helyreallitasanak
felgyorsitasara. Az interleukin-2, az alfa-interferon és a gamma-interferon bizonyos
rakos megbetegedések  kezelésében keril  felhasznalasra. Egy a
megakariocitopoiesist €s a thrombopoiesist stimulalo aktivitast azonositottak
thrombocitopenias  allatok test folyadékaiban, ezekre az irodalomban
"thrombopoietin"-ként utalnak (nemrégiben McDonald adott rola attekintést, Exp.
Hematol. 16:201-205, 1988 és McDonald, Am. J. Ped. Hematol. Oncol. 14:8-21,
1992). A tobb mint harom évtizedes kutatas ellenére az ezen aktivitasért felelGs
faktort, vagy faktorokat eddig nem sikerdlt vegérvenyesen jellemezni, egyrészt a
megfelels forras, a megfeleld vizsgalatok, valamint a termelesi hely(ek) ismeretének
hianyaban.

A vérlemezkék rendellenes mikodésével kapcsolatos enyhe vérzéses
rendellenességek (Mild Bleeding Disoreders = MBDs) viszonylag gyakoriak
(Bachmann, Seminar in Hematology 17:292-305, 1980), akarcsak szamos
veleszlletett vérlemezke miikodési rendellenesség, ideértve a Bernard-Soulier
szindrémat (a vérlemezke GPIb deficiencia), a Glanzmann-fele thrombastheniat (a
GPIIb és GPllla deficiencia, (hiany)), a velesziletett afibrinogemia (a plazmaban es
a vérlemezkékben a fibrinogén szintjeinek csokkenése vagy hianya), valamint a
sziirke vérlemezke szindromat (az alfa-granulumok hianya). Ezenkivil, szamos a
vérlemezke szekrécidval, tarolasi osszegydjtott anyag hiannyal, a veérlemezke
arachidonsav reakciout abnormalitasaval, a vérlemezke ciklo-oxigenaz és
thromboxan szintetazzal, valamint a vérlemezke aktivalasi hibakkal kapcsolatos
rendellenesség létezik (Rao and Holmsen attekintése, Seminars in Hematology,
23:102-118, 1986). Jelenleg ezen hianyok legtobbjének molekularis alapjai meg

mindig nem eléggé ismertek.



A vérlemezke proteinek izolalasa és jellemzése felbecsilhetetlen értéki
eszkdzt jelentene szamos a vérlemezke rendellenes mikddés alapjat ado
rendellenesség tisztazasaban. A részletes molekularis analizis f6 korlatozo lépése az
analizishez és a cDNS konyvtar megszerkesztéseéhez a vérlemezkékbdl vagy ezek
prekurzorabol, a megakariocitakbol valdo mRNS kinyerésével kapcsolatos
nehézségek. A vérlemezkék mag és transzkripcio nélklliek. A veérlemezkekkel
kapcsolatos nyomokban levé mRNS-ek nehezen izolalhatok és gyakran
degradalodnak. A vérlemezke cDNS konyvtar megszerkesztésehez ezeért nagy
szamu vérlemezkére van sziikség, tipikusan 25-250 egység teljes verre (lzumi et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 7477-7481, 1990; Wicki et al., Thrombosis and
Haemostasis 61:448-453,1989: és Wenger et al., Blood 73:1498-1503, 1989) vagy
az alapvetd thrombocitemianak koszonhet6 emelkedett vérlemezke szammal
rendelkezé betegek pheresisébdl (Roth et al., Biochem. Biophys. res Comm.
160:705-710, 1989). Ha vérlemezke-specifikus cDNS-eket izolaltak, akkor
feltehetéen az mRNS-ek a legsatbilabbak vagy ezek vannak legnagyobb
mennyiségben a telies MRNS tipusok kozott és feltehetéen a verlemezkék teljes
kodolo repertoarjanak csupan egy kis frakcidjat jelentik.

A vérlemezke cDNS konyvtarhoz egy alternativ Gtvonal a megakariocitakbol -
a vérlemezkék kozvetlen cellularis prekurzoraibdl - izolalt mRNSbSI vald kényvtar
izolalasa és megszerkesztése. A megakariocitak poliploid sejtek és azt varjuk téluk,
hogy a vérlemezke és megakariocita proteinek teljes komplementjét kodold mRNS-t
tartalmazzak. Azonban, nehéznek bizonyult a megfelel6 szamu és tisztasagt
megakariocitak izolalasa.

A molekularis bioldgia utobbi elérelépései nagyban hozzajarultak a
hematopoiesis megértéséhez azonban ugyanakkor azt is kimutattak, hogy a

folyamat meglehetésen bonyolult. Mig szamos citokint jellemeztek és néhanyat a
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klinikai gyakoriatban is felhasznalnak, tovabbra is sziukség van e tertleten tovabbi
olyan anyagokra, melyek a mieloid és limfoid prekurzorok szaporodasat es
differencialodasat, valamint az érett vérsejtek termelését stimulaljak. Kulonésen nagy
szilkség van azokra az anyagokra, melyek a megakariocita szarmazék sejtek,
ideértve a vérlemezkéket, szaporodasat és differencialodasat stimulaljak. A
tudomany e teriiletén tovabba szlikség van olyan anyagokra, melyek felhasznalhatok
a citopeniak kezelésében, ideértve a thrombocytopeniat, ez az allapot, amikor
abnormalisan alacsony a keringd veérlemezkék szama (kevesebb mint 1x10°
vérlemezke/mm3), valamint mas vérlemezke rendellenesség kezeléseben. A jelen

talalmany eleget tesz ennek az igénynek és biztosit mas kapcsolodd eldnydket is.

A talalmany Osszefoglalasa

A jelen talaimany egy ceélia hematopoietikus aktivitassal rendelkezé izolalt
proteinek biztositasa.

A jelen taldlmany egy tovabbi célja hematopoietikus aktivitassal rendelkezé
proteinek termelésére szolgald modszerek biztositasa, valamint az ezen
modszerekben felhasznalhato izolalt DNS molekulak, vektorok és sejtek biztositasa.

A jelen talalmany egy tovabbi célja egy hematopoietikus proteinen egy
epitophoz kotédé antitestek biztositasa.

A jelen taldlmany egy tovabbi célia a megakariocitak, vérlemezkék és
neutrofilek emiésokben, ideértve az embereket is, valo termelésének stimulalasara
szolgald modszerek biztositasa.

A jelen talalmany egy tovabbi célja szamos olyan eszkoz biztositasa, mely a
csontveld sejt fejlédés, differencialodas és szaporodas vizsgalataban hasznalhato,
valamint a csontveld sejt fejlédés, differencialédas és szaporodas abnormalitasaival

jellemzett betegségek detektalasaban hasznalhato.



A talalmany egy aspektusaban a jelen talalmany egy az alabbi csoportokbdl
szelektalt izolalt proteint biztosit:

a) a 2. szamu szekvencia aminosavainak szekvenciajat tartalmazo proteineket
a 45 aminosavmaradéktol a 196 aminosav maradeékig;

b) a 2. szamu szekvencia aminosavainak szekvenciajat tartalmazo proteineket
a 45 aminosavmaradéktol a 206 aminosav maradeékig;

c) a 19. szamu szekvencia aminosavainak szekvenciajat tartalmazo
proteineket a 22 aminosavmaradéktol a 173 aminosav maradekig;

d) a 19. szamu szekvencia aminosavainak szekvenciajat tartaimazo
proteineket a 22 aminosavmaradéktol a 175 aminosavmaradekig;

e) az (a), (b), (c) vagy a (d) allelikus variansait; és

f) az (a), (b), (c), (d) vagy az (e) faj homologokat , ahol az emlitett protein a
mieloid vagy limfoid prekurzorok szaporodasat vagy differencialodasat stimulaljak.
Bizonyos megvaldsulasokban a protein tartalmazza a 2. szamu szekvencia 45-379
aminosav maradékait, vagy a 19. szamu szekvencia 22-353 aminosav maradékait.

Egy ezzel kapcsolatos aspektusban a jelen talaimany egy a fentiek szerint
leirt proteint kodold izolalt polinukleotid molekulat biztosit. Egy megvalosulasban a
polinukleotid molekula egy olyan DNS molekula, mely tartaimazza az 1. szamu
szekvencia 237-692 nukleotidjait vagy a 18. szamu szekvencia 64-519 nukleotidjait
magaba foglald nukleotid szekvenciat tartalmazo kddold szalat. Egy masik
megvalésulasban a molekula az 1. szamu szekvencia 237-1241, 174-1241, 105-
1241, 105-722, 174-722, vagy a 237-722 nukleotidjait tartalmazza vagy a 18. szamu
szekvencia megfeleld régioit. A jelen taldlmany tovabba biztositja ezen molekulak
allelikus variansait, vagy egy hematopoietikus proteint kodoldé DNS molekulakat,
mely molekulak olyan proteint kodolnak, melyek az 1. szamu vagy a 18. szamu

szekvenciak emlitett részeinek egyike altal kodolt proteinnel aminosav szinten
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legalabb 80 %-0s azonossagot mutatnak. Biztositunk tovabba az ezen
szekvencidakkal komplementer molekulakat is.
Egy masik aspektus szerint a jelen taldlmany biztosit egy olyan izolalt DNS
molekulat, melyet az alabbi csoportokbdl szelektaltunk:
(a) a pZGmp1-1081 plazmid (ATCC 69566) Eco RI-Xho I inzertje,
(b) az (a) allelikus variansai; és
(c) az (a) vagy a (b) altal kodolt proteinhez aminosav szinten legalabb
80 %-0s azonossagot mutatd proteint kodold DNS molekuldk, ahol az izolalt DNS
molekula egy hematopoietikus aktivitassal rendelkez6 proteint kédol.
Egy masik aspektus szerint a jelen talalmany a kovetkezd mikodGképesen
kapcsolt elemeket tartalmazo expresszios vektort biztosit:
egy transzkripcios promotert;
egy DNS szegmentet, melyet az alabbiakat magaba foglald csoportbdl
szelektaljuk:
a) egy hematopoietikus proteint kddolé, valamint az 1. szamu
szekvencidban bemutatott a 237-692 nukleotidokat magaba foglalo
nukleotid szekvenciat tartalmazo DNS szegmenteket;
b) egy hematopoietikus proteint kodold, valamint az 18. szamu
szekvencidban bemutatott a 64-519 nukleotidokat magaba foglalo
nukleotid szekvenciat tartalmazo DNS szegmenteket;
c) az a) és b) allelikus variansait; és
d) egy az a), b) vagy c) altal kodolt proteinnel aminosav szinten
legalabb 80 %-os azonossagot mutatd hematopoietikus proteint kddolo
DNS szegmentet;

valamint egy transzkripcios terminatort.



Egy masik aspektusban, a jelen talalmany olyan tenyésztett sejtet biztosit,
melybe egy a fentiek szerint leirt expresszids vektort juttattunk be, ahol a sejt egy a
DNS szegment altal kodolt hematopoietikus proteint expresszal. Bizonyos
megvalosulasokban a sejt fonalasgomba sejt, egy emlbs sejt vagy egy bakterialis
sejt.

Egy masik aspektus szerint, a talalmany egy olyan nem-human emlGst
biztosit, melynek csira vonalaba egy a fentiek szerint leirt hematopoietikus proteint
kodolo heterolog DNS szegmentet juttattunk be, ahol az eml6s az emlitett DNS
szegment altal kodolt hematopoietikus proteint termeli.

Egy masik aspektusban a talalmany egy emidsben vald vérlemezke termelés
stimulalasara szolgald modszereket biztosit. Ezen modszerekben az emls az
alabbiakat magaba foglalo csoportbol szelektalt hematopoietikus protein egy
gyogyszerészetileg hatékony mennyisegeét kapja:

(@) a 2. szamu szekvencia 45-196 aminosav maradéekokat tartalmazo
aminosavainak szekvenciajat magaba foglalo proteineket;

(b) a 19. szamu szekvencia 22-173 aminosav maradékokat tartalmazo
aminosavainak szekvencidjat magaba foglald proteineket;

(c) az (a) és (b) allelikus variansait; és

(d) az (a), (b) vagy (c) faj homoldgjait, ahol a protein a mieloid vagy limfoid
prekurzorok szaporodasat és differencialodasat stimuldlja egy gyogyszereszetileg
elfogadhaté hordozdval egyuitt.

A taldlmany ezen és mas aspektusai egyértelmiiek leszenk az alabbi

részletes leirasra és a csatolt rajzokra valo hivatkozas réven.



A rajzok rovid leirasa

Az 1. abra a pDX vektor részleges restrikcios térkepét mutatja. A hasznalt
szimbdlumok a kovetkezdk: SV40 ori az SV40 replikacios origoja; SV40 E SV40
erésité: MLP adenovirus 6 késdi prométer; L1-3 adenovirus haromrészes vezetd; ss
hasitasi jelek; pA poliadenilacios hely.

2. abra a pBJ3 plazmid megszerkesztését illusztralja. A hasznalt szimbdélumok
a kovetkezék: TPIp TPI1 promoter; TPIt terminator; AAT alfa-1 anti-tripszin cDNS;

alfa alfa-faktor vezetd, mTPO egér TPO kodold szekvencia.

A talalmany részletes leirasa

A talaimany részletes leirasa el6tt hasznos lehet, ha megadjuk a talalmany
soran hasznalt bizonyos kifejezések meghatarozasat.

Allelikus varidns: Egy mutacio lévén létrejott gén alternativ formaja, vagy a

mutalt gén altal kodolt megvaitozott polipeptid. A gén mutacio lehet csendes (nincs
valtozas a kodolt polipeptidben), vagy kodolhat megvaltozott aminosav
szekvenciaval rendelkezd polipeptideket.

cDNS: Komplementer DNS, egy messenger RNS templat, vagy egy ilyen
komplementer DNS lehet egyszalu vagy kétszalu.

Expresszidos vektor: Egy linearis vagy cirkularis DNS molekula, mely egy a

kérdéses polipeptidet kodold szegmentet tartalmaz, olyan tovabbi szegmentekhez
mikdd6képesen kapcsolodva, melyek annak transzkripcidjat biztositjak. Az ilyen
tovabbi szegmentek kozé tartoznak a promoter és terminator szekvenciak, valamint
magaba foglalhat egy vagy tobb replikacios origot, egy vagy tobb szelektalhato
markert, egy erdsitét, egy poliadenilaciés jelet, stb. Az expresszidos vektorok

altalaban plazmid vagy viradlis DNS-b6l szarmaznak, vagy tartalmazhatnak mind a



kettébdl szarmazo elemeket. A "mikodSkepesen kapcsolodo” kifejezes azt jelzi,
hogy a szegmentek olyan elrendezésiiek, hogy szandeékolt céljukkal osszhangban
miikoddnek, példaul a transzkripcio a prométerben kezdddik és a kodolo szegmenten
keresztul zajlik a terminatorig.

Gén: A kromoszomalis DNS egy polipeptid lancot kodolo szegmentje. Egy gén
magaba foglal egy vagy tobb aminosavat kodolo régiot, melyek bizonyos esetekben
nem kodold "kdzbeavatkozd szekvenciakkal' (“intronokkal") tarkitottak, egyutt
szomszédos, nem kodold régiokkal, melyek a kodolo szekvencia transzkripciojat
biztositjak.

Komplementer molekuldk: egy komplementer bazis szekvenciaval valamint a

referencia szekvenciahoz képest reverz orientacioju polinukleotid molekulakat jelent.
Példaul a 5-ATGCACGGG-3' szekvencia az 5-CCCGTGCAT-3' szekvenciaval
komplementer.

Promoter: Egy gén olyan régioja, melynél az RNS polimeraz kotdik és az
MRNS szintézis elkezdbdik.

Ahogy azt fent jeleztlk, a jelen talalmany anyagokat és modszereket biztosit a
hematopoietikus aktivitassal rendelkezd proteinek eldallitasara. A talalmany szerinti
hasznalatban a "hematopoietikus” kifejezés arra a képességre utal, hogy a protein a
mieloid vagy limfoid prekurzorok szaporodasat és differencialédasat stimulalja ahogy
azt standard vizsgalatokban meghataroztuk. Lasd, példaul, Metcalf, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:5327-5330, 1980; Metcalf et al., J. Cell Physiol. 116:118-206, 1983, es
Metcalf et al., Exp. Hematol 15:288-295, 1987. Tipikusan a csontvel$ sejteket egy
teszt minta és egy kontrol minta jelenlétében inkubaljuk. Ezutan a tenyészetet
megvizsgaljuk a szaporodasra és differencidlodasra vizualis vizsgalattal és/vagy

festéssel. Egy kllénosen elényben részesitett vizsgalat a Mosman féle (J. Immunol.



Meth. 65:55-63, 1983; mely a hivatkozas réveén részét képezi a talalmanynak) MTT
kolorimertias vizsgalat, részletesen a példak kozott kerul leirasra.

A jelen talaimany részben azon aktivitas felfedezéséra alapszik, mely aktivitas
az MPL receptoron keresztll a sejt szaporodast stimulalja. Ez a receptor (Souyri et
al., Cell 63:1137-1147, 1990) ezen talaimany el6tt, egy "arva" receptor volt, melynek
nem ismerték a természetes ligandumat. A példak kozott részletesen leirt klonozasi
és mutagenezises folyamatokban a feltalalok kifejlesztettek egy olyan sejtvonalat,
mely egy MPL receptorhoz kotott reakciout stimulalasatol figg az eletben
maradasahoz és szaporodasahoz, és mely a receptor autokrin stimulélasara képes.
Az ezen interleukin-3 (IL-3) figgetlen sejtektdl szarmazé kondicionalt tapkozegrol azt
talaltak, hogy elseqiti az MPL receptort expresszald sejtek szaporodasat, es
maskulonben IL-3 fiiggSek voltak. Az antitest neutralizacios vizsgalatok azt mutattak,
hogy ez az aktivitas nem az IL-3-nak vagy az IL-4-nek koszonhetS, valamint ez az
MPL receptor oldott formajaval semlegesithetd. Az IL-3 fliggetlen sejtvonalbdl ezutan
egy cDNS kényvtarat allitottunk elé. A DNS-t baby hdrcsdg vese (BHK) sejtek
transzfektalasara hasznaliuk és a transzfektansokbol szarmazéd tapkozeget
vizsgaltuk az MPL-fliggé sejt szaporodas stimulalasara valo kepességre. Egy pozitiv
klont izolaltunk, a rekombinans MPL ligandumot elGallitottuk. Azt talaltuk, hogy a
rekombinans protein mieloid és limfoid prekurzorok széles skalajanak szaporodasat
stimulalja, valamint kilonosen, stimuldlja a csontvel6ben levd 8ssejtekbdl tortend
megakariocitak és neutrofilek termelését. Tovabba, azt talaltuk, hogy a rekombinans
protein a teszt allatokban stimuldlia a vérlemezkék termelését. Ezen adalékok
fényében a proteint thrombopoietinnek (TPO) neveztik el.

A jelen taldlmany biztositia a thrombopoietint kodold polinukleotid
molekulakat. Ebbdl a szempontbdl hasznos polinukleotid molekulak kozé tartoznak

az mRNS, a genom DNS, a cDNS, a szintetikus DNS és a kilonb6z6 forrasokbdl



szarmazoé fragmentek ligalasaval létrehozott DNS molekulak. A rekombinans TPO
termeléséhez eldnyben részeslinek az intron mentes DNS molekulak a legtobb
expresszios rendszerben valé alkalmazashoz. Az "izolalt" kifejezés alatt olyan
molekulak értendSk, melyeket eltavolitottunk természetes genom kornyezetlkbdl.
Ilgy a jelen talaimany biztosit mas génektsl mentes DNS molekuldkat, melyekkel
ezek kozonséges koriimenyek kozott kapcsolatban vannak. Kulonésen, a molekulak
mentesek a mellékes vagy nem akart kodold szekvenciaktol, valamint alkalmasak a
génsebészetileg manipulalt protein termelési rendszerekben valo felhasznalashoz.

A reprezentativ egér és human TPO proteineket kodolé c¢DNS  klonok
szekvenciai sorrendben az 1. szamu és a 18. szamu szekvencidakban keruitek
bemutatasra, valamint a megfelel6 aminosav szekvenciak sorrendben a 2. szamu és
a 19. szamu szekvenciakban kerliltek bemutatasra. A tudomany e terlletén kepzett
szakember szamara egyérteimd, hogy az 1., 2., 18. és 19. szamu szekvenciakban
bemutatott szekvencidk, valamint a 28. és 29. szamu szekvenciakban bemutatott
szekvenciak a ragcsald vagy human egyedlli alléloknak felelnek meg, valamint
feltételezzilk, hogy léteznek allelikus variansaik. Az 1., 18. és 28. szamu
szekvenciakban bemutatott DNS szekvenciak allelikus variansai, ideértve a csendes
mutaciokat tartalmazokat, valamint azokat, melyekben a mutaciok aminosav
szekvencia valtozasokat okoztak, a jelen talalmany korébe tartoznak, mint ahogyan
a 2. szamu és a 19. szamu szekvenciak allelikus variansai is. A tudomany e
teriiletén képzett szakember szamara egyértelmii, hogy |étrehozhatok olyan helyek,
melyek a nukleotid szekvencia manipulasat elSsegitik alternativ.  kédonok
felhasznalasaval.

A talalmanyban leirt ragcsald és human szekvenciak hasznos eszkOzok a
mas fajokbdl ("faj homologok") szarmazo TPO-t kodolo izolalt polinukleotid

molekulak el@allitasaban. Az ilyen elényben részesitett faj homologok kozé tartoznak
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az emlés homoldgok, mint példaul a szarvasmarha, a nyul, a sertés, a birka, a 10 és
kalénosen a f6emlids proteinek. Egy elsé fajbol szarmazé szekvencia informacié egy
masodik faj megfelel6 polinukleotid szekvencidjahoz valo klonozasanak modszere jol
ismert a tudomany e teriletén. Lasd, példaul Ausubel et al., eds., Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Inc., NY, 1987. A jelen talaimany TPO-t
kddolo DNS molekulai altalaban legalabb 60 %, elonyosen legalabb 80 % és esetleg
90-95 % vagy még magasabb %-U szekvencia azonossagot mutatnak az 1. szamu
és a 18. szamu szekvenciakkal és ezek allelikus variansaival. A thrombopoietin
molekulakat azon képességiikkel jellemezziik, hogy képesek-e specifikusan kotédni
az ugyanazon fajbdl szarmazé MPL receptorhoz es in vivo stimulaljak-e a
vérlemezke termelést. Normalis allati tesztekben a TPO képes a vérlemezke szintet
100 %-kal, vagy még jobban is megnovelni 10 napon belll a napi adagolas
megkezdése utan.

Az mRNS eloszlas analizise azt mutatta, hogy a TPO-t kodold mRNS szamos
human szovetben jelen van, sokkal nagyobb mennyiségben talalhaté azonban a
tiidében, a majban, a szivben, a vazizomban és a vesében. Igy az eltérd fajokbol
vald homoldgok izolalasahoz egy cDNS konyvtarat készitettink elényésen az egyik
olyan szdvetbdl, melyrdl gy talaltuk, hogy magas szinten termeli az mRNS-t. A
cDNS konyvtarak elGallitasara szolgald moddszerek jol ismertek a tudomany e
terliletén. Lasd, példaul Sambrook et al., eds., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, valamint az itt
hivatkozott irodalmakat. A TPO-t kodold molekuldk detektalasahoz ezutan a
kdnyvtarat az itt leirt egér vagy human cDNS-sel, vagy ezek fragmentjével, vagy az
itt leirt szekvencidk egy vagy tobb kisebb probaival probaltatjuk. Kdlonosen
hasznosak azok a probak, melyek legalabb 14 vagy tobb, egészen 25-ig terjedd

nukleotidot tartaimazo oligonukleotidot tartalmaznak, melyek legalabb 80 %-os



azonossagot mutatnak az 1. szamud, a 18. szamu €s a 28. szamu szekvenciak
azonos hosszUsagu részeivel, vagy ezek komplementer szekvenciaval. ElGnyben
részesiil, ha a konyvtarat alacsony hibridizacios kérliimények kozott probaltatjuk,
azaz kb 2x SSC-ben és a hibridizaciés hémerseklet korlibelll 50 C° hémérséklet és
jelolt probat alkalmazunk. Azokat a molekulakat, melyekhez a proba hibridizalodik
standard detektalasi eljarasokkal detektaljuk. A pozitiv klonokat szekvencia
analizissel és aktivitasi vizsgalattal megerdsitjik, mint példaul azon képességukkel,
hogy tudnak-e kotédni a homolog MPL receptorhoz (azaz a cDNSsel megegyezl
fajpol szarmazo MPL receptorhoz), vagy stimulaljak-e a homoldg csontveld sejtekbdl
torténd hematopoiesist. A tudomany e terlletén kepzett szakember szamara
egyértelmd, hogy mas klonozasi modszerek is felhasznalhatok.

A TPO-t kddold polinukleotid molekulak (ideértve az itt leirt molekulak allelikus
variansait és faj homologjait) szintén izolalhatok egy olyan sejtvonalbol vald
kldnozassal, mely sejtvonal az MPL ligandumot termeli es autokrin szaporodasi
stimulalast mutat. Réviden, egy faktor-fliggé sejtvonalat transzfektalunk, hogy
expresszalja az MPL receptort (Vigon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5640-
5644, 1992: Skoda et al., EMBO J. 12:2645-2653, 1993; és a 17. szaml
szekvencia), majd mutaltatjuk és a faktor-fliggetlen sejteket szelektaljuk. Ezutan
ezeket a sejteket hasznaljuk a TPO mRNS forrasakent. A megfeleld faktor-figgé
sejtvonalak kozé tartoznak az IL-3-figgé BaF3 sejtvonal (Palacios and Steinmetz,
Cell 41:727-734, 1985; Mathey-Prevot et al., Mol. Cell. Biol. 6: 4133-4135, 1986), az
FDC-P1 (Hapel et al., Blood 64:786-790, 1984) és a MO7e (Kiss et al., Leukemia
7:235-240, 1993). Szaporodasi faktor-fliggé sejtvonal létrehozhatd a kozzetett
modszerek segitségével (példaul Greenberger et al., Leukemia Res. 8:363-375,
1984 Dexter et al., in Baum et al., Eds., Experimental Hematology Today, 8th Ann.

Mtg. Int. Soc. Exp. Hematol. 1979, 145-156, 1980). Egy tipikus eljaras soran a
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sejteket eltavolitjuk a kérdéses szovetbdl (példaul csontveld, leép, magzati maj) es
egy hagyomanyos, szérummal kiegészitett tapkozegben szaporitjuk, mint peldaul 10
% magzati borju szérummal (FBS), 15 % lészérummal es 10-6 M hidrokortizonnal
kiegészitett RPMI 1640-ben. Egy-két hetes idétartam utan a nem adherens sejteket
osszegy(ijtjik, és a tenyészetek tapkozegét friss tapkozegre csereljuk. Az
Osszegy(jtott, nem adherens sejteket mossuk és hozzaadott ndvekedesi faktorral
kiegészitett tapkozegben tenyésztjiiik (példaul RPMI 1640 + 10 % FBS + 5-20 %
WEHI-3 kondicionalt tapkdzeg az IL-3 forrasaként). Ezeket a sejteket friss
tapkdzeggel taplaljuk egy két hetes id6tartamig és bdvitjik, ahogy a tenyészet
szaporodik. Néhany hét - néhany honap utan az egyes klonokat izolaljuk oly modon,
hogy a sejteket félszilard tapkézegre (példaul metilcellulozt tartalmazé tapkozegre)
szélesztjiik, vagy korlatozott higitassal. A klonok faktor figgGségét ugy erdsitjuk
meg, hogy az egyes kionokat a novekedési faktor hianyaban szaporitjuk. Retroviralis
fertézést vagy kémiai mutagenezist hasznalhatunk a névekedesi faktor-fuggd sejtek
nagyobb gyakorisaganak eléréséhez. Ezutan a faktor-figgd sejteket transzfektaljuk,
hogy expresszaljak az MPL receptort, majd mutaltatjuk, példaul kémiai kezelessel,
ultraibolya sugarzasnak, vagy rontgen sugarzasnak vetjuk ala, vagy retroviralis
inzertacios mutagenezisnek. Ezutan a mutagenizalt sejteket olyan kordlmeények
kozott tenyeésztjik, mely koriimenyek kozott a sejtek tulélése az autokrin novekedési
faktor termelésétsl fligg, azaz a szUlGi sejtek altal igényelt exogén novekedesi
faktor(ok) hianyaban. A TPO termelést szkrineléssel er6sitjik meg, mint peldaul az
MPL receptort expresszald és nem expresszald sejteken levé kondicionalt tapkozeg
tesztelésével, vagy a kondicionalt tapkozeg tesztelésével, az oldhatdo MPL receptor
vagy az ismert citokinek elleni antitestek jelenlétében.

A jelen taldlmany biztosit olyan izolalt proteineket, melyek alapvetGen

homoldgok a 2. szamu és a 19. szamu szekvenciak proteinjeivel, valamint ezek faj
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homologjaival. Az "izolalt" kifejezés olyan proteint takar, melyet a természtestdl elterd
kdrnyezetben talalunk meg, mint példaul a vértdl vagy az allati szovettdl eltérd
helyen. Egy elényben részesitett formaban az izolalt protein alapjaban veve mentes
mas proteinektdl, kilénésen mas allati eredet( proteinektdl. Elényben reszesil, ha
nagy tisztasagu proteineket biztositunk,  peldaul 95 %-os tisztasagan, meég
elényosebben 99 %-os tisztasagnal tisztabbakat. Az “"alapjaban véve homolog”
kifejezés a taldlmany szerinti hasznalatban olyan proteineket takar, melyek 50 %,
elénydsen 60 %, még elénydsebben legalabb 80 % szekvencia azonossagot mutat a
2. szamu vagy a 19. szamu szekvenciakban bemutatott szekvenciakkal, vagy ezek
faj homoldgjaival. Ezek a proteinek meég elényosebben legalabb 90 % azonossagot
mutatnak és legelénydsebben 95 %-os vagy annal nagyobb azonossagot a 2. szamu
vagy a 19. szamu szekvenciakkal vagy ezek faj homoldgjaival. A szazalékos
szekvencia azonossagot hagyomanyos modszerekkel hatarozzuk meg. Lasd,
példaul Altschul et al., Bull. Math. Biol. 48:603-616, 1986 és Henikoff and Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919, 1992. Roviden, ket aminosav
szekvenciat egymas mellé allitunk a felsorakoztatasi pontok optimalizalasa céljabdl
egy 10-es rés nyitd hibapontot hasznalva egy 1-es res extenziés hibapontot és a
Henikoff és Henikoff féle (ibid) pontozasi matrixot, a "blosum 62" matrixot hasznalva
amint azt az 1. tablazatban bemutatjuk (az aminosavakat a standard egy betus
kodokkal jeloljik). A szazalékos azonossagot ezutan szamoljuk ki, mint:

az azonos parosodasok teljes szama
x 100

[a hosszabb szekvencidk hosszusaga + a két szekvencia felsorakoztatasanak
megvalositasahoz a hosszabb szekvenciaba bejuttatott rések szama]

ae



[~
ol

vy 1T- ¢~ 0
L ¢ -
IT 2-

S

A A M L

¢~
c-
-

S

Z- 1- 1 T- 1
€- € 1I- 2zT- I-
p- T 1I- €- 2-
- 2- I- I- I-

L v- 2- 1I- &-

9 0 ¢~ 0
s 1I- 20

s -
%

d 4 W A 1

FUOIIYE 1

€

-

T-
e

€ -
[4

I

-

H

)

i

¢- T- €-
- ¢- t-
- ¢- V-
- 1= 1T-
0O T- 0
TI- €- 1I-
£- ¢- €t-
0O 1T- €-
T €= 1~
- 1T~ V-
- 1T~ €-
0 ¢- 1-
- €- 1I-
Z Vv- 3
S €-0
6 €£-

9

0O O 4a

€- €- 0
z- z- -
v- €- €-
0 I-0
T 1-1
z- T- T-
€- €~ -
z- 1- 1-
0o ¢ I-
€~ z- I-
g€~ €- 1I-
1 0 2-
0 2-0
0 0 TI-
o T 1I-
€- €= 0
T 2¢- 2-
9 0 g-
s I-

v

N ¥ ¥

< K Z OO0 O ®E U D HANXE BRRAODB S >



Az alapjaban véve homolog proteineket ugy jellemezzik, mint amelyek egy
vagy tébb aminosav helyettesitéssel, delécidval vagy addicioval rendelkeznek. Ezek
a valtozasok elénydsen kisebb mértékiiek, azaz olyan konzervativ helyettesitések,
melyek jelentésen nem befolyasoljak a protein feltekeredését vagy aktivitasat (lasd a
2. tablazatot); kis deléciok, tipikusan 1-30 aminosavat tartalmazok; és kis amino-
vagy karboxil-terminalis extenziok, mint példaul egy amino-terminalis metionin
maradék, egy 20-25 maradékot tartaimazo kis kotd peptid, vagy egy a tisztitast
el6segité kis extenzio, mint példaul egy poli-hisztidin szakasz, egy antigenikus
epitdp, vagy egy kot domen. Lasd altalaban Ford et al., Protein Expression and

Purification 2: 95-107, 1991, mely a hivatkozas révén részét képezi a talaimanynak.

2. tablazat

Konzervativ aminosav helyettesitések

Bazikus: arginin
lizin
hisztidin
Savas: glutaminsav

aszparaginsav
Polaros: glutamin
aszparagin
Hidrofob: leucin
izoleucin
valin
Aromas: fenilalanin
triptofan
tirozin
Kicsi: glicin
alanin
szerin
threonin

metionin



A TPO-ban az esszenciadlis aminosavak a tudomany e teruletén ismert
eligrasoknak  megfelel6en  azonosithatok, mint példaul hely iranyitotta
mutagenezissel, vagy alanin-scanning mutagenezissel (Cunningham and Wells,
Science, 244:1081-1085, 1989). Ez utobbi technikaban, egyediili alanin mutacidkat
juttatunk a molekula minden maradékahoz és a kapott mutans molekulakat biologiai
aktivitasukra teszteljiik (példaul receptor kotésre, in vitro vagy in vivo szaporodasi
aktivitasra), azon aminosav maradékok azonositasa  celjabol, melyek
kulcsfontossagliak a molekula aktivitasa szempontjabol. A ligandum-receptor
kolcsOnhatasok helyei szintén meghatarozhatok a kristaly szerkezet analizisével
amint azt olyan technikakkal, mint a nuklearis magneses rezonancia, krisztallografia
vagy fotoaffintisai jeloléssel meghatarozhato. Lasd, példaul de Vos et al., Science
255:306-312: Smith et al., J. Mol. Biol. 224:899-904, 1992; Wlodaver et al., FEBS
Lett. 309:59-64, 1992.

Altalaban, feltételezziik, hogy a citokinek négy-alfa hélix szerkezetliek, az els6
és a negyedik hélix a legfontosabb a ligandum-receptor kélcsonhatasban és a csalad
tagjai kozll a legerdsebben konzervalt. A 19. szamu szekvenciaban bemutatott
human TPO aminosavat tekintve a citokin szekvencidk egymasutanisaga azt
sugallja, hogy ezek a hélixek a 29-es és 53-as, 80-as és 99-es, 108-as és 130-as es
a 144-es és 168-as aminosav maradékok altal vannak sorrendben Osszekétve (a
hatarok +4 maradék). Az egér helix hatarok (2. szamu szekvencia) €s mas nem
human TPO-k meghatarozhatok a human szekvenciakkal valdo egymas mellé
allitason keresztil. A TPO mas fontos szerkezeti szempontjai kozé tartoznak a 2.
szamu szekvencia 51-es, 73-as, 129-es és 195-0s pozicioinal talalhatd cisztein
maradékok (a 19. szamu szekvencia 28-as, 50-es, 106-0s és 172-es maradékainak

felelnek meg).
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Tovabb4d, a jelen talalmany proteinjei (vagy ezek polipeptid fragmentjei) mas
bioaktiv molekuldkhoz csatlakoztathatok, kilondsen mas citokinekhez tobb-funkcios
molekulak létrehozasa céljabdl. Peldaul a thrombopoietin C-terminalis doménje
csatlakoztathaté mas citokinekhez azok biologiai tulajdonsagainak vagy a termelés
hatékonysaganak fokozasa ceéljabol. A thrombopoietin molekula ugy tinik ket
doménbél all. Az els§, megkozelitben 150 aminosavbol allo (amino-terminalis)
domén méretben hasonldo és szerkezeti hasonlosagokkal rendelkezik az
eritropoietinnel valamint mas hematopoietikus citokinekkel. Az els6 domén utan
kovetkezik a masodik, korllbelll 180 aminosavbol alld domén, mely szignifikansan
eltérd szerkezet(i az adatbazisban szerepld tobbi ismert protein szerkezettel. Ez a
masodik domén erésen gazdag N-kotddés glikozilacios helyekben, valamint szerin,
prolin és threonin maradékokban, melyek az O-kétddési glikozilacios helyek
fémjelz6i. Ez a meglehetGsen magas szénhidrat tartalom azt sugallja, hogy ez a
domeén szerepet jatszik a hidrofdb elsé domén viszonylag nagyobb oldékonysaganak
megvaldsitasaban. Kisérleti bizonyitékok alinak rendelkezésre, melyek azt jelzik,
hogy a masodik doménnel kapcsolatos szénhidrat reszt vesz a megfelel6
intracellularis ~Osszeéplilésben, valamint a protein  szekrécidjaban annak
bioszintézise soran. A masodik domén részt vehet az els6 domén proteolitikus
lebontas elleni stabilizalasban és/vagy a molekula in vivo felezesi idejének
meghosszabbitasaban, ezenkivil a protein specifikus aktiviasanak vagy biologiai jel
transzmittanciajanak lehetéve téeteleben.

A jelen talalmany igy egy sor Uj, hibrid molekulat biztosit, melyekben a TPO
masodik doménje egy masodik citokinhez kapcsolédik. Ei6nyben részesul, ha a TPO
C-terminalis doménje a masodik citokin C-terminusahoz kapcsolodik. A kapcsolodast
el6nydsen ugy vegezzik, hogy DNS szinten hasitast végzink a kiméra molkeulak

expressziojanak lehetévé tétele céljabdl rekombinans termelési rendszerekben. A



kapott molekulakat ezutan olyan tulajdonsagokra vizsgaljuk, mint fokozott
oldékonysag, fokozott stabilitas, megnétt tisztulasi felezési id6, vagy fokozott
expresszios és szekrécios szintek, valamint farmakodinamika. Az ilyen kiméra
citokinek specifikus példai kozeé tartoznak azok, melyekben a TPO masodik doménje
az EPO, G-CSF, GM-CSF, IL-6, IL-3 vagy IL-11 C-terminusahoz kot6dnek. Ahogy
azt fent emlitettuk, ezt kényelmesen DNS fuzioval hajtjuk végre. Ezytan a fuzionalt
cDNS-t egy megfeleld expresszios vektorba szubklonozzuk, majd gazdasejtekbe
vagy a hagyomanyos modszereknek megfeleld organizmusokba transzformaljuk
vagy transzfektaljuk. A kapott fuzios proteineket hagyomanyos kromatografias
tisztitasi technikakat hasznalva tisztitjuk (példaul kromatografias technikakkal),
valamint tulajdonsagaikat a természtes, nem fuzionalt, szul6i citokinek
tulajdonsagaival vetjik 6ssze. Az ilyen hibrid molekuldk tovabba tartalmazhatnak
tovabbi aminosav maradékokat (példaul egy polipeptid kotét) a proteinek vagy
polipeptidek alkotoreszei kdzott.

A fent leirt hematopoietikus proteinen tul, a jelen talalmany magaba foglalja
ezen proteinek és a fragmenteket kodolo izolalt polinukleotid molekulak fragmentjeit
is. Kulonosen figyelemre méltoak azok a fragmentek, melyek legalabb 10 aminosav
hosszusaguak és melyek egy MPL receptorhoz kotddnek, valamint az ilyen
polipeptideket kodolo legalabb 30 nukleotid hosszusagu polinukleotid molekulak. Az
ilyen tipusu polipeptidek ismert szkrinelési modszerekkel azonosithatok, mint példaul
az intakt protein emeésztesevel, vagy kis atfedd polipeptidek vagy polinukleotidok
szintetizalasaval (ezen utobbi expresszalasaval), tetszés szerint a fent leirt
szerkezeti analizishez vald technikakkal egyutt. A kapott polipeptideket ezutan azon
kepessegukre teszteljuk, hogy kepesek-e specifikusan az MPL receptorhoz kotédni
es a sejt szaporodast stimulaini az MPL receptoron keresztil. A kotodést

hagyomanyos modszerekkel hatarozzuk meg, mint példaul a Klotz (Science



217:1247, 1982 "Scatchard analizis") altal leirt modszert hasznalva. Roviden, egy
radiaaktiv jeldlési teszt polipeptidet inkubalunk az MPL receptort hordozo sejtekkel
jeldlés nélkilli TPO novekvs koncentracioinak jelenlétében. A sejthez kotott, jelolt
polipeptidet a szabad jeldlt polipeptidtél centrifugalassal elkllonitjik Ftalat olajon
keresztiil. A teszt polipeptid kotédési affinitasat ugy hatarozzuk meg, hogy abrazoljuk
a kotott:szabad jeldlés aranyat az ordinatan a kotott jeloléssel szemben az
abszcisszan. A kotddési specifitast Ggy hatarozzuk meg, hogy a TPO-tdl eltérd
citokinekkel szembeni kompeticiojat meghatarozzuk. A receptor kotédeés
meghatarozhaté a teszt vegyllet immobilizalt MPL receptorral vald kicsapatasaval
(vagy ennek ligandum koté extracellularis doménjével). Roviden, a receptort vagy
ennek egy részét egy oldhatatlan tamasztékon immobilizaljuk. A teszt vegyuletet
jeloljik, példaul a gazdasejtek metabolikus jelolesével, egy rekombinans teszt
vegylilet esetében, vagy hagyomanyosan in vitro jelolési modszerekkel (peldaul
radio-jodinaldssal). Ezutan a jelolt vegylletet az immobilizalt receptorral vegyitjuk, a
nem kot6dé anyagot eltavolitiuk és a kotott, jelolt vegylletet detektaljuk. A szamos
jelolés detektalasara szdlo modszerek jol ismertek a tudomany e terletén. A
szaporodas stimuldlasat hagyomanyosan hatarozzuk meg MTT  kolorimetrias
vizsgalatot hasznalva MPL receptort hordozé sejtekkel. A polipeptideket vizsgaljuk
aktivitasukra killonbozé koncentraciokban, tipikusan 1 nm - 1 mM hatarok kozott.

Az 50 vagy tébb maradékot, elényosen 100 vagy tébb, még elénydsebben
koriilbeliil 140 vagy még tobb maradékot tartalmazé nagyobb polipeptideket egeszen
a teljes érett protein méretéig szintén biztositja a taldlmany. Példaul, a 2. szamu
szekvenciaban bemutatott 51-195 (ezeket is beleértve) maradékokat magaba foglalo
aminosav szekvencia vagy a 19. szamu szekvenciaban bemutatott 28-172 (ezeket is
beleértve) maradékokat magaba foglaldé aminosav szekvencia analizise és

modellezése azt sugallja, hogy a molekulak ezen részei citokin-szer(i domének,
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melyek képesen az 6n-0sszeéplilésre. Szintén érdeklédésre tartanak szamot azok a
molekuldk, melyek ezt a mag citokin-szer(i domént valamint a primer transzlacios
termék egy vagy tobb szegmentjét vagy domenjét foglaljak magukba. Igy az egyeb
érdeklédésre szamot tartd polipeptideket a 3. tablazatban mutatjuk be.

3. tablazat
Egér TPO (2. szamu szekvencia)
Cys (51-es maradék)--Val (196 maradek)
Cys (51)--Pro(206)
Cys (51)--Thr (379)
--Cys (195)

)--

)--

)--Pro (206)

)--Thr (379)

O (19. szamu szekvencia)

--Val (173)

--Arg (175)

--Gly (353)
)--Cys (172)
)--Val (173)

Ser (22)--Arg (175)
)--Gly (353)

--Cys (172)

--Val (173)



A tudomany e teriletén képzett szakember szamara felismerhetd, hogy a
molekulak kdztes formai (példaul a 2. szamu szekvencia 196-206 maradékok kozotti
C-terminusai vagy a 19. szamu szekvencia 22-28 maradékai kozotti N-terminusai)
szintén érdeklédésre tartanak szamot, mint egy vagy tobb aminosav helyettesitéssel,
delécidval, inzertacidval vagy N- vagy C-termindlis extenziokkal (ahogy azt
korabban leirtuk) rendelkezd polipeptidek. igy a jelen talalmany biztosit legalabb 10,
elénydsen legalabb 50, még elénydsebben legalabb 100 és legel6nydsebben
legalabb 140 aminosav maradékbol allo hematopoietikus polipeptideket, ahol az
emlitett polipeptidek alapjaban véve homologok a 2. szamu vagy a 19. szamu
szekvenciak hasonld méretl polipeptidjeivel.

A jelen talalmany proteinjei eldallithatok génsebészetileg manipulalt
sejtekben, hagyomanyos technikaknak megfelelGen. A megfeleld gazdasejtek azok a
sejt tipusok, melyek egy exogén DNS-sel transzformalhatok, vagy transzfektalhatok
és tenyeészetben szaporithatok, ideértve a baktériumokat a fonalas gomba sejteket,
valamint a magasabbrend(i eukariota sejtek tenyészeteit. A klonozott DNS molekulak
manipulalasara szolgald technikdkat és az exogén DNS szamos gazdasejtbe valo
bejuttatasanak technikajat Sambrook et al irtak le (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989, és Aysabel et al., ibid., melyek a hivatkozas révén részét képezik a
talalmanynak.

Altalaban a jelen talalmany egy proteint koédold DNS szekvencia
miikodéképesen kapcsolodik egy transzkripcios promoterhez es terminatorhoz egy
expresszios vektoron belll. A vektor altalaban tartalmaz egy vagy tobb szelektalhato
markert és egy vagy tobb replikacids origot, bar a tudomany e terGletén képzett
szakemberek felismerik, hogy bizonyos rendszerekben a szelektalhaté markerek egy

kildn vektoron biztosithatok, és az exogén DNS replikacidja ugy biztosithatd, hogy



azt a gazdasejt genomjaba juttatjuk be. A promoterek, terminatorok, szelektalhato
markerek, vektorok és mas elemek szelekcidja rutin tervezés kérdése a tudomany e
terliletén képzett szakemberek szamara. Szamos ilyen elem kerllt leirasra az
irodalomban és beszerezhetd a kereskedelmi ellatoktol.

Hogy egy a jelen talaimany szerinti proteint gazdasejtek egy szekrécios utjara
iranyitsunk egy szekracios jel szekvenciat (vezeto szekvenciaként, prepro
szekvenciaként vagy pre szekvenciaként is ismert) biztositunk az expresszios
vektorban. A szekrécios jel szekvencia a helyes olvasasi keretben csatlakozik a jelen
talaimany proteinjét kodold DNS molekulahoz. A szekrécios jel szekvenciak
altalaban a kérdéses proteint kodold DNS szekvencia 5' iranyaban helyezkedik el,
bar bizonyos jel szekvenciak mashol is pozicionalhatok —a kérdéses DNS
szekvenciaban (lasd példaul Welch et al., 5,037,743 szamu US szabadalom; Holland
et al., 5.143,830 szamu US szabadalom). A szekrécids jel szekvencia lehet olyan,
mely normalisan kapcsolédik a jelen talaimany egy proteinjével, vagy szarmazhat
egy masik szekretalt proteint kodold genbdl.

Az élesztégomba sejtek, kilénésen a Saccharomyces nemzetseg sejtjei
elényben részesitett gazdak a jelen taldlmanyban valo alkalmazashoz. Az
élesztégombak  exogén DNS molekulakkal valo transzformalasara szolgalo
modszerek, valamint az ezekbd! térténé rekombinans protein elallitasara szolgald
modszerek példaul a Kawasaki 4,599,311 szamu US szabadalomban; a Kawasaki et
al., 4,931,373 szamu szabadalomban; a Brake, 4,870,008 szamu UN]
szabadalomban:; Welch et al., 5,037,743 szamu szabadalomban; valamint Murray et
al., 4,845 075 szamu szabadalomban kerllt leirasra, melyek a hivatkozas réven
részét képezik a talalmanynak. A transzformalt sejteket a szelektalhato markerek
segitségével fenotipus alapjan szelektaljuk, altaldban drog rezisztencia alapjan, vagy

azon képességlk alapjan, hogy képesek bizonyos tapanyagok hianyaban is



.
XY rY)
-

- 26 -

szaporodni (példaul leucin hianyaban). Az élesztégombakban valo alkalmazashoz
elényben részesitett vektor rendszer a POT1 vektor rendszer, melyet Kawasaki et al
(4,931,373 szamu US szabadalom) irtak le, mely lehetove teszi, hogy a transzformalt
sejteket gliikoz-tartalmu tapkézegben szaporitva szelektaljuk. Az élesztégombak
esetén elényben részesitett szekrécios jel szekvencia a S.cerevisiae MFalfal genje
(Brake, ibid.; Kurjan et al., 4,546,082 szamu US szabadalom). Az élesztégombakban
valo alkalmazashoz a megfeleld promoterek és terminatorok koze tartoznak a
glikolitikus enzim gének kozé tartozok (lasd peldaul Kawasaki 4,599,311 szamu US
szabadalmat; Kingsman et al., 4,615,974 szamu US szabadalmat; valamint Bitter
4,977,092 szaml US szabadalmat, melyek a hivatkozas révén részet képezik a
talalmanynak), valamint az alkohol dehidrogenaz genek kozé tartozok. Lasd a
4,990,446, az 5,063,154, az 5,139,936 és a 4,661,454 szamu US szabadalmakat,
melyek a hivatkozas révén részét képezik a talalmanynak. A mas élesztégombakhoz
valo transzformacios rendszerek, ideértve a Hansenula  polymorpha,a
Schizosaccharomyces pombe, a Kluyveromyces lactis, a Kluyveromyces fragilis,az
Ustilago maydis, a Pichia pastoris, a Pichia guillermondiiés a Candida maltosa jol
ismertek a tudomany e teriletén. Lasd, példaul Gleeson et al., J. Gen. Microbiol.
132:3459-3465, 1986 és Cregg, 4,882,179 szamu US szabadalmat.

Mas gomba sejtek szintén megfeleld gazdasejtek. Peldaul az
Aspergillussejtek  felhasznalhatok McKnight et al., (4,935,349 szamu US
szabadalmat, mely a hivatkozas révén részét képezi a talalmanynak) altal leirt
modszernek megfeleléen. Az Acremonium chrysogenum transzformalasara szolgalo
modszert Sumino et al (5,162,228 szamu US szabadalom) irtak le, mely a
hivatkozas révén részét képezi a talalmanynak. A Neurospora transzformalasara
szolgald modszereket Lambvowitz (4,486,533 szamu US szabadalom) irta le, mely a

hivatkozas révén részét képezi a talaimanynak.



A tenyésztett emlSs sejtek szintén elényben részesitett gazdasejtek a jelen
talalmanyon belill. Az exogén DNS molekula emlés gazdasejtbe vald bejuttatasara
szolgalo modszerek kdzé tartoznak a kalcium foszfat altal kozvetitett transzfektalas
(Wigler et al., Cell 14:725, 1978; Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7:603,
1981: Graham and Van der Eb, Virology 52:456, 1973), az elektroporacié (Neumann
et al., EMBO J. 1:841-845, 1982) és a DEAE-dextran altal kozvetitet transzfekcid
(Ausubel et al., eds., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons,
Inc., NY. 1987), melyek a hivatkozas reéveén részet kepezik a talalmanynak. A
rekombinans proteinek tenyésztett emids sejtekben valo termeléset példaul Levinson
et al., (4,713,339 szamu US szabadalom) Hagen et al., (4,784,950 szamu US
szabadalom), Palmiter et al., (4,579,821, szamu US szabadalom) és Ringold
(4,656,134 szamu US szabadalom) irtak le, melyek a hivatkozas révén részet
képezik a talalmanynak. Az el6nyben reszesitett tenyésztett emlés sejtek koze
tartoznak a COS-1 (ATCC CRL 1650), a COS-7 (ATCC CRL 1651), a BHK (ATCC
CRL 1632), a BHK 570 (ATCC CRL 10314), a 293-as (ATCC CRL 1573; Graham et
al., J. Gen. Virol. 36:59-72, 1977) és a kinai horcsdg ovarium (peldaul CHO-K1;
ATCC CCL 61) sejtvonalak. A tovabbi megfeleld sejtvonalak ismertek a tudomany e
teriiletén és beszerezhetSk olyan deponaloktol, mint az American Type Culture
Collection, Rockville Maryland. Altaldban az er8s transzkripcios promotereket
részesitjtik elényben, mint példaul az SV-40 vagy a citomegalovirus promotereket.
Lasd példaul a 4,956,288 szamu US szabadalmat. Mas megfeleld promoterek kozé
tartoznak a metallotionein génekbél szarmazok (4,579,821 és 4,601,978 szamu US
szabdalmak, melyek a hivatkozas révén részét képezik a talalmanynak) es az
adenovirus f6 késéi promoter.

A drog szelekciot altalaban a tenyésztett emlds sejtek szelektalasara

hasznaljuk, melyekbe korabban idegen DNS-t inzertaltunk. Az ilyen sejtekre
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altalaban "transzfektansokként" utalunk. A szelektiv anyag jelenléetében tenyésztett
valamint a kérdéses gént az utdédokba atorokiteni képes sejtekre altalaban "stabil
transzfektansokként" utalunk. Egy elényben részesitett szelektalhatd marker egy
antibiotikus neomycinnel szemben rezisztenciat kodold gén. A szelekciot egy
neomycin-szer( drog jelenlétében hajtjuk végre, mint amilyen példaul a G-418 vagy
a hasonld drogok. A szelekcios rendszerek felhasznalhatok a kérdéses geén
expresszios szintjeinek fokozasa céljabdl is , mely folyamatra "amplifikaciokent”
utalunk. Az amplifikaciét ugy hajtjuk végre, hogy a transzfektansokat egy szelekcios
anyag alacsony szintjének jelenlétében tenyésztjik, majd a szelekcios anyag
mennyiségét noveljik az olyan sejtek szelektalasa céljabol, melyek a bejuttatott
gének termeékeinek magas szintjeit termelik. Egy elonyben részesitett amplifikalhato
szelekcios marker a dihidrofolat reduktaz, mely a metotrexattal szemben biztosit
rezisztenciat. Mas drog rezisztencia gének (példaul a higromycin rezisztencia, a
multi-drog rezisztencia, a puromycin acetil-transzferaz) szinten felhasznalhatok.

Mas magasabbrend(i eukaridta sejtek szintén felhasznalhatok gazdakkent,
ideértve a rovar sejteket, a névényi sejteket és a madarak sejtjeit. A rovar sejtek
transzformalasarél és a benniik torténd idegen proteinek termelésérdl Guarino et al
(5,162,222 szamu US szabadalom), Bang et al., (4,775,624 szamu US szabadalom)
és a WO 94/06463 szamu WIPO kozlemény szamolnak be, melyek a hivatkozas
révén részét képezik a talalmanynak. Az Agrobacterium rhizogenes vektorkent valod
felhasznalasarol gének novényi sejtekben vald expresszalasardl Sinkar et al., (J.
Biosci. (Bangalore) 11:47-58, 1987) szamoltak be.

A jelen talalmany megvalositasahoz el6nyben részesitett prokariota
gazdasejtek az Escherichia coli baktérium torzseinek sejtjei, bar Bacillus és mas
nemzetségek szintén hasznosak lehetnek. Az ezen gazdak transzformalasahoz és a

benniik kidnozott idegen DNS szekvenciak expresszalasahoz valo technikak jol



ismertek a tudomany e tertletén (lasd Sambrook et al., ibid.) Ha a proteineket
baktériumban, mint példaul E. coli-ban expresszaljuk a protein visszamaradhat a
citoplazmaban, tipikusan oldhatatlan granulumokként, vagy a periplazmas téerbe
kerllhet egy bakteridlis szekrécios szekvencia révén. Az elsd esetben a sejteket
lizaljuk és a granulumokat kinyerjuk és denaturaljuk példaul guanidin izotiocianattal.
A denaturalt proteint ezutan ujra hajtogatjuk a denaturans higitasaval. A masodik
esetben a protein a periplazmas térbél oldhato és funkcionalis formaban nyerhetd ki
ha a sejteket Osszetorjuk (példaul szonikalassal vagy ozmozisos sokkal) a
periplazmas tér tartalmanak kiszabaditasa és a protein kinyerése céljabol.

A transzformalt vagy transzfektalt gazdasejteket hagyomanyos eljarasoknak
megfelel6en tenyésztjik egy tapanyagot és a valasztott gazdasejt szaporodasahoz
szilkséges mas alkotorészeket  tartalmazd tapkozegben. Szamos megfeleld
tapkdzeg, ideértve a hatarozott tartalmu tapkozeget és a komplex tapkozegeket,
ismert a tudomany e terlletén, és ezek kozé tartoznak altalaban a szeén forras, a
nitrogén forras, az esszencialis aminosavak, vitaminok és asvanyi anyagok. A
tapkozegek sziikség szerint tartalmazhatnak olyan alkotorészeket is, mint a
novekedési faktorok, vagy szérumot. A szaporodasi tapkozeggel altalaban olyan
sejtekre szelektalunk, melyek tartaimazzak az exogen modon hozzaadott DNS-t,
példaul drog szelekcioval, vagy egy esszencidlis tapanyag hianyaval, melyet az
expresszios vektor altal hordozott szelektalhato markerrel egeszitink ki vagy a
gazdasejtbe ko-transzfektaljuk.

A jelen talalmanyon belll, transzgenikus allat technologia is alkalmazhato a
TPO termelés megvaldsitasa céljabol. Elényben reszesul ha a proteint egy gazda
néstény allat tejmirigyében termeltetjik. A tejmirigyben vald expresszid, valamint a
kérdéses protein tejbe valo ezt kdvets szekrécidja szamos mas forrasbdl szarmazoé

protein izoldlasaval kapcsolatos nehézséget megold. A tej konnyen dsszegyljthetd,



nagy mennyiségben all rendelkezesre és biokemiai szempontbdl jol jellemzett.
Tovabba, a f6 tej proteinek nagy koncentracioban vannak jelen a tejben (koralbelul
1-15 glliter).

Kereskedelmi szempontbdl vildgosan preferalhatd ha olyan fajt hasznalunk
gazdanak, mely nagy tejhozamot ad. Mig a kisebb allatok, mint az egér és a patkany
felhasznalhatok (és elényben részeslinek az elmélet igazolasanak stadiumaban) a
jelen talalmanyon belll elényben részesil a haziallatok felhasznalasa, ideértve az
ezekre valo korlatozas nélkil a sertéseket, a kecskéket a juhokat es a
szarvasmarhakat. Kilondsen a juhok részesilnek elényben olyan tényez&knek
koszonhetSen, mint a fajjal kapcsolatos korabbi transzgenizmus, a tejhozam,
koltségek valamint a juh tej 6sszegyljtéséhez konnyen beszerezhetd eszkozok.
Lasd a WO 88/00239 szamu WIPO kozzétételt a gazda faj kivalasztasaval
kapcsolatos tényez6k Osszevetése celjabol. Altalaban kivanatos egy olyan gazda
allatot kivalasztani, melyet mar tenyésztés ala vettek a tejtermeléshez, mint példaul
az East Friesland juhot, vagy a transzgenikus vonal tenyésztésével tejelé allomanyt
létrehozni egy késébbi idGpontban. Barmilyen esemeényben ismert, j0 egeészségi
allipotu allatokat kell hasznalni.

A tejmirigyben valo expresszid megvalositasahoz egy tej protein génbdl
szarmazo transzkripcios promotert hasznalunk. A tej protein gének kézé tartoznak
azok, melyek a kazeineket (lasd az 5,304,489 szamu US szabadalmat, mely a
hivatkozas révén részét képezi a taldlmanynak), a beta-laktoglobulint, az alfa-
laktalbumint és a savo savas proteint kodoljak. A beta-laktoglobulin (BLG) promoter
részesll elényben. A juh beta laktoglobulin gén esetében a gén 5' szomszédos
szekvenciajanak legalabb 406 bazispar hosszusagu proximalis régidjat hasznaljuk
altalaban, bar az 5 szomszeédos szekvencia nagyobb részei is felhasznalhatok,

egészen 5 kilobazispar méretig, ezek részesullnek elényben, mint példaul az &'
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szomszedos promotert €s a beta-laktoglobulin gén nem-kodoid részét tartalmazo
korulbeldl 4,25 kilobazispar hosszusagu DNS. Lasd, Whitelaw et al., Biochem J. 286:
31-39, 1992. Mas fajokbdl szarmazo DNS promoterek hasonlo fragmentjei is
felhasznalhatok.

A beta-laktoglobulin gén mas regioi szintén beépithetdk a szekrezetekbe,
mivel a gén genom régioi is expresszalhatok. A tudomany e tertletén elfogadott, ha
a szerkezetbdl hianyoznak az interferonok, példaul gyengén expresszalnak az ilyen
DNS szekvenciakat tartalmazo szerkezetekhez viszonyitva (lasd Brinster et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:836-840, 1988; Palmiter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:478-482, 1991: Whitelaw et al., Transgenic Res. 1:3-13, 1991; WO 89/01343 és
WO 91/02318 szamu szabadalmak). Ebbdl a szempontbdl, altalaban elényben
részesul, ahol lehetséges, ha a kérdéses proteint vagy polipeptidet kodold gén nativ
intronjanak egészét vagy egy részét tartaimazo genom szekvenciak kerdlnek
felhasznalasra, igy legalabb néhany intron, példaul a beta-laktoglobulin génbdl
szarmazo, tovabbi inkluzioja eldnyben részesll. Egy ilyen régio egy olyan DNS
szegment, mely biztositja az intron hasitast és az RNS poliadenilalast a juh beta-
laktoglobulin gén 3' nem-kodold régidjabol. Ha egy gén természetes 3' nem-kédolo
szekvenciaira cseréljik ez a juh beta-laktoglobulin szegment a kérdéses protein
vagy polipeptid expresszids szintjeit fokozni és stabilizalni képes. Mas
megvalosulasokban a TPO szekvencia iniciacios ATG kodonjat kozrefogo regiot egy
tej specifikus protein génbdl szarmazo megfelelé szekvenciakra cseréljuk. Az ilyen
helyettesités egy feltételezett szdvet-specifikus iniciacios kornyezetet biztosit az
expresszio fokozasara. Lehetdseg van a teljes TPO pre-pro szekvencia és az 5' nem
kodolo szekvenciak olyan szekvenciakkal vald helyettesitésere mint példaul a BLG

geén, bar kisebb régiok is helyettesithetok.



A TPO tranziens allatokban valo expressziojahoz egy a TPO-t kodolé DNS
szegmentet mikodékepesen kapcsolunk tovabbi olyan DNS szegmentekhez, melyek
szlkségesek ennek expresszidjahoz expresszios egyseégek létrehozasa céljabdl. Az
ilyen tovabbi szegmentek kozé tartoznak a korabban emlitett prométer, valamint
olyan szekvencidk, melyek a transzkripci6 terminacidjat és az mRNS
poliadenilaciojat biztositjdk. Az expresszios egységek magukba foglalnak egy a
TPO-t kodolé szegmenthez miikodSképesen kapcsolddo szekrécios jel szekvenciat
kddold DNS szegmentet. A szekrecios jel szekvencia lehet egy nativ TPO szekrécios
jel szekvencia, vagy egy masik protein TPO szekrécios jel szekvenciaja, mint példaul
egy tej proteiné. Lasd példaul von Heinje, Nuc. Acids. Res. 14:4683-4690, 1986; és
Meade et al., 4,873,316 szamu US szabadalom, melyek a hivatkozas révén részet
képezik a taldlmanynak.

Az expresszios egységek megszerkesztése a transzgenikus allatokban valo
felhasznalashoz megvalosithato, ha egy TPO szekvenciat egy hozzaadott DNS
szekvenciat tartalmazo plazmidba vagy fag vektorba inzertaljuk, bar az expresszios
egység megszerkeszthetd ligalasok barmilyen szekvenciadjaval. Kulonosen
megvalosithatd egy tej proteint kodold6 DNS szegmentet tartalmazd vektor
biztositasa egy TPO polipeptiddel, igy egy olyan gén fuziét hozunk létre, mely
magaba foglalia a tej protein gén expresszios kontrol szekvenciait. Barmely
eseményben az expresszids egységek plazmidokba vagy mas vektorokba vald
klonozasat el6segiti a TPO szekvencia amplifikalasa. Az  amplifikaciot
megvaldsithatjuk egy bakteridlis (példaul E. coli) gazda sejtekben, igy a vektorok
tipikusan magukba foglalnak egy replikacios origot és egy bakterialis gazdasejtben
funkcionalis szelektalhaté markert.

Ezutan az expresszios egységet a kivalasztott gazda faj megtermékenyitett

petesejtiebe (ideértve a korai stadiumu embriot) juttatjuk. A heteroldg DNS
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bejuttatasa elvégezhet6 szamos modszer valamelyikével, ideértve a mikroinjektalast
(példaul 4,873,191 szamu US szabadalom) retroviralis infekciéval (Jaenisch, Science
240:1468-1474, 1988) vagy hely iranyitotta integracioval embrionalis torzs sejteket
(ES) hasznalva (Bradley et al. adtak attekintést errdl, Bio/Technology 10:534-539,
1992). Ezutan a petesejtet pszeudoterhes ndstények petevezetdjébe vagy mehebe
implantaljuk és a vemhesség végeig fejlédni hagyjuk. Az ivarvonalukban a bejuttatott
DNS-t hordozé utodok a DNS-t utédaikra at tudjak orokiteni a normalis Mendeli
modon, lehetévé téve egy transzgenikus csorda létrehozasat.

A transzgenikus alltok altalanos létrehozasanak modszere a tudomany e
terlletén ismert. Lasd példaul Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; Simon et al,
Bio/Technology 6: 179-183, 1988; Wall et al., Biol. Reprod. 32: 645-651, 1985;
Buhler et al., Bio/Technology 8:140-143, 1990; Ebert et al., Bio/Technology 9:835-
838, 1991; Krimpenfort et al., Bio/Technology 9:844-847, 1991; Wall et al., J. Cell
Biochem. 49:113-120, 1992; 4,873,191 szamu és 4,873,316 US szabadalmak; WO
88/00239 szamu WIPO szabadalom, WO 90/05188, WO 92/11757 és GB 87/00458
szamu szabadalmak melyek a hivatkozas révén részét képezik a talalmanynak. Az
emliBsokbe és ivarvonalukba valo idegen DNS szekvenciak bejuttatasanak technikait
eredetileg egerekre fejleszteték ki. Lasd példaul Gordon et al Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:7380-7384, 1980; Gordon and Ruddle, Science 214. 1244-1246,1981,
Palmiter and Brinster, Cell 41:343-345, 1985; Brinster et. al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:4438-4442, 1985; és Hogan et al., (ibid.)). Ezeket a technikakat ezutan
nagyobb allatokhoz is adaptaltuk, ideértve a gazdasagi haszonallatokat (lasd példaul
WO 88/00239, WO 90/05188 és WO 92/11757 szamu WIPO szabadalmak; és
Somons et al., Bio/Technology 6:179-183, 1988). Osszefoglalva, a transzgenikus

egerek vagy haszondllatok létrehozasaban hasznalt leghatékonyabb eljaras soran



tobb szaz kérdéses linearis DNS molekulat injektalunk egy megtermékenyitett
petesejt egyik pre-nukleuszaba a tudomany e terlletén standarddé valt technikaknak
megfeleléen. A DNS zigota citoplazmaba valo injektalasa szintén atkalmazhato.

A transzgenikus néveényekben valo termelés is megvalosithatd. Az expressziod
altalanosithatd vagy egy adott szervre, példaul a gumora iranyithatd. Lasd Hiatt,
Nature 344:469-479, 1990; Edelbaum et al., J. Interferon Res. 12:449-453, 1992;
Sijmons et al., Bio/Technology 8:217-221, 1990; eés a 255,378 szamu Europai
Szabadalmi Alkalmazas).

A jelen talalmany szerint eléallitott TPO-t a tudomany e tertletén altalanosan
ismert modszerek szerint tisztitjuk, mint példaul affinitasi tisztitassal és a meretre,
toltésre, oldékonysagra és a protein mas tulajdonsagaira alapulé szeparalassal. Ha a
proteint tenyésztett emlSs sejtekben termeljik, elényben részesiil, ha a sejteket
szérum-mentes tapkdozegben tenyésztjik a fert6z6 protein  mennyiségenek
korlatozasa céljabdl. A tapkozeget Osszegydjtjik es frakcionaljuk. A frakcionalas
elényben részesitett modszerei kozé tartoznak a concanavalin A-n, vagy mas
lektinen veégzett affinitds kromatografia, igy felhasznaljuk a proteinben jelen levd
szénhidratot. A proteinek tisztithatok egy immobilizalt MPL receptor vagy ennek egy
ligandum koté részletének felhasznalasaval, vagy egy affinitasi elem alkalmazasan
keresztll (példaul polihisztidin, a P anyag vagy mas polipeptid vagy protein
segitségével, mellyel szemben egy antitest vagy egy masik specifikus koté anyag
beszerezhetd). Egy specifikus hasitasi hely biztosithatd a kérdéses protein és az
affinitasi elem kozott.

A jelen talalmany proteinjei terapiasan hasznalhatok szukség szerin a
csontvel6ben levd sejtek szaporodasanak fokozasara, példaul a cytopenia
kezelésére, mint példaul amit az aplastikus anemia, myelodisplastikus szindromak, a

kemoterapiak vagy a veleszlletett cytopeniak indukalnak; a csontvel§
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transzplantacios betegek esetében; a periféridas vérsejt transzplantacios betegek
esetében; és olyan allapotok kezelésére, melyek csontvel§ elégtelenséget okoznak,
mint példaul a myelodysplastikus szindroma. A proteinek hasznosak a vérlemezkek
termelésének fokozasaban is, mint példaul a thrombpcytopenia kezelésében. A
thrombocytopenia betegségek egy széleskorl csoportjaval és klinikai helyzetekkel
kapcsolatos, melyek egyedul hathatnak vagy melyek az allapotot egyuttesen hozzak
létre. A csokkent vérlemezke szam eredhet példém a vérlemezke termelés hibajabol
(példaul a veleszuletett rendel|enességeknek, mint a Fanconi szindromanak, a
thrombocytopenias hianyos radii szindromanak, Wiskott Aldrich, May Hegglin
anomalianak, Bernard-Soulier szindromanak, Menneapolis szindromanak, Epstein
szindromanak, Montreal vérlemezke szindromanak és az Eckstein szindromanak
készonhetd), az abnormalis vérlemezke eloszlasbol, az erGs transzfuziok
kovetkeztében bekovetkezd higitasi veszteségeknek, abnormalis verlemezke
pusztulasbol, vagy a hipersplenias betegek lépének abnormalis sequesztraciojabol
(példaul a cirrhozisnak vagy vértolulasos sziv elégtelenségnek kdszonhetd). Peéldaul
a rak terapiaban alkalmazott kemoterapias drogok (gyogyszerek) gatolhatjiak a
vérlemezke Gssejtek kifejlédését a csontveldben, és a kialakult thrombocytopenia
korlatozza a kemoterapiat és esetleg transzfuziot tesz sziikségessé. Tovabba,
bizonyos rosszindulati betegségek rontjak a vérlemezkék termelését és a
vérlemezkék eloszlasat. A rosszindulatu sejtek elpusztitaisdhoz hasznalt
sugarterapia elpusztita a vérlemezke Ossejteket is. A thrombocytopenia
bekovetkezhet a drogok altal indukalt vérlemezke autoimmun rendellenessegeibdi is,
a szlletés el6tti alloimmunitasbol, a vérlemezke transzfuzios alloimmunitasbol es a
viralis (ideértve a HIV-et is) fert6zésbdl. A jelen taldlmany proteinjei csokkenthetik
vagy megsziintethetik a transzfuzio szlikségességét, igy csokkentve a verlemezke

alloimmunitas eléfordulasat. A vérlemezkék abnormalis lebomlasa eredhet. (1) a
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fokozott vérlemezke fogyas a vaskularis transzplantumokban vagy a traumas
szovetekben; vagy (2) a drog-indukalta thrombocytopeniaval, idiopatikus
thrombocytopenias purpuraval (ITP), autoimmun betegségekkel, hematologias
rendellenessegekkel, mint peldaul a leukémia és limfoma, vagy a metasztatikus
rakok - ideértve a csontvel6t - kapcsolatos immun mechanizmusokbol. A jelen
talalmany proteinjéhez valé mas indikaciok kozé tartoznak az aplasztikus anemia és
a drog-indukalta vel6 szupresszio, melyek példaul a kemoterapiabdl vagy a HIV
fert6zés AZT-vel valo kezelésébdl erednek.

A thrombocytopenia fokozott vérzéskent manifesztalodik, mint példaul az orr-
szem terlletén vagy az emésztécsatornaban bekdvetkezd nyalkahartya vérzésekkel
valamint a sebekbdl, fekélyekbdl vagy injektalasi helyekbdl valo szivargasban.

Gyogyszerészeti hasznalathoz a jelen talalmany proteinjeit parenteralis,
kaldndsen intravénas vagy szubkutan alkalmazashoz formulazzuk, a hagyomanyos
modszereknek megfeleléen. Az intravénas alkalmazast nagy adagu injekcioban
vagy infuzioban valositjuk meg melynek tipikus id6tartama 1 vagy tébb ora. Altalaban
a gyogyszerészeti készitmények egy hematopoietikus proteint tartalmaznak egy
gyogyszerészetileg elfogadhatd hordozoval - mint amilyen a sooldat, pufferelt
sooldat, 5 % dextroz vizben, vagy mas hasonlok - egyutt. A készitméenyek tovabba
tartalmazhatnak egy vagy tobb hatasjavitot, tartositdszert, olddszert, pufferold
anyagot, albumint a fiola felszinén valo protein veszteség kivédéseére, stb. Tovabba,
a jelen talalmany hematopoietikus proteinjei vegyitheték mas citokinekkel, kulonésen
a koran hato citokinekkel, mint példaul az &ssejt faktorral, IL-3-mal, IL-6-tal, IL-11-
gyel vagy GM-CSF-fel. Egy ilyen kombinacios terapia alkalmazasakor a citokinek
egy egyeduli készitményben kombinathatok, vagy kulon készitményben
alkalmazhatok. A készitmény el6allitasanak modszerei jol ismertek a tudomany e

teriletén, és példaul a Remington's Pharmaceutical Sciences c. mliben Gennaro
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ed., Mack Publishing Co., Easton PA, 1990 kerilt leirasra mely a hivatkozas révén
részét kepezi a talalmanynak. A terapias dozisok altalaban a 0,1 - 100 ug/beteg
testsuly kg/nap hatarok kozotti, elényosen 0,5-20 pg/kg/nap, mely esetben a pontos
dozisokat az orvos hatarozza meg az elfogadott standardeknek megfelelGen,
figyelembe véve a kezelend§ betegsegi allapot természetét és sulyossagat, a beteg
jellemzéit, stb. A dozis meghatarozasa a tudomany e tertletén atlagosan képzett
szakember szamara ismert. A proteineket altalaban 28 napig terjedd id6tartam alatt
adjuk a kemoterapiat kdvetéen, vagy a csontveld transzplantacio utan vagy addig,
mig a veérlemezke szam meghaladja a 20000/mm3, elénydsen az 50000/mm3
ertéket. Még gyakrabban a proteineket egy hetig vagy rovidebb ideig adjuk egytdl
harom napig. Altalaban a TPO gyogyszerészetileg hatékony mennyisége egy olyan
mennyiség, mely klinikailag hatékony novekedest okoz a limfoid vagy mieloid
Ossejtek szaporodasaban és/vagy differencialodasaban, ami az erett sejtek (példaul
vérlemezkék vagy neutrofilek) fokozott keringési szintjében mutatkozik meg. igy a
verlemezke rendellenességek kezelését addig folytatjuk, amig a verlemezke szam
eléri a legalabb 20000/mm3, elénydsen az 50000/mm3 szamot. A jelen talalmany
proteinjei alkalmazhatdk mas citokinekkel egydtt is, mint példaul az IL-3-mal, 6-tal és
11-gyel, Gssejt faktorral, eritropoietinnel; G-CSF-fel és GM-CSF-fel. A kombinalt
terapia étrendjében az egyéb citokinek napi dozisa altaléaban a kdvetkez6: EPO,
nagyobb vagy egyenld 150 U/kg; GM-CSF, 5-15 ug/kg; IL-3, 1-5 ug/kg; és G-CSF 1-
25 pg/kg. Az EPO-val tortén6 kombinalt terapia példaul az alacsony EPO szintekkel
egyuttjaré anemias betegek esetében javasolt.

A jelen talalmany proteinjei értékes eszkozok a hematopoietikus sejtek
differencialodasanak es fejiédeseének in vitro tanulmanyozasaban, mint példaul a sejt

differencialodas megvilagitasaban és az eérett sejtek leszarmazasanak



meghatarozasaban, valamint proliferativ anyagkent hasznathato a
sejttenyeszetekben.

A jelen talalmany proteinjei felhasznalhatok ex vivo is példaul autolog vel6
tenyeszetekben. Roviden, kemoterapia el6tt egy betegbél eltavolitjuk a csontvelét és
TPO-val kezeljuk, tetszés szerint egy vagy tobb egyéb citokinnel kombinaciéban. A
kezelt vel6t ezutan visszajuttatjuk a betegbe a kemoterapia utan a vel6 felépules
felgyorsitasa céljabdl. Tovabba, a jelen talalmany proteinjei felhasznalhatok a vel6
vagy periférias vér leszarmazott (PBPC) sejtek ex vivo expanzidjahoz is. A
kemoterapias kezelés el6tt a veld a torzssejt faktorral (CSF) stimulalhatd vagy G-
CSF-fel, hogy a korai leszarmazott sejteket a periférias vérkeringésbe juttassuk.
Ezek a leszarmazott sejtek osszegylijthet6k és koncentralhatok a periférias vérbdl
majd tenyészteben TPO-val kezelhet6k tetszes szerint egy vagy tobb egyéb
citokinnel egyltt, ideértve az ezekre valo korlatozas nélkul az SCF-et, a G-CSF-et,
az IL-3-at, a GM-CSF-et, az IL-6-ot vagy az IL-11-et, hogy nagy sUriségl
megakariocita tenyészetekké differencialodjanak €s szaporodjanak, melyek ezutan
visszajuttathatok a betegbe a magas dozisu kemoterapia utan.

A jelen taldlmany egy proteinjének egy epitopjahoz kotddé antitesteket szintén
biztositunk. Az ilyen antitestek a tudomany e teruletén ismert modszerekkel
hozhatok letre. A nem-human, monoklondlis antitestek termelése jol ismert és
példaul megvaldsithato egy allat, példaul egy egér vagy patkany, nyul, kecske, birka
vagy tengerimalac egy rekombinans vagy szintetikus TPO-val vagy ennek egy
szelektalt polipeptid fragmentjével valé immunizalasaval. Elényben reszesul, ha az
allatot egy nagy tisztatasu proteinnel vagy polipeptid fragmenttel immunizaljuk. Az is
elényben részesll, ha a proteint vagy a polipeptidet egy hatasjavitdval mint példaul a
Freund-féle hatasjavitoval egyltt alkalmazzuk, az immun valasz fokozasa céljabdl.

Bar egy antigén egy egyeddli injektalasa is elegendd lehet az antitest termelés



indukalasahoz az allatban, altalaban elényben részesul, ha a kezdeti nagy injekciot
egy vagy tobb emlékeztet6 injekcio koveti néhany hét - néhany honap idétartam
utan. Lasd példaul Hurrell ed., Monocional Hybridoma Antibodies: Techniques and
Application, CRC Press inc., Boca Raton, FL, 1982, mely a hivatkozas révén részét
képezi a talalmanynak. Ezutan vert gyljtink az allatbol, megalvasztjuk és a
szérumbdl izolaljuk az antitesteket hagyomanyos modszereket, mint példaul a séval
tortéend kicsapatast, az ion cseres kromatografiat, az affinitas kromatografiat vagy
HPLC-t hasznalva.

A monoklonalis antitestek hasznalta kulonosen elényben részesul a
poliklonalis antiszérumokkal szemben. A monoklonalis antitestek a konnyd termelés,
a specifitas eés reprodukalhatosag elényét nyujtiak. A monoklonalis antitestek
termelésének modszerei jol ismertek a tudomany e tertletén és példaul Kohler and
Milstein irtak le (Nature 256:495, 1975 és Eur. J. Immunol. 6:511-519, 1976). Lasd
Hurrell, ibid., és Hart 5,094,941 szamu US szabadalmat, melyek a hivatkozas révén
részét képezik a talalmanynak. Roviden, az immunizalt allatokbdl antitest termeld
sejteket nyerink, ezeket halhatatlanna tesszik és szkrineljuk vagy el6szor
szkrineljik a TPO-hoz kot6d6 antitestek termelésére. A pozititv sejteket ezutan
halhatatlanna tesszik myeloma sejtekkel valo fuzioval. A nem-human antitestek
"humanizalhatok" ismert technikak segitseégével. Lasd példaul a 4,816,397 szamu
US szabadalmat, a 173,494 és 239400 Euradpai Szabadalmi Alkalmazasokat,

valamint a WO 87/02671 es WO 90/00616 szamu WIPO szabadalmakat, melyek a
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géneket csatlakoztatunk megfelelé human vagy nem-human valtozd régidju
genekhez. Példaul a szul6i (nem-human) monoklonalis antitest antigén koté helyeit
(CDR-ek vagy komplementartiast meghatarozé regiok) képvisel6 aminosav

szekvenciakat Ultetlink at DNS szinten a human valtozo regioju keret szekvenciakba.



Az ezen technikahoz vald mdodszerek jol ismertek a tudomany e teriletén és példaul
Jones et al., (Nature 326:522-525, 1986); Riechmann et al (Nature 322:323-327,
1988) és Queen et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029-10033, 1989) irtak le.
Ezutan a kapcsolt geneket gazdasejtekbe transzfektaljuk, melyeket hagyomanyos
eljarasoknak megfelelden tenyésztunk. Az alternativ modszer szerint a monoklonalis
antitest termeld sejteket klonozott human konstans régioju génekkel transzfektaljuk
és kiméra antitest géneket hozunk létre homolog rekombinacioval. igy lehetség van
a monoklondlis antitestek egy human szerkezet szignifikans részével vald
Osszeépitésére, igy olyan antitesteket biztosithatunk, melyek sokkal megfelelGbbek a
human betegekben vald tobbszoros alkalmazashoz.

Az egylancu antitestek kifejlesztheték egy olyan rekombinans polipeptid
expressziojan keresztll, mely altaldaban szamos konnyil lancu szekvenciabdl all,
melyek tipikusan egy polipeptid kotén keresztll szamos nehéz lancu szekvenciahoz
kotédnek. Az egylancu antitestek termelésének modszerei jol ismertek a tudomany e
terGiletén és példaul Davis et irtak fe (Bio/Technology 9:165-169, 1991).

A TPO epitopjaihoz kotédé antitestek hasznosak példaul a csokkent
vérlemezke, megakariocita, vagy mas ver vagy leszarmazott sejt szammal jellemzett
betegseégek diagndzisaban, mely betegségek a leszarmazott sejtek szaporodasaban
vagy differencialodasaban bekovetkezett hianyossagokkal kapcsolatosak. Az ilyen
diagnozisokat altalaban a veér vagy a plazma tesztelésével allapitiuk meg,
hagyomanyos immunovizsgalati modszereket hasznalva, mint példaul az enzim-
kotott immunadszorpcios vizsgalatokat vagy a radioimmun vizsgalatokat hasznalva.
Az ilyen tipusu vizsgalatok jol ismertek a tudomany e teruletén. Lasd példaul Hart et
al., Biochem. 29:166-172, 1990; Ma et al., British Journal of Haematology 80:431-
436, 1992; és Andre et al., Clin. Chem. 38/5:758-763, 1992. A TPO aktivitashoz valo

diagnosztikai vizsgalatok hasznosak lehetnek az olyan beteg populaciok



azonositasaban, akik leginkabb nyerhetnek a TPO terapiabol. A TPO elleni
antitestek szintén hasznosak a TPO tisztitasban, mint példaéul egy antitestet egy
szilard tamasztékhoz kotink, példaul egy oszlophoz kotott részecske matrixhoz,
majd a proteint tartalmazo oldatot az oszlopon atengedjiuk. A kotott proteint ezutan
egy megfeleld pufferrel eludljuk. Altalaban a protein az oszlophoz fiziologiai
kordlmeények kozott kotédik, alacsony ionoer6sségl és semleges pH értékhez kozeli
értéken. Ezutan az oszlopot mossuk a nem kotott szennyezddések elualasa céljabal.
A kotott protein elualasat az ionerésség vagy a pH érték megvaltoztatasaval, peldaul
3M KSCN (adag, vagy gradiens) vagy alacsony pH értékii citrat pufferrel valositjuk
meg. A 2,5 érték alatti pH értéket altalaban keraini kell.

A jelen taldlmany a megakariocitdk és a vérlemezkék nagy szamanak
eldallitasara szolgald modszereket is biztosit, melyek példaul cDNS konyvtarak
elGallitasara hasznalhatok. Mivel a vérlemezkek a sérilések helyeire iranyulnak ugy
véljiik, ezek a seb gyogyulas mediatorai, bizonyos kortilmények kozott a patogenezis
mediatorai. Igy a vérlemezkék és a megakariocitdk molekularis biologiajanak
részletes megértése betekintést engedne a vérlemezke funkciok idevonatkozo
homeosztatikus és klinikai rendellenességeibe. A jelen talalmany proteinjei
tovabbfejlesztett eszkozt biztositanak a megakariocita vagy vérlemezke cDNS
konyvtarak létrehozasahoz.

Ha rekombinans thrombopoietint allatoknak adjuk vagy tenyésztett lép vagy
csontveld sejtek esetében alkalmazzuk a megakariocitdk szaporodasat indukalja a
prekurzor sejtekbSl. A megakariocitak és prekurzoraik expanzidja a TPO kezelés
utan lehetéve teszi a nagy tisztatasu és elegendd szamu mRNS izolalasat valamint a
cDNS kényvtar megszerkesztését. A TPO dozis és az alkalmazasi rend beallitasaval
korai vagy teljes érésld megakariocitak, valamint a vérlemezkéket aktivan kibocsato

megakariocitak szelektiven expandalhatok a primer lep vagy csontvels sejtekbdl.



Ennek megfelelen a reprezentativ cDNS konyvtarak ugy szerkeszthet6k meg, hogy
megfelelnek a megakariopoiesis korai, kdztes vagy kesdi fazisainak.

A kapott cDNS koényvtarak hasznalata sokréti. Az ilyen kényvtarak
felhasznalhatok példaul a kilonbozd verlemezke rendellenességben szerepet jatszo
kis mennyiségli proteinek azonositasaban és klonozasaban. Az a konnyebbség,
amivel a betegek megakariocitai kibGvithetdk, valamint mRNS-uk analizis céljabdl
izolalhatd nagyban el8segiti a betegségek molekularis disszekcidjat (boncolasat). A
konyvtarak ezenkivil Uj novekedési faktorok és mas potencidlis terapias hasznu
proteinek klénozasahoz vald forrasok is. A mar klonozott hasznos vérlemezke
proteinek kozé tartoznak a vérlemezke eredetl névekedesi faktor (Ross et al., Cell,
26:155-169, 1986); a transzformald novekedési faktor (Miletich et al., Blood 54:
1015-1023, 1979; Roberts and Sporn, Growth Factors 8:1-9, 1993) a vérlemezke
eredetii endothelialis sejt novekedeési faktor (Miletich et al., Blood 54:1015-1023,
1979) és a PF-4 (Doi et al.,, Mol. Cell Biol. 7:898-904, 1987; Poncs et al., Blood
69:219-223, 1987). Uj novekedési faktorok is azonosithatok az expresszios cDNS
konyvtarak funkcionalis szkrinelésével vagy ismert novekedési faktor probakat
felhasznald csokkentett szigorusagi korGlmények kozott végzett hibridizacios
szkrineléssel. Az Uj ndvekedési faktor izolalasa elvégezhetd polimeraz lanc
reakcioval is, melynek soran degeneralt primereket hasznalunk az ismert névekedési
hormon konzervalt régidihoz. Tovabba, egy konyvtar szisztematikus és teljes DNS
szekvenalasa egy megakariocita cONS szekvencia adat bazist biztosit. Egy ilyen
adatbazis hasznos szekvencidak tarhaza szamos szamitdgépes alapu kutatasi
algoritmus esetében.

A fent leirtak szerint eléallitott megakariocitak felhasznalhatok egy protein
konyvtar létrehozasara is. Ez a protein konyvtar komplementer a cDNS konyvtarral.

A protein kényvtarbdl nyert aminosav szekvencia adatok lehet6ve teszik a kerdeses
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proteineket kodold cDNS-ek gyors izolalasat. A DNS izoldlashoz a primerek
megtervezeseéhez a protein szekvencia adatok felhasznalasa kikliszobdl olyan
problémakat, melyek a hagyomanyos konyvtar el6allitasi modszerekkel
kapcsolatban az mRNS viszonylagos bésege kovetkeztében jelentkezik. A protein és
a cDNS konyvtarak parositasa kedvez a kérdéses szekvencidak célzott
klonozasanak. 4

Egy protein konyvtar allithatd eld, a megakariocitakbdl ismert modszerek
segitségével torténd proteinek (a teljes proteinek vagy kérdeses frakcioik)
extrakcidjaval, majd a proteinek két-dimenzios gél elektroforézises szeparalasaval.
Ezutan az izolalt proteineket in situ triptikus emésztésnek vetjik ala, melyet mikro-
furatu HPLC-vel végzett szeparalas kovet. A szeparalt fragmenteket ezutan tomeg
spektrometriaval analizaljuk. A kapott tomeg profilt egy protein szekvencia
adatbazissal szemben vizsgaljuk a protein azonossag kovetkeztetése céljabdl. A
nem azonositott peptidek Edman emésztéssel szekvenalhatok.

A cDNS és a protein konyvtarak az uj proteinek és az ezeket kodolo
szekvenciak értékes forrasai. A vérlemezkeékrél ugy vélik a seb gyogyulas fontos
mediatorai, bizonyos korilmények kozott a patogeneziséi. Szamos fontos
vérlemezke proteint azonositottak és jellemeztek, ideértve a vérlemezke eredetii
novekedeési faktort, a transzformald novekedési beta faktort, a vériemezke eredet(
endothelidlis sejt novekedési faktort és a 4-es vérlemezke faktort. A tdbbi
vérlemezke protein azonositasa és jellemezése kiemelked6en nagy segitséget nyujt
a sebgyodgyulas és pathogenezis korébe tartozo folyamatok tisztazasaban és fontos
terapias anyagok és stratégiak varhatok ezektdl.

Ahogy azt a késébbiekben részletesen leirjuk a human TPO gént a 3g26-0s
kromoszomaban lokalizaljdk. Ez az informacié a human TPO gén (28. szamu

szekvencia) szekvencigjaval egyutt a TPO génben vagy annak expresszidjanak



szabalyozgsaban bekovetkezd orokolt rendellenességek kozvetlen diagnozisat teszi
lehetéve, genetikai szkrineléssel. Az ilyen rendellenességek kozé tartoznak a
promoter szekvenciakban bekovetkezd valtozasok, melyek az expresszios szint
novekedésehez vagy csokkenésehez vezetnek, a kodold vagy a nem-kodolo
régiokban bekdvetkezé kromoszomalis transzlokaciok, valamint a TPO lokusznal yj
szabalyozé szekvencidk juxtapozicioi. Az alkalmazhatd diagnosztikai moédszerek ol
ismertek a tudomany e terlletén. Példaul, a legalabb 5 nukleotidbdl, elényosen 15-
30 vagy meg tobb nukleotidbdl allo primerek vagy hibridizaciés probak
megtervezhetk a genom szekvenciabdl és a kromoszémalis abnormalitasok vagy
az mRNS szintek mérésére hasznalhatok. Szamos megfelel§ detektalasi és mérési
modszer ismert a tudomany e teruletén, ezek koze tartoznak a "Southern” lenyomat
technika, a polimeraz lanc reakcio (Mullis 4,683,202 szamu US szabadalom), és a
ligaz lanc reakcio (Barany, PCR Methods and Applications 1:5-16, VCold Spring
Harbor Laboratory Press, 1991). Példaul a beteg DNS-e emészthetd egy vagy tébb
restrikcios enzimmel, majd nitrocellulozra transzferalhato egy Southern-féle lenyomat
létrehozasa céljabol. Ezutan a lenyomatot a restrikcios hely felismerd szekvenciaban
levé mutaciobdl eredé fragment méret 0Ossz-valtozasok detektalasa céljabdl
probaltathatok. Egy masik eljarasban az abnormalis gén szekvenciak analizise,
valamint a normalis és az abnormalis szekvenciak dsszehasonlitasa teszi lehetévé
az olyan primerek megtervezését, melyek az abnormalis (példaul megzavart vagy
transzlokalt) gén azonositasara hasznalhatok. A beteg DNS-ét polimeraz lanc
reakcioval amplifikaljuk a normalis genre vagy egy adott gén atrendezbdésre
jellemz6 amplifikacios termékek detektalasa celjabol.

A jelen talalmanyt az alabbiakban korlatozas nélkul a kovetkez$ példakkal

szemléltetjuk.



1. példa

A human MPL receptor cDNS-ek izolalasa

cDNS-eket kodolé human MPL-P és MPL-K izoformakat izolalunk human
eritroid leukémia (HEL) sejtekbdl (Martin and Papayannopoulu, Science 216:1233-
1235, 1982) reverz transzkriptaz polimeraz lanc reakcioval (PCR) olyan primereket
hasznalva, melyeket a receptorok aminosavjat és karboxil terminusait kodold
publikalt szekvenciahoz allitottak elé (Vigon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:5640-5644, 1992). A templat HEL sejt cDNS-t poli d(T)-szelektalt poli(A)* RNS-
bél szintetizaljuk a ZC5499 primert (3. szamu szekvencia) hasznalva. 1 pg/pl
koncentracioju HEL sejt poli(A)* RNS 13 pl mennyiségét elegyitjiik a 20 pmol/ul
koncentracioju ZC5499 elsd szal primer (3. szamu szekvencia) 3 ul mennyiségével.
Az elegyet 65 C° hémérsékletre hevitjuk 4 percig majd jégen lehdtjuk.

Az els6 szal cDNS szintézist ugy inditjuk el, hogy hozzaadunk az els szal
pufferbél (250 mM  Tris-HCI, pH=8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgClp) (5x
SUPERSCRIPT puffer; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) 8 ul mennyiséget, a 100 mM
koncentracioju ditiotreitolbdl 4 pl mennyiséget és a dATP-b6l, a dGTP-bdl, dTTP-bdl
és az 5-metil-dCTP-bél (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ)
egyenként 10 mM mennyiséget tartalmazd dezoxinukleotid trifoszfat oldatbol 3
mennyiséget. A reakcid elegyet 45 C° hémérseékleten 4 percig inkubaljuk, majd az
RNS-primer elegyhez hozzaadunk 10 pl mennyiséget a 200 U/pl RN-az H- reverz
transzkriptazbol (SUPERSCRIPT reverz transzkriptaz, GIBCO BRL). A
reakcidelegyet 45 C° hémérsékleten 1 oraig inkubaljuk, majd 15 percig 50 C°
hémérsékleten. A 10 mM Tris-HCI-t (pH=8,0) és 1 mM EDTA-t tartalmazo TE-bdl 60
bl mennyiséget adunk a reakcioelegyhez, ezt egy 400 pdzusmeretl gél szlreses
oszlopon (CHROMA SPIN+TE-400, Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, CA)

végzett kromatografia kdveti a feleslegben levd primer eltavolitasa céljabdl.
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Az els6 szal HEL sejt cDNS-t hasznaljuk templatként a human MPL-P
receptor cDNS amplifikalasahoz a receptor protein aminosavjat és karboxil
terminusait kodold megfelelé primereket hasznalva (Vigon et al., ibid.). Az egyes
primerek magukba foglalnak kulonbozd restrikcios enzim hasitasi helyet, mely az
amplifikalt termék (ZC5746, 4. szamu szekvencia, egy Eco RI helyet; a ZC5762, 5.
szamu szekvencia, egy Xho | helyet tartaimaz) iranyitott klénozasat segiti el6. Egy
100 ul reakcidelegyet kapunk, mely 10 ng templat cDNS-t, az egyes primerekbdl 50
pmol mennyiséget; az egyes dezoxiribonukleotid trifoszfatokbol 200 mM
mennyiséget (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.); 1 ul 10x PCR puffert (Promega
Corp., Madison, WI), és 10 egység Taq polimerazt (Roche Molecular Systems, Inc.
Branchburg NJ.) tartalmaz. A polimeraz lancreakciot 35 cikluson keresztdl futtatjuk (1
perc 95 C° hémérsékleten, 1 perc 60 C° hémérsekleten és 2 perc 72 C°
hémérsékleten, tovabbi egy masodpercet adunk az egyes egymast kovets
ciklusokhoz), ezt 10 perces 72 C° h6mérsékleten torténd inkubalas koveti.

Human MPL-K receptor c¢DNS-t izoldlunk polimeraz lancreakcio
amplifikacioval HEL sejt cDNS-bél a fent leirt MPL-P receptor cDNS-ével azonos
modon, azzal az eltéréssel, hogy a ZC5762-6t (5. szamu szekvencia) ZC5742-vel (6.
szamu szekvencia) helyettesitjik. A ZC5742 PCR primer a human MPL-K cDNS 3'
terminusara specifikus és egy Xho | restrikcios helyet foglal magaba a klonozas
elésegitése celjabdl.

A reakcio termékeket kétszer vonjuk ki fenol:kloroform (1:1) elegyével, majd
egyszer kloroformmal, majd etanollal kicsapatjuk. Az EcoRI-gyel és a Xhol-gyel valo
emeésztés utan a termékeket egy 0,8 %-os alacsony olvadaspontu agardz gelen
(SEA PLAQUE GTG, alacsony olvadaspontu agaréz; FMC Corp., Rockland, ME)
frakcionaljuk. Egy a human MPL-P receptor cDNS-nek megfeleld 1,9 kb-u amplifikalt

terméket és egy az MPL-K receptor cDNS-nek megfeleld 1,7 kb-U termeéket nyerink



a kimetszett gél szeletekbdl a gél matrix beta agaraz I-gyel (New England Biolabs,
Inc., Beverly, MA) valé emésztésével, melyet etanolos kicsapatas kovet. A cDNS-
eket a pBluescript SK+ vektorba (Staratagene Cloning Systems, La Jolla, CA)

szubklénozzuk a szekvenalassal torénd értékeles megvaldsitasahoz.

2. pelda

Az egér MPL receptor cDNS izolalasa

A C57BL/KsJ-db/db egerekbdl lépjét eltavolitiuk, majd azonnal folyekony
nitrogénbe helyezzilk. A 1ép szovetbd! teljes RNS-t allitunk eld guanidin izotiocianatot
(Chirgwin et al., Biochemistry 18:52-94, 1979) hasznalva, ezt egy CsCl-os
centrifugalasi lépés koveti. A Iép poli(A)+ RNS-t oligo d(T) celluloz kromatografiat
(Aviv and Leder, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69:1408-1412, 1972) hasznalva
izolaljuk.

Az 1,7 ug/ul koncentracioju poli d(T)-szelektalt poli(A)+ eger lep RNS 7,5 pl
mennyiségét Not | restrikcios helyet tartalmazo 20 pmol/pl koncentracioju els6 szal
primer ZC6091 (7. szamu szekvencia) 3 ul mennyisegével keverjuk. Az elegyet 65
C° hémérsékletire hevitjiik 4 percig, majd jégen valo hiitéssel lehdtjiik. Az els§ szal
cDNS szintézist ugy inditjuk meg, hogy a 250 mM Tris-HCI-t (pH=8,3), 375 mM KCI-t,
15 mM MgClo-6t (5x SUPERSCRIPT puffer; GIBCO BRL) tartalmazo elegybdl 8 pl-t,
100 mM ditiotreitolbdl 4 pl-t és a 10 mM dATP-t, dGTP-t, dTTP-t és 5-metil-dCTP-t
(egyenként 10 mM mennyiséget; Pharmacia LKB Biotecchnology Inc.) tartalmazdé
dezoxiribonukleotid trifoszfat oldatbol 3 pl-t adunk hozza az RNS-primer elegyhez. A
reakcioelegyet 45 C° hémérsékleten inkubaljuk 4 percig, ezt 200 U/y RNaz H- reverz
transzkriptaz (GIBCO BRL) 10 pl mennyiségének hozzaadasa koveti. Az elsd szal
szintézisének hatékonysagat egy parhuzamos reakcid elvégzesével analizaljuk,

melyben 10 pCi 32P-alfadCTP-t adunk a reakcidelegy azonos mennyiségéhez a



.....

reakcio jeldlése céljabdl, az analizis megvaldsitasahoz. A reakcioelegyeket 45 C°
hémérsékleten inkubaljuk 1 éran keresztil, ezt 50 C° hémérsékleten torténé 15
perces inkubalas koveti. A jelolt reakcioelegyben a be nem epdlt 32p-alfadCTP-t
eltavolitjuk egy 400 porusméretii gélszlré oszlopot (CHROMA SPIN + TE-400;
Clontech Laboratories Inc.) hasznald kromatografiaval. A nem jelolt elsé szalu
reakcidelegybsl a be nem épllt nukleotidokat a cDNS kétszeri kicsapatasaval
tavolitjuk el 8 pg glikogén hordozd, 2,5 M ammoénium acetat és 2,5 térfogat etanol
jelenlétében. A jeldlés neélkili cDNS-t 50 pl vizben reszuszpendaljuk a masodik szal
szintézisben valo alkalmazashoz. A jelolt elsé szal cDNS hosszusagat agardz gel
elektroforézissel hatarozzuk meg.

A masodik szal szintézist az elsé szal cDNS-en végezzik el olyan
korilmeények kozott, melyek eldsegitik a masodik szal szintezis elso szal primelesét
a DNS hajtli formacioban. A reakcioelegyet szobahémeérsekleten allitjuk 0ssze és a
kdvetkezdket tartalmazza: 50 ul jeldlés nélkili els6 szal cDNS-t, 16,5 ul vizet, 20 pl
100 mM Tris:HCI-t (pH=7,4), 500 mM KCL-t, 25 mM MgClp-6t, 50 mM (NH4)2SO4-
et, 1 pl 100 mM ditiotreitolt, 2 pl olyan oldatot, mely egyenként 10 mM
dezoxiribonukleotid trifoszfatot tartalmaz, 3 pl 5 mM beta-NAD-ot, 15 pl 3 U/ul E. coli
DNS ligazt (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) és 5 i 10 U/pl E. coli DNS
polimeraz l-et (Amersham Corp., Arlington Heights, IL) tartalmazo 5x polimeraz |
puffert. A reakcidelegyet szobahSmérsékleten inkubaljuk 5 percig, ezt 1,5 ul 2 U/pl
RN-az H (GIBCO BRL) hozzaadasa koveti. Egy parhuzamos reakciot, melyben 10u
azonos mennyiségl masodik szal szintézises elegyet jeldlink 10 pCi 32p_alfadCTP-
vel. hasznalunk a masodik szal szintézis hatékonysaganak nyomonkovetésére. A
reakcioelegyet 15 C° hémeérsékleten inkubaljuk két oran keresztul, ezt 15 percig tarto
szobah&meérsékleten vald inkubalas koveti. A jeldlt reakcioelegyben a be nem épult

32p_alfadCTP eltavolitasat egy 400 porusmeéretii gélszliréses oszlopot (Clontech
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Laboratories, Inc.) hasznald kromatografia segitségével valositjuk meg az agaréz
geles elektroforezissel vald analizis el6tt. A jelolés nélkili reakciot két fenol/kloroform
elegyével torténd extrakcioval allitjuk le, a kloroformmal vald extrakciét etanolos
kicsapatas koveti 2,5 M ammonium acetat jelenlétében.

A hajtd szerkezet egyszalu DNS-ét "mung" bab nukleazzal hasitjuk. A
reakcidelegy 100 pl masodik szal cDNS-t, 20 pyl 10x "mung" bab nukleaz puffert
(Stratagen Cloning Systems, La Jolla, CA), 16 ul 100 mM ditiotreitolt, 51,5 pl vizet és
12,5 uyl 1:10 higitasu "mung" bab nukleaz higitasi pufferben levé "mung" bab
nukleazt (Promega Corp., végsd koncentracidja 10,5 U/pl) tartalmaz. A
reakcioelegyet 15 percig 37 C° hdmersekleten inkubaljuk. A reakciot ugy allitjuk le,
hogy hozzaadunk 20 yl 1 M Tris:HCI-t (pH=8,0), majd ezt kovetden fenol/kloroform
elegyevel és kloroformmal extrahaljuk a fent leirtak szerint. Az extrahalas utan a
DNS-t etanolban precipitaljuk es vizben reszuszpendaljuk.

A reszuszpendalt cDNS-t T4 DNS polimerazzal tompa-véguve tesszuk. A 190
bl vizben reszuszpendalt cDNS-t 50 pyl 5x T4 DNS polimeraz pufferrel (250 mM
Tis:HCI, pH=8,0, 250 mM KCI, 25 mM MgCly), 3 pl 0,1 M ditiotreitolial, 3 pl az egyes
dezoxiribonukleotidokbdl 10 mM mennyiséget tartalmazo oldattal és 4 pl 1 U/l T4
DNS polimerazzal (Boehringer Mannheim Corp., Indianapolis, IN) elegyitjuk. 1 éraig
tartd 10 C° hémerseékleten valo inkubalas utan a reakciot 10 uyl 0,5 M EDTA
hozzaadasaval allitjuk le, ezt sorozatos fenol/kloroform elegyével és kloroformmal
tortend extrahalas kovet a fent leirtak szerint. A DNS-t egy 400 porusméretli gél
szlréses oszlopot (Clontech Laboratories Inc.,, Palo Alto, CA) hasznalva
kromatografianak vetink ala a protein nyomnyi mennyiségeinek eltavolitasa céljabdl,
valamint a 400 bazisparnal kisebb rovid cDNS-ek eltavolitasa céljabdl. A DNS-t
etanollal kicsapatjuk 12 pg glikogénes hordozo és 2,5 M ammonium acetat

jelenlétében és 10 pl vizben reszuszpendaljuk. A 32_p_aifadCTP beépulésére
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alapozva a cDNS hozamat korulbelul 2 pg mennyiségnek becsliljik a 12,5 ug
kiindulasi mRNS templatbal.

Eco RI adaptereket ligalunk a cDNS &' végeihez, hogy lehetévé tegyuk
lambda fag vektorba valo klonozasat. a cDNS 10 pl azonos mennyiségét (kortilbelll
2ug) és 65 pmol/pl koncentracioju Eco RI adapter (Phramacia LKB Biotecchnology
Inc.) 10 pl mennyiségét keverjuk 2,5 pl 10x ligaz pufferrel (Promega Corp.), 1 ul 10
mM ATP-vel és 2 ul 15 U/ul T4 DNS ligazzal (Promega Corp.). A reakcidelegyet egy
ejszakan at inkubaljuk (-18 dra) 0 - 18 C° hémérséklet gradiens alatt. A
reakcioelegyet tovabbi egy éjszakan at 12 C° hdmérsekleten inkubaljuk. A reakciét
ugy allitjuk le, hogy hozzaadunk 75 pl vizet és 10 pl 3 M Na acetatot, majd 65 C°
hémeérsékleten 30 percig inkubaljuk. Inkubalas utan a cDNS-t fenol/kloroform
elegyevel és kloroformmal extrahaljuk a fent leirtak szerint, majd 2,5 M ammonium
acetat es 1,2 terfogat izopropanol jelenlétében kicsapatjuk. Centrifugalas utan a
cDNS pelletet 70%-0s etanollal mossuk, levegdén megszaritiuk és 89 ul vizben
reszuszpendaljuk.

A cDNS egy lambda fag vektorba torténd iranyitott klonozasanak elGsegitese
céljabol a cDNS-t Notl-gyel emésztjuk, ez egy olyan cDNS-t eredményez, mely 5'
EcoRIl és 3" Notl kohézids vegekkel rendelkezik. A cDNS 3' végén levé Notl
restrikcidos helyet korabban a ZG6091 (7. szamu szekvencia) primeren keresztll
juttattuk be. A restrikcios enzimes emeésztést egy olyan reakcioelegyben haijtjuk
vegre, mely a fent leirt cDNS-b6I 89 pl-t, 6 mM Tris:HCI-bdl 10 pl-t, 6 mM MgClo-ot,
150 mM NaCl-ot, 1 mM DTT-t (10x D puffer; Promega Corp., Madison, WI) és a 12
U/u Notl-bél (Promega Corp.) 1 pl-t tartalmaz. Az emésztést 37 C° hémérsékleten
hajtjuk vegre 1 ora alatt. A reakciot sorozatos fenol/kioroform elegyével és
kloroformmal vald extrahalassal allitjuk le. A cDNS-t etanollal kicsapatjuk, 70 %-os

etanollal mossuk, levegdn megszaritjuk és 20 pl 1x gél terheléses pufferben (10 mM



Tris:HCIl, pH=8,0; 1 mM EDTA, 5 % glicerol és 0,125 % bromfenol kék)
reszuszpendaljuk.

A reszuszpendalt cDNS-t 65 C° hémersekleten hevitjik 5 percig, lehitjuk
jégen és 0,8 % alacsony olvadaspontu agaroz gélen (SEA PLAQUE GTG alacsony
olvadaspontu agardz; FMC Corp.) elektroforézisnek vetjuk ala. A be nem épuit
adaptereket és az 1,6 kb hosszusagnal rovidebb cDNS-eket kimetsszik a gélbdl. Az
elektrodokat megforditjuk €s a cDNS-t addig elektroforaljuk, amig az alapvonalhoz
kozeli értékre koncentralddik. A koncentralt cDNS-t tartalmazd gél terlletet
kimetssziik és mikrofuga csobe helyezzUk és a gél sielet korulbellli térfogatat
meghatarozzuk. Korllbelll 300 pl viz azonos mennyiségét - mely megkozelitéen a
gél szelet térfogatanak haromszorosa - adjuk a cs6hoz és az agarozt megolvasztjuk
65 C° hémérsékletre vald 15 percig tartdo melegitéssel. A minta 42 C° hémérsékletre
valo ekvilibralasa utan 10 y! 1 U/ul beta-agaraz l-et (New England Bioplabs, Inc.)
adunk hozza, majd a reakcioelegyet 90 percig inkubdljuk az agaréz emeésztése
céljabdl. Inkubalas utan 40 pl 3 M Na acetatot adunk a mintahoz és a reakcioelegyet
jégen inkubaljuk 15 percig. A mintat 14000 x g értéken centrifugaljuk 15 percig
szobahdémérsékleten az emésztées neélkuli agardz eltavolitasa céljabol. A
feliluszoban levé cDNS-t etanollal kicsapatjuk, 70 %-os etanollal mossuk, levegén
megszaritjuk és 37 pl vizben reszuszpendaljuk a kinaz reakciohoz a ligalt EcoRl
adapterek foszforlilalasa céljabol.

A fent leirt cDNS oldat 37 pl mennyiségét hozzaadjuk 10 pl 10x ligaz
pufferhez (Stratagen Cloning Systems), és a reakcioelegyet 65 C° hémérsékletre
melegitjiik 5 percig. A reakcioelegyet jégen leh(tjik és hozzaadunk 5 yl 10 mM ATP-
t és 3 pl 10 U/ul T4 polinukleotid kinazt (Strategene Cloning Systems). A
reakcidelegyet 37 C° hémeérsékleten inkubaljuk 45 percig, majd 10 percig tarto 65 C°

hémeérsekletre vald hevitéssel a reakciot leallitjuk, ezutan sorozatban fenol/kloroform
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elegyével és kloroformmal extrahaljuk. A foszforilalt cDNS-t etanollal kicsapatjuk 2,5
M ammonium acetat jelenlétében, 70%-o0s etanollal mossuk, levegén megszaritjuk,
majd 12,5 ul vizben reszuszpendaljuk. A foszforilalt cDNS koncentracidjat korulbelul
40 fmol/pl értéklinek becsuljuk.

A kapott cDNS-t az EcoRI-gyel és Notl-gyel elbéemésztetten vasarolt
lambdaExCell lambda fag vektorba (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) kiénozzuk
és defoszforilaljuk. A ¢cDNS vektorhoz valo ligalasat egy olyan reakcioelegyben
hajtjuk végre, ami 2 pl 20 fmol/ul koncentracioju eldallitott lambdaExCell fag karokat,
4 ul vizet, 1 pl 10x ligdz puffert (Promega Corp.), 2 ul 40 fmol/ul koncentracioju
cDNS-t és 1 pl 15 U/ul T4 DNS ligazt (Promega Corp.) tartalmaz. A ligalast 4 C°
hémeérsékleten 48 dra alatt hajtjuk végre. Korllbelll a ligalasi reakciocelegy 50 %-a
épll be a fagba GIGAPACK Il Gold csomagolo kivonatot (Stratagene Cloning
Systems) hasznalva az arusitok uUtmutatasanak megfelelen. A kapott cDNS
kényvtar 1,5 x 107 fiiggetlen rekombinansnal tobbet tartalmaz, 1,5 %-nal kevesebb
inzert nélkuli fag hattér szinttel.

Egy 32P—jelélt human MPL-K receptor cDNS probat hasznalunk az egér lép
cDNS fag konyvtarbol vald egér MPL receptor cDNS izolalasa céljabdl. A cDNS
konyvtarat az E. coli SURE torzsére (Strategene Cloning Systems) szélesztjik
40000-50000 PFU/150 mm atmerdj lemez siriségben. A 33 lemezrél szarmazo fag
plakkokat nylon membranokra (Hybond N; Amersham Corp., Arlington Heights, IL)
transzferaljuk és a gyartok utmutatasanak megfelel6en dolgozzuk fel. A felhasznalt
sz(ir6ket 2 oraig 80 C° homérsekleten hevitjuk vakum sutében, ezt 70 C°
hémeérsekleten torténd pufferrel (0,25 x SSC, 0,25% SDS, 1 mM EDTA) valdo mosas
kovet, majd egy éjszakan at 65 C° hémersékleten hibridizacios oldatban (5x SSC, 5x
Denhardt-féle oldat, 0,1% SDS, 1 mM EDTA és 100 pg/mi hddenaturalt lazac

sperma DNS) el6hibridizaljuk egy hibridizacios sutében (HB-2-es modell, Techne Inc.
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Princeton, NJ). A prehibridizacio utan a hibridizaciés oldatot ledntjik és a
kereskedelemben beszerezhetd jeldlé kit (MEGAPRIME kit; Amersham Corp.,
Arlington Heights, IL) felhasznalasaval készilt korllbelil 2 x 106 cpm/ml 32p-
jelolésti human MPL-K cDNS-t tartalmazo friss hibridizacios oldattal helyettesitjuk. A
probat 5 percig 98 C° hémérsekleten valo tartassal denaturaljuk a hibridizacios
oldathoz valo hozzaadas elbtt. A hibridizacio egy éjszaka alatt 65 C° hémérsékleten
megy végbe. A szlrbket 55 C° hémérsékleten mossuk moso pufferben (0,25 x SSC,
0,25% SDS, 1 mM EDTA) és élesité szkrineken autoradiografaljuk 4 napig 70 C°
hémérsékleten XAR-5 filmen (Kodak Inc. Rochester, NY). Az autoradiogrammokat
hasznalva templatként agar plakkokat kapunk az elsddleges jeleknek megfeleld
lemez régiokbol, ezeket SM-be (0,1 M NaCl; 50 mM Tris:HCI, pH=7,5; 0,02%
zselatin) meritjik a fagok elualasa céljabdl a plakk tisztitashoz. Hét plakk-tisztitott
fagot izolalunk, melyek hordozzak a human MPL-K receptor prébahoz hibridizalodo
inzerteket. A lambda ExCell fagokon bellli fagmidokat kinyerjuk az eladok
Utasitasainak megfeleléen hasznalt in vivo rekombinans rendszer hasznalataval. A
cDNS inzertek azonossagat DNS szekvenalassal erdsitjik meg.

Az izolalt klonok egy olyan proteint kodolnak, mely magas foku szekvencia
azonossagot mutat a human MPL-P receptorral valamint egy korabban leirt egér
MPL receptorral (Skoda et al.,, EMBO J., 12:2645-2653, 1993). A hét klon ket olyan
csoportba tartozik, melyek egymastol harom olyan klonban termek el, melyek az N-
terminushoz kdzeli 60 aminosav maradék szakaszat kodolo szekvencia deléciot
tartalmaznak. A delécio neélkuli proteint kédold cDNS-re egeér I-es tipusu MPL
receptor cDNS-ként utalunk. A ll-es tipusu receptor cDNS-b4I hianyzik a 17. szamu
szekvencia l-es tipusu receptor 131-190 maradékat kodold szekvencia. Tovabba, az
l-es és a ll-es tipusu receptorok a leirt egér MPL receptor szekvenciatol (Skoda et

al., ibid.) abban térnek el, hogy jelen van egy a 222-es aminosav maradék utan



inzertalt Val-Arg-Thr-Ser-Pro-Ala-Gly-Glu szekvenciat (9 . szamu szekvencia) kodolo
szekvencia, valamint a 241-es pozicioban egy glicin maradék szerinnel helyettesul (a
poziciok az |-es tipusu egér receptorral utalnak).

Az l-es és a ll-es tipusu egér MPL receptor cDNS-eket a pHZ-1 plazmid
vektorba szubkldnozzuk emlds sejtekben vald expresszalas céljabol. A pHZ-1
plazmid egy olyan expresszids vektor, ami egy protein emlGs sejtekben valo
expresszalasara hasznalhato, vagy egy beka oocita transzlacios rendszerben in vitro
atirt mMRNS-ekbdl. A pHZ-1 expresszios egyseg egy eger metallotionein-1 promotert,
a kodolo szekvencidk inzertaciojahoz vald egyeduli restrikcios helyeket tartalmazo
tdbbszords klonozod részek altal hatarolt T7 bakteriofag promotert, a human
novekedési terminatort és a T7 bakteriofag terminatort tartalmazza. Tovabba, a pHZ-
1 tartaimaz egy E. coli replikaciés origot, egy bakterialis beta laktamaz gént, egy
emlés szelektalhatd marker expresszios egységet - mely tartalmazza az SV40
promotert és origot - egy neomycin rezisztencia gént és az SV40 transzkripcios
terminatort. A pHZ-1 plazmidba valo iranyitott klonozas el8segitese céljabol egy
megfeleld primereket hasznalo polimeraz lanc reakciot alkalmazunk egy EcoRI hely
és egy Xhol hely sorrendben a transzlacios iniciacios kodontdl upstream iranyban
valamint a transzlaciés terminacids kodontol downstream iranyban valo létrehozasa
céliabol. A polimeraz lanc reakciot egy 10 g 10x ULTMA DNS polimeraz puffert
(Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ), 6 pyl 26 mM MgClo-ot, 0,2 p
dezoxiribonukleotid trifoszfat oldatot - mely az egyes dATP-bdl, dGTP-bdl, dTTP-bdl
és sCTP-bél (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) 10 mM mennyiségeket tartalmaz -
a 20 pmol/ul ZC6603 (8. szamu szekvencia) primerbdl 2,5 pl-t, 32,8 pl vizet, 1 pl
korai log fazisu, az l-es és a ll-es tipusu egér MPL receptor plazmidot tartalmazo
baktérium tenyészetet és a 6 U/ul DNS polimerazbdl (ULTMA polimeraz; Roche

Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ) 1 yl mennyiséget tartalmaz. Az AmpliWax-



ot (Roche Molecular Systems, Inc.) a reakcioelegyben az arusitd utasitasainak
megfelelGen alkalmazzuk. A polimeraz lanc reakciot 25 cikluson keresztul futtatjuk (1
perc 95 C° homerseklet, 1 perc 55 C° h6merseéklet és 3 perc 72 C° hémérséklet), ezt
72 C° hémersékleten torténs 10 perces inkubalas koveti. Az amplifikalt termékeket
sorozatosan fenol/kloroform elegyével és kloroformmal extrahaljuk, majd etanollal
kicsapatjuk 6 pg glikogén hordozo es 2,5 M ammonium acetat jelenlétében. A
pelletet 87 ul vizben reszuszpendaljuk, melyhez 10 pl 10x H puffert (Boehringer
Mannheim Corp.), 2 pl 10 U/pl EcoRI-et (Boehringer Mannheim) és 1 ut 40 U/ul Xhol
(Boehringer Mannheim Corp.) adunk. Az emesztést 37 C° hémeérsékleten 1 ora alatt
hajtjuk végre. A reakciot ugy allitjuk le, hogy a hémerseékletet 15 percre 65 C°-ra
emeljuk, majd 400 porusmereti gelszirési oszlopot (CHROMA SPIN + TE-400;
Clontech Laboratories Inc.) hasznalva kromatografaljuk.

A fent leirt izolalt receptor inzerteket EcoRI-gyel és Xhol-gyel emesztett és
defoszforilalt pHZ-1 vektorba ligaljuk. A ligalasi reakcioelegy 1 ul 50 ng/ul eléallitott
pHZ-1 vektort, 5 pl 5 ng/pl cDNS inzertet, 2 uyl 10x ligaz puffert (Promega Corp.),
11,75 pl vizet es 0,25 pl 4 U/ul T4 DNS ligazt (Stratagene Cloning Systems)
tartalmaz. A ligalast egy éjszaka alatt valositjuk meg 10 C° hémerséekleten. A ligalt
DNS-eket E. coli sejtekbe (MAX EFFICIENCY DH10B kompetens sejtek GIBCO
BRL) transzfektaljuk az arusitok utasitasanak megfeleléen. Az I-es és a ll-es tipusu
egér MPL és human MPL-P receptor inzertek pHZ-1-beni érvényességét DNS
szekvenalassal erGsitjuk meg. A kapott pSLmpl-8 eés pSLmp1-9 plazmidok
sorrendben hordozzak az I-es és a li-es tipusi MPL receptor cDNS-eket. A pSLmp1-

44 plazmid a human MPL-P cDNS inzertet hordozza.



3. példa

Az MPL receptorokat expresszalo BaF3 sejtvonalak megszerkesztése

Egy patkany csontvel6bdl szarmazo (Palacios and Steinmetz, Cell 41:727-
-734; Mathey-Pevot et al., Mol. Cell. Biol. 6:4133-4135, 1986) interleukin-3 fligg6
pre-limfoid sejtvonalat, a BaF3-at 10 % hdvel inaktivait magzati borju szerummal,
tenyésztett WEHI-3 sejtekbdl (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) szarmazo 4
% kondicionalt tapkdzeggel, 2 mM L-glutaminnal, 2-merkaptoetanollal (1:280000
végsé koncentracio) és PSN antibiotikumokkal (GIBCO BRL) kiegészitett komplett
tapkdzegben (RPMI 1640 tapkézeg (JHR Bioscience Inc., Lenexa, KS) tartunk fenn.
A cézium kloriddal tisztitott pSLmp1-8, pSLmp1-9 és pSLmp1-44 plazmidokat az
Nde! helynél linearizadlunk a BaF3 sejtekbe torténd elektroporacio elbtt. Az
elektroporaciohoz a BaF3 sejteket egyszer RPMI 1640 tapkozegben mossuk, majd
107 sejt/ml sejt slrlségnél RPMI 1640 tapkdzegben reszuszpendaljuk. A
reszuszpendalt BaF3 sejtek 1 ml mennyiségét az egyes linearizalt plazmid DNS-ek
30 pug mennyiségeével keverjik és elkilonitett, eldobhato elektroporacios kamrakba
(GIBCO BRL) helyezziik. Egy 15 perces szobahémérsékleten vald inkubalas utan a
sejtek két sorozat sokkot kapnak (800 pFad/3OO V.; 1180 uFad/300 V), melyet egy
elektroporacios készulékkel (CELL PORATOR; GIBCO BRL) valdsitunk meg. Ot
perces pihenési idé utan az elektroporalt sejteket 10 ml komplett tapkozegbe visszuk
at és 15-24 6raig 37 C° hémérsékleten inkubaljuk 5 % CO» mellett. Ezutan a sejteket
centrifugaljuk és reszuszpendaljuk 10 mi 1600 pg/mi G418-at tartalmazo komplett
tapkdzegben és korlatozott higitas mellett 96 Uregli szOvettenyesztd lemezekre
szélesztjik a G418 klonok izolalasa céljabdl. Az MPL receptorok G418-rezisztens
BaF3 klénokban valo expresszalasara a BaF3 mRNS Northern lenyomat analizisével
kovetkeztetiink az MPL receptor transzkript jelenlétére. Egy BaF3/MPLR1.1 jelolési

sejtvonalat talaltunk, mely az I-es tipusu eger MPL receptor mRNS-t magas szinten



expresszalja és ezt hasznaljuk a transzfektalt BHK 570 sejtek kondicionait
tapkozegben valdé MPL ligandum aktivitasanak ezt kovetd vizsgalatara. A ll-es tipusu

receptor mMRNS-t expresszalo BaF3 sejtvonalat BaF3/MPLR2-nek jeldljuk.

4. példa

Az oldhatd egér MPL receptor létrehozasa

Az oldhato egér l-es tipust MPL receptort (pLDmp1-53) kdodold emlds
expresszios plazmidot ugy hozzuk létre, hogy a pSLmp1-9 plazmidbdl - a fent leirt
telies hosszusagu egér I-es tipusi MPL receptort kodold cDNS-t tartalmazé emlGs
expresszios plazmid - szarmazo DNS szegmenteket egy a pSLmp1-26 plazmidbol -
egy az oldhatd egeér I-es tipusu MPL receptor baktériumokban valo termelesehez
megszerkesztett expresszios plazmid - szarmaz6 DNS szegmenttel kombinaljuk.

Egy az egér l-es tipusu MPL oldhato receptort kodolo cDNS szegmentet
izolalunk polimeraz lanc reakcioval (PCR-ral), melynek soran a ZC6704 (10. szamu
szekvencia) és ZC6703 (11. szamu szekvencia) primereket és templatkent a teljes
hosszusagu pSLmp1-9 receptor plazmidot hasznaljuk. Az iranyitott klonozas
el6segitése celjabol a ZC6704 és ZC6703 primerek magukba foglaljak megfeleld &'
végeiken az EcoRI és Xhol restrikcios helyeket. A ZC6703 primer egy a protein
kinazhoz valo kereten bellli konszenzus cél szekvenciat is magaba foglal, ami
lehetbvé teszi az tisztitott oldhato receptor in vitro 32p gamma ATP-vel val¢d jeidlését
(Li et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:558-562,1989). A PCR-t olyan
reakcioelegyben hajtjuk végre, mely 10 pyl 10x ULTMA DNS polimeraz puffert (Roche
Molecular Systems, Inc), 6 yl 25 mM MgCly-ot, 0,2 pl a dATP-bdl, a dGTP-bdl a
dTTP-bé8l és a dCTP-bél (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) egyenként 10 mM
mennyiséget tartalmazd dezoxiribonukleotid trifoszfat oldatot, 11 pl 4,55 pmol/p

ZC6704 primert (10 . szamu szekvencia), 21 yl 2,43 pmol/yl ZC6703 primert (11 .



szamu szekvencia), 50,3 pl vizet, 1 pl 50 ng/pl Hindlll és Xbal emésztett pSLmp1-9
plazmidot és 1 pl 6 U/ul ULTMA DNS polimerazt (Roche Molecular Systems, Inc)
tartalmaz. A reakcioelegyben Ampliwax-ot (Roche Molecular Systems, Inc)
alkalmazunk az arusitok utmutatasanak megfeleléen. A polimeraz lanc reakciét 3
ciklusban futtatjuk (1 percen keresztul 95 C° hémérsékleten, 1 percen keresztil 50
C°® hémérsékleten eés 2 percen keresztul 72 C° hémersekleten), ezt 11 fokozott
hibridizacids szigorusagu ciklus koveti (1 percen keresztul 95 C° hémérsékleten, 30
masodpercen keresztol 55 C° hdémérsékleten és 2 percen keresztul 72 C°
hémeérsékleten), ezt 10 percen keresztul tartd 72 C° hémersékleten vald inkubalas
koveti. Az amplifikalt terméket sorozatos extrahalasnak vetjik ala fenol/kloroform
elegyével és kloroformmal, amit 400 porusmeretii gélszlréses oszlopon (Clontech
Laboratories Inc.) keresztlli kromatografia kovet. A PCR terméket etanolial
kicsapatjuk 20 pg glikogen hordozo és 2,5 M ammonium acetat jelenléetében. A
pelletet 32 ul vizben reszuszpendaljuk. A reszuszpendalt PCR termék 16 pl
mennyiségét 2 pl 10x H pufferhez (Boehringer Mannheim Corp.), 1 yl 10 U/ul EcoRI-
hez (Boehringer Mannheim Corp.) és 1 yl 40 U/pl Xhol-hez (Boehringer Mannheim
Corp.) adjuk. Az emeésztést 37 C° homeérsekleten hajtjuk végre 1 dran keresztul. Az
emeésztést ugy allitjuk le, hogy a hémeérsékletet 15 percen keresztul 65 C°
hémersékletre emeljuk és egy 0,7% alacsony olvadaspontu agardz gélen tisztitjuk.
Az alacsony olvadaspontu agardz gelbdl valo fragment kinyerést a gel matrix beta-
agaraz I-gyel (New England Biolabs) valo emésztessel valositjuk meg.

A kapott PCR termék kodolja az egeér I-es tipusu MPL receptor N-terminalis
extracellularis domeénjét (27-480 maradek, 17. szamu szekvencia). A feltételezett
receptor transz-membran domeén (483-504 maradékok, 17. szamu szekvencia)
hianyaban az expresszalt proteintél azt varjuk, hogy egy megfelel§ jel peptid

jelenléteben szekretalddik. Egy az egér ll-es tipusu oldhatd MPL receptort kodolo



cDNS-t a fent leirt PCR korulmények alkalmazasaval nyerjuk azzal az eltéréssel,
hogy templatkent a pSLmp1-8 plazmidot hasznaljuk. A ket receptor fragment
ervényességéet DNS szekvenalassal erdsitjuk meg.

Az oldhato egér l-es és ll-es tipusu MPL receptort kodoldo DNS fragmenteket
az EcoRIl és Xhol emésztett pOmpA2-5 vektorba klonozzuk, hogy sorrendben a
pSLmp1-26 és a pSLmp1-27 plazmidokat hozzuk létre. A pOmpA2-5 plazmid a
pOmpA2 plazmid (Ghrayab et al., EMBO J. 3: 2437-2442, 1984) modositasa, egy
olyan bakteridlis expresszios vektor, melyet azért terveztek meg, hogy a
rekombinans proteint a periplazmas térbe iranyitsa. A pOmpA2-5 plazmidot ugy
szerkesztettiik meg, hogy a pOmpA2 plazmid EcoRIl és BamHI helyek kdzotti 13
bazispar hosszusagu szekvenciajat egy 42 bazispar hosszusagu szintetikus
szekvenciaval helyettesitjik. A szekvenciat ugy hoztuk létre, hogy keét 42
nukleotidbdl allé komplementer oligonukleotidot (ZC6707, 12. szamu szekvencia,
ZC6706, 13. szamu szekvencia) annealtunk, melyek a bazisparosodaskor EcoRl és
BamH!| kohézios végeket hoznak létre, el6segitve az EcoRI-gyel es BamHIl-gyel
emésztett pOmpA2 plazmidba valo iranyitott kionozast. Az inzertalt szekvencian
belll talalhatd egy Xhol hely kereten belll a bekterialis vezetd szekvenciahoz,
valamint a fent leirt egér MPL oldhato receptort kddoldo cDNS-ekhez képest,
valamint tartalmaz egy kereten bellli 6 hisztidin kodonbdl allo szakaszt, mely a Xhol
helytél 3' iranyban talalhato, abbdl a celbdl, hogy lehetdve tegye a rekombinans
protein fém kelaciés affinitds kromatografiaval valo tisztitasat (Houchuli et al.,
Bio/Technology 6:1321-1325, 1988). A hisztidin szakaszt kodolo szekvencia utan
egy kereten bellli terminacidos kodon talalhato. A pOmpA2-5, pSLmp1-26 és a
pSLmp1-27 plazmidok érvényességét DNS szekvenalassal erdsitjuk meg.

Egy az oldhaté egér l-es tipusu MPL receptort termel6 eml6s expresszios

plazmid, a pLDmMp1-53 plazmid kerul megszerkesztésre oly modon, hogy a pSLmp1-
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9 és a pSLmp1-26 plazmidokbdl szarmazo DNS szegmenteket a pHZ-200
expresszios vektorba (olyan pHZ-1 vektor, melyben egy dihidrofolat reduktaz
szekvencia helyett a neomycin rezisztencia gén talalhato) juttatjuk be. A pSLmp1-9
plazmidbdl szarmazd 1164 bazispar hosszusagu EcoRI/BamHI cDNS fragment
helyettesiti az emids jel szekvenciat, melyet a pSLmp1-26 bakterialis expresszids
plazmid megszerkesztése soran vetettunk ala delécionak. A pSLmp1-26 plazmidbdl
szarmazo 416 bazispar hosszusagu BamHI fragmant biztositja az oldhaté MPL
receptor karboxi terminalis részének kodolo szekvenciajat, a kinaz jelold domeént, a
poli-hisztidin szakaszt és a transzlacios terminatort. A két fragmentet geél tisztitjuk és
a pBluescript KS+ plazmid (Stratagene Cloning Systems) EcoRI/BamHI helyeire
klonozzuk a pBS8.76L.D-5 plazmid létrehozasa céljabdl. A 416 bazispar hosszusagu
pSLmp1-26 eredet(i BamH! fragment 1164 bazispar hosszusagu pSLmp1-9 eredeti
EcoRI/BamHI| fragmenthez viszonyitott pBS8.76LD-5 plazmidban valé helyes
orientaciojat PCR-rel hatarozzuk meg a ZC6603 (8. szamu szekvencia) és a ZC6703
(11. szamu szekvencia) primerek felhasznalasaval. A pBS8,76LD-5 plazmid poli-
koté szekvenciajan belll levé Xbal hely lehetdve teszi, hogy az ujra megszerkesztett
receptor cDNS-t egy 1,5 kb hosszusagu EcoRlI/Xbal fragmentként metsszuk ki a
pHZ-200 plazmidba valo klonozashoz, a vektor EcoRI-gyel és Xbal-gyel vald
emésztését kovetéen. A kapott emlés expresszios plazmidot, a pLDmp1-53
plazmidot, nagy léptékben termeljik a BHK sejtekbe valo transzfekcidhoz.

A tisztitott pLDmMp1-53 plazmid 20 yg mennyisegét transzfektaljuk BHK 570
sejtekbe a kalcium foszfat kicsapatasos modszert hasznalva. Ot ora utan a sejteket
15 % glicerollal sokkoljuk 3 percen keresztil a DNS felvétel elGsegitése celjabdl.
Friss szaporodasi tapkozeget adunk egy éjszakan keresztul. A kovetkezd napon a
sejteket kulonbozd higitasokra osztjuk és 1 pM metotrexatot tartalmazé szelekcids

tapkozeget adunk hozza. Megkdzelitden ket hét utan diszkrét metotrexat-rezisztens
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telepek lathatok. A rezisztens telepeket vagy 0sszegydjtjuk, vagy megkulénboztetett
klonokként tartjuk fenn. Az 0OsszegyUjtott telepek kimerllt tapkdzegét azonnal
teszteljuk az oldhato MPL receptor protein jelenletere.

Az oldhatdo MPL receptor proteint a protein karboxi-terminusan jelen levé poli-
hisztidin szakasz és az immobilizalt Ni2*-t (HIS-BIND; Novagen, Madison, WI)
tartalmazo fém kelatképzé gyantaval valé vegyitéssel izolaljuk. Az Osszegydjtott
pLDmp1-53  plazmidrél szarmazo szérum mentes faradt tenyész tapkozeget
atengedjik a gyantan és a kotott proteint 1 M imidazollal elualjuk. Az SDS-PAGE
analizis egy egyeduli -67 kDa savot fed fel. Ezt a proteint N-terminalis aminosav
analizisnek vetjuk ala és meger6sitjuk, hogy egér MPL receptor.

Az oldhato egér MPL receptort BHK transzfektansok 0sszegydjtott
mennyiségbdl tisztitjuk, melyeket a pLDmp1-53 plazmidot expresszald oldhato egeér
l-es tipusi MPL receptorral transzfektaltunk. A tisztitott oldhatd receptort CNBr-
aktivalt SEPHAROSE 4B (Pharmacia LKB Biotechnology Inc.) matrixon
immobilizaljuk alapjaban véve a gyartok utasitasanak megfeleléen és a 24-11-5
sejtek kondicionalt tapkozegben valé MPL aktivitasanak affinitasi tisztitasara
hasznaljuk. Az affinitasi matrix egy XK16 oszlopba van csomagolva (Pharmacia LKB
Biotechnology Inc.). A 24-11-5 sejtekrdl szarmazo kondicionalt tapkozeget egy 10 Kd
hasitast Ureges rost membranon (A/G Technology Corp., Needham, MA)
koncentraljuk és az MPL receptor affinitasi oszlop aljara helyezzik 1 ml/perc
atfolyasi sebességgel. Az oszlopot 0,5 M NaCl-ot és 0,01% natrium azidot
tartalmazo foszfat pufferelt sdoldattal (PBS) mossuk. Az MPL aktivitast az oszloprol
3M kalium tiocianattal (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) elualjuk 0,5
ml/perc atfolyasi sebességgel. A kalium tiocianatot PBS-sel szembeni dializissel
tavolitjuk el. Az aktiv frakcidkat MTT proliferacios vizsgalattal azonositjuk (a 7.

peldaban kerdl leirasra).

o oo0s eo
. e o

*oe
.
oo



5. pelda

Eqy MPL receptor ligandumot expresszalo sejtvonal izolalasa és jellemzése

A BaF3/MPLR1.1 sejtek IL-3 fuggo sejtek, melyek egy stabilan transzfektalt
l-es tipusu egér MPL receptort expresszalnak. Egy mutagenezises és szelekcios
semat talaltunk ki az MPL receptor ligandumot expresszalo sejtvonalak izolalasara, a
BaF3/MPLR1.1 sejtek mutagenizalasaval, valamint az exogén IL-3 hianyaban vald
autokrin szaporodasra valo szelektalassal.

Megkozelitéen 1,2 x 106 BaF3/MPLR1.1 sejtet pelletizalunk és GM-mel (2-
merkaptoetanollal (1:240000 végsé koncentracio), 2 mM L-glutaminnal, 110 pg/ml
natrium piruvattal, 50 yg/ml G418-cal €s 10 % hdinaktivalt magzati borju szérummal
kiegészitett RPMI 1640 tapkozeg) mossuk. A sejteket 2 ml 0,15 % (v/v) mutagén 2-
etil-metan-szulfonatot (EMS) tartalmazo GM-ben reszuszpendaljuk és 2 odran
keresztll 37 C° hémérsékleten inkubaljuk. Inkubalas utan a sejteket egyszer PBS-sel
mossuk, egyszer pedig GM-mel, majd 10 cm-es lemezekre szélesztjuk
megkozelitéen 40000 sejt/ml slrisagben 5 % WEHI-3-mal kiegészitett GM
kondicionalt tapkdzegben (Becton Dickinson Labware, Bedford, MA) IL-3 forrasként.
A sejtek egy hét napig tarto felépulesi idét kapnak 37 C° hémeérsékleten valo
inkubalas mellett 5 % CO»9 alatt az IL-3 fuggetlen szaporodasra valo szelekcio el6tt.
A felepilesi idGtartam utan a tenyeszetet az €16 sejtektdl sirl. A sejteket GM-mel
mossuk és GM-ben tenyesztjuk WEHI-3 kondicionalt tapkozeg hianyaban. A 11
napos szelekcio utan kis szamu éld sejt figyelhetd meg. Az IL-3 fuggetlen tenyészet
el6 sejt denzitasat 250 sejt/ml értékiinek becsuljik. Az IL-3 fuggetlen tenyészet 1 mi
mennyisegét egy 24 Uregld tenyeész lemez 19 Uregébe szélesztjik a tovabbi
jellemzés celjabol.

A fenti IL-3 szaporodas-fuggetlen BaF3/MPLR1.1 sejtekrél szarmazo

kondicionalt tapkodzeget proliferativ aktivitasra vizsgaljuk BaF3/MPLR sejtekre. A 19
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IL-3 szaporodas fliggetlen 6sszegylijtott kondicionalt tapkdzegek az MTT proliferativ
vizsgalatban aktivnak talaltuk (7. példaban kerult leirasra). A pozitiv tapkdzeget Ujra
vizsgaljuk a 2 pg/ml patkany anti-egéer IL-3, anti-eger IL-3, anti-egér IL-4 jelenlétében
mutatkozo proliferativ aktivitasra, vagy mindket neutralizald antitest (Pharmigen, San
Dlego, CA) jelenlétében mutatkozo aktivitasra az ezen citokineket expresszalo IL-3
szaporodas-fuggetlen mutansok azonositasa celjabol. (Egy korabbi vizsgalatban azt
talaltuk, hogy a BaF3 sejtek az IL-4-re is reagalnak.) Csak a #11 ("24-11" sejteknek
jeloljuk) szamu lemez sejtjeir6l szarmazo kondicionalt tapkozeg rendelkezik olyan
aktivitassal, amit az IL-3 vagy az IL-4 antitestek nem semlegesitenek.

A fent leirt mutagenezises és szelekcios semat ot mas BaF3/MPLR1 klonnal
(BaF3/MPLR1 #4, 9, 12, 15 és 18 sorrendben BaF3/MPLR1.4, 9, 12, 15 és 18
jelolések) is elvegeztik. Tizenhét izolatumot talaltunk olyan kondicionalt
tapkozeggel, mely a Baf#/MPLR1 sejtek szaporodasat stimulalja. Azt az eredmeényt
kaptuk, hogy az anti-IL-3 vagy IL-4 antitestek egyedul vagy kombinacioban
semlegesitik ezen tapkozegek aktivitasat. Ezeket a klonokat a tovabbiakban nem
jellemezzuk.

A 24-22 sejtekr6l gyujtott kondicionalt tapkozeg proliferativ - aktivitasat
részletesen jelemezzUk. A 24-11 csoportot 19 alcsoportra osztjuk €s a kondicionalt
tapkozeget ujra teszteljuk az aktivitasra. Mind a 19 csoport (azaz a 24-11-1 - 24-11-
19) stimulalja az IL-3 szaporodas fuggd BaF3/MPLR1 sejtek szaporodasat az
exogen IL-3 hianyaban. Az aktivitast nem gatoljak az IL-3 vagy az IL-4 semlegesit6
antitestek vagy ezen antitestek kombinacioi.

Keét kiséerletet hajtunk végre a 24-11 aktivitas specifitasanak meghatarozasa
céljabdl. A kondicionalt tapkdzeget a proliferativ aktivitasra vizsgaljuk olyan kontroll
BaF3 sejteken, melyek nem expresszaljagk az MPL receptort. Az exogén IL-3

hianyaban a kontroll BaF3 sejtek szaporodasa nem figyelhet6é meg a kondicionalt
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tapkozegben a 19 24-11 alcsoport egyike eseteben sem. Egy masodik vizsgalatban
a proliferativ aktivitast a tisztitott oldhato MPL receptor altali gatlasra vizsgaljuk. A
BaF3/MPLR1 sejteket 50 % 24-11 kondicionalt tapkozeggel kiegészitett GM
tapkdzegben tenyésztjik. Az egyes mintakhoz hozzaadunk l-es tipusu eger oldhato
MPL receptort, ugy hogy a végso koncentraciok 0,0, 0,625, 1,25, 2,5 vagy 5,0 yg/mi
értékek legyenek. Az eredmenyeket négy nappal kesdbb ertekeljuk MTT sejt
proliferativ vizsgalattal. A 24-11 kondicionalt tapkozeg proliferativ aktivitasat az
oldhato MPL receptor 0,625 - 1,25 pg/ml koncentracio eseteben teljesen gatolja. Az
aktivitast teljes mértékben gatlo oldhato receptor koncentraciok nincsenek hatassal a
BaF3/MPLR1 sejtek IL-3 vagy IL-4 altali stimulalasara. Ezen eredmények azt
mutatjak, hogy az oldhato MPL receptor a 24-11 tapkozeg stimulativ aktivitasaval
versenyez és ez egybe esik azzal a hipotézissel, miszerint a 24-11 sejtek MPL
receptor ligandumot expresszalnak.

A 24-11 sejtekbdl szarmazo kionokat higitasi sorok szelesztésevel izolaljuk.
Egy klon, melyet 24-11-5 #3-nak jeloliink, magas szintl proliferativ aktivitast mutat
kondicionalt tapkozegében a 24-11 csoporthoz viszonyitva. A proliferativ aktivitast a
WEHI-3 sejtekrdl szarmazo kondicionalt tapkdzeg (Becton Dickinson labware)

1:2000 higitasaval talaltuk azonosnak.

6. példa

A 24-11-5 #3 cDNS konyvtar megszerkesztése

Korilbelll 2,7 x 108 24-11-5#3 sejtbdl allitunk el6 telies RNS-t guanidin
izotiocianatot hasznalva, amit CsCl-os centrifugalas kovet (Chirgwin et al., ibid.).
Poli(A)* RNS-t izoldlunk OLIGOTEX-dT-mRNS izolalasi kitet (Qiagen Inc,,

Chatsworth, CA) hasznalva a gyartok utmutatasanak megfelelGen.



A 24-11-5#3 sejtekbdl szarmazo elsé szal cDNS-t négy kalonbozé
parhuzamos reakcioban szintetizaljuk. Az egyes reakcioelegyek a kovetkezdéket
tartalmazzak: 7 ul poli d(T)-szelektalt  poli(A)* 24-11-5#3 RNS-t 1,6 ug/ul
koncentracioban és 2,5 ul 20 pmol/ul koncentracioju Xho restrikcios helyet
tartalmazo ZC6172 (14. szamu szekvencia) elsé szal primert. A reakcidelegyet 4
percen keresztul 65 C° hémérsék[efre hevitunk, majd jégen lehdtjuk. Az elsé szal
cDNS szintézist ugy inditjuk el, hogy hozzaadunk az RNS-primer elegyhez 8 pl elsé
szal puffert (5 x SUPERSCRIPT puffer; GIBCO BRL), 4 yl 100 mM ditiotreitolt és 2 pl
. A reakcioelegyet 4 percen keresztul 45 C° hémérsekleten inkubaljuk, ezutan
hozzaadunk 10 ul 200 U/ul RN-az H- reverz transzkriptazt (GIBCO BRL). Az elsd
szal szintézis hatékonysagat egy parhuzamos reakcioban analizaljuk, ugy, hogy
hozzaadunk 10 pCi 32p_alfadCTP-t az egyik reakcioelegybdl egy 10 pl azonos
mennyiséget a reakcio jelolese celjabdl az analizis elvégzeéséhez. A reakcioelegyet 1
oran keresztul 45 C° hémérsékleten inkubaljuk, majd 15 percen keresztul 50 C°
hémérsekleten. A jeldlt reakcidelegyben levé be nem épilt 32P-alfadCTP-t
kromatografiaval eltavolituk egy 400-as porusmeretli gélszireses oszlopot
(Clontech Laboratories) hasznalva. A nem jelolt elsG szal reakciokat osszegyljtjuk, a
be nem épult nukleotidokat ugy tavalitjuk el, hogy a cDNS-t kétszer kicsapatjuk 32
1g glikogén hordozo, 2,5 M ammonium acetat és 2,5 térfogat etanol jelenlétében. A
jelolés nelkuli cDNS-t 144 ul vizben reszuszpendaljuk a masodik szal szintézisben
valo felhasznalashoz. A jelolt els6 szal cDNS hosszusagat agaroz geél
elektroforézissel hatarozzuk meg.

A masodik szal szintézist az elsCG szal cDNS-en hajtjuk végre olyan
korilmények kozott, mely el6segiti a masodik szal szintézis elsé szal primelését,
DNS hajtli képzddest eredmeényezve. Harom kulonbozé parhuzamos masodik szal

reakciot hajtunk vegre. Az egyes masodik szal reakcidelegyek a kovetkezoket



tartalmazzak: a nem jelolt elsé szal cDNS 48 pyl mennyiseget, 16,5 pl vizet, 20 ul 5x
polimeraz | puffert (100 mM Tris:HCI-t, pH=7,4, 500 mM KCl-ot, 25 mM MgClo_qt, 50
mM (NH4)2SOg4)-et, 1 ul 100 mM ditiotreitolt, 1 upl dezoxiribonukleotid trifoszfat
oldatot, ami a dATP-bél, dGTP-bél dTTP-bél és az 5-metil-dCTP-bél (Pharmacia
LKB Biotechnology Inc.) egyenként 10 mM mennyiseget tartalmaz, 3 pyl 5 mM beta-
NAD-ot, 1 pl 3 U/ul E. coli DNS ligazt ((New England Biolabs Inc.) és 5 ul 10 U/ul E.
coli DNS polimeraz l-et (Amersham Corp.). A reakcioelegyet szobahdmersekleten
allitjuk 6ssze majd 5 percen keresztil szobahOmeérsékleten inkubaljuk, ezutan
hozzaadunk 1,5 uyl 2 U/ul RN-az H-t (GIBCO BRL). A masodik szal szintézises
reakcidelegy egyikébdl 10 ul mennyiséget jeldlink ugy, hogy hozzaadunk 10 pCi
32p_alfadCTP-t a masodik szal szintézis hatékonysaganak nyomonkovetése
céljabol. A reakcidelegyet 2 oran keresztiil 15 C” hémersékleten inkubaljuk, ezutan
15 percen keresztill szobahémersékleten. A jeldlt reakcioelegyben levé be nem epuilt
32p_alfadCTP-t kromatografiaval tavolitjuk el egy 400-as porusmeéretii gélszlréses
oszlopot (Clontech Laboratories) hasznalva az agaroz gél elektroforézis elvegzese
el6tt. A nem jelolt reakcioelegyet 6sszegyljtjik és fenol/kloroform elegyével és
kloroformmal extrahaljuk, majd 2,5 M ammonium acetat jelenlétében etanollal
kicsapatjuk.

A hajtl szerkezet egyszali DNS-ét "mung" bab nukleazt hasznalva hasitjuk. A
reakcioelegyet a kovetkezdket tartalmazza: 20 pl 10x "mung" bab nukleaz puffert
(Stratagene Cloning Systems), 16 pl 100 mM ditiotreitolt, 48 pl vizet, 10 yl "mung”
bab nukleaz higitasi oldatot (Stratagene Cloning Systems) es 6 pl 50 U/ul "mung”
bab nukleazt (Promega Corp.). A reakcioelegyet 37 C° hémérsékleten inkubaljuk 30
percen keresztil. A reakciot ugy allitiuk le, hogy hozzaadunk 20 pl 1M Tris:HCI-,

pH=8,0), majd ezt kdévetSen fenol/kloroform elegyevel extrahaljuk a fent leirtak
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szerint. Az extrahalas utan a DNS-t etanollal kicsapatjuk majd vizben
reszuszpendaljuk.

A reszuszpendalt cDNS-t T4 DNS polimerazzal tompa veguve tesszuk. A 188
ul vizben reszuszpendalt cDNS-t 50 pl 5x T4 DNS polimeraz pufferrel (250 mM
Tris:HCI, pH=8,0, 250 mM KCI, 25 mM MgClp), 3 ul 0,1 M ditiotreitollal, 4 ul
dezoxiribonukleotid trifoszfatokat tartalmazo oldattal és 5 pl 1 U/ul T4 DNS
polimerazzal (Boehringer Mannheim Corp.) keverjuk dssze. 15 C° hémeérsékleten
vald 30 percen keresztili inkubalas utan a reakciot leallitjuk ugy, hogy 10 pl 0,5 M
EDTA-t adunk hozza, majd fenol/kloroform elegyével és kloroformmal extrahaljuk a
fent leirtak szerint. A DNS-t kromatografaljuk egy 400-as porusméretli gélsziréses
oszlopot (Clontech Laboratories) hasznalva a protein nyomnyi mennyiseégeinek
eltavolitasa céljabol, valamint a korllbeliil 400 bazispar hosszusagnal rovidebb rovid
cDNS-ek eltavolitasa céljabdl. A DNS-t etanollal kicsapatjuk 10 pg glikogén hordozo
és 2,5 ammaonium acetat jelenlétében, majd 15 pl vizben reszuszpendaljuk. A 32p.
alfadCTP beépllésre alapozva, a cDNS hozamot korulbelll 8 pg mennyiségnek
becsUljik a 40 ug kiindulasi MRNS-bdl.

EcoRI adaptereket ligalunk a fent leirt cDNS 5' végeihez egy expresszios
vektorba valo klonozas lehetévé tétele céljabdl. 10 pyl cDNS-t (korulbelat 5 ug) és 21
pl 65 pmol/pl koncentracidju EcoRI adaptert keverunk oOssze (Pharmacia LKB
Biotechnology Inc.) 4 ul 10x ligaz pufferrel (Promega Corp.), 3 pl 10 mM ATP-vel és
3 ul 15 U/ul T4 DNS ligazzal (promega Corp.). A reakcidelegyet egy €jszakan
keresztll (kortlbelll 48 ora) 9 C° hémeérsekleten inkubaljuk. A reakciot ugy allitjuk le,
hogy hozzaadunk 140 pl vizet, 20 pl 10x H puffert (Boehringer Mannheim Corp.),
majd 40 percen keresztll 65 C° hémérsékleten inkubaljuk. Inkubalas utan a cDNS-t
fenol/kloroform elegyével és kloroformmal extrahaljuk a fent leirtak szerint, majd 2,5

ammaonium acetat és 1,2 térfogat izopropanol jelenlétében kicsapatjuk. Centrifugalas



utan a cDNS pelletet 70 % etanollal mossuk, levegén megszaritjuk és 89 ul vizben
reszuszpendaljuk.

A cDNS egy expresszios vektorba valo iranyitott klonozasanak elésegitese
céljabol a cDNS-t Xhol-gyel emésztjuk, ami egy olyan cDNS-t eredmenyez, mely egy
5 EcoRl kohézids veget és egy 3' Xhol kohézios veget eredményez. A cDNS 3
végén a Xhol restrikcios helyet korabban juttattuk be a ZC6172 primert (14. szamu
szekvencia) hasznalva. A restrikcids enzimekkel valo emesztést egy olyan
reakcioelegyben hajtjuk végre, ami a kovetkezdket tartalmazza: 89 pl fent leirt cDNS-
t, 10 yl 10x H puffert (Promega Corp.) és 1,5 pl 40 U/ul Xhol-et (Boehringer
Mannheim Corp.). A emésztést 1 oran keresztil 37 C° hémersékleten hajtjuk vegre.
A reakciot sorozatos fenol/kloroform elegyével és kloroformmal extrahaljuk és egy -
egy 400-as porusmeretii gélszdréses oszlopot (Clontech Laboratories) hasznalva
kromatografaljuk.

A cDNS-t etanollal kicsapatjuk, 70 %-os etanollal mossuk, levegdn
megszaritjuk és 20 ul 1 x gél terhel6 pufferben (10 mM Tris:HCI, pH=8,0, 1 mM
EDTA, 5 % glicerol és 0,125 % bromfenol kék) reszuszpendaljuk. A reszuszpendalt
cDNS-t 5 percen keresztil 65 C° hémérsékleten hevitjik, majd jégen lehdtjik es 0,8
% alacsony olvadaspontu agaroz gélen (SEA PLAQUE GTM alacsony olvadaspontu
agardz; FMC Corp.) elektroforézisnek vetjik ald. A szennyez6 adaptereket és a 0,5
kb hosszusag alatti cDNS-t kimetsszlk a géibdl. Az elektrodokat megforditjuk és a
cDNS-t egészen addig elektroforézisnek vetjlik ald, mig a palya eredethez kozeli
érték(ire nem koncentralodik. A koncentralt cDNS-t tartalmazd gel teruletet
kimetssziik és mikrocentrifuga csovekbe helyezzik, és a gél szelet korulbeldli
térfogatat meghatarozzuk. A gél szelet térfogatanak mintegy haromszoros térfogatu
viz mennyiséget adunk a cs6hoz és az agarozt 15 percen keresztil 65 C°

hémérsékieten megolvasztjuk. A minta 45 C° h6mersékletre valo ekvilibralasa utan 5
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ul 1 U/ul beta agarazt (New England Biolabs, Inc.) adunk hozza, majd a
reakcioelegyet 90 percen keresztul 45 C° hdmeérsekleten inkubaljuk az agaroz
emésztése celjabol. Inkubalas utan 40 pyl 3 M Na acetatot adunk a mintahoz es a
reakcidelegyet jégen inkubaljuk 15 percen keresztul. A mintat 14000 x g értéken
centrifugaljuk 15 percen keresztll szobahomersékleten a nem emésztett agaroz
eltavolitasa céljabal, majd kromatografaljuk egy 400-as porusmeéretl gélszliréses
oszlopot (Clontech Laboratories) hasznalva. A cDNS-t etanollal kicsapatjuk, 70 %-os
etanollal mossuk, levegén megszaritjuk és 70 pl vizben reszuszpendaljuk a kinazos
reakciohoz a ligalt EcoRI adapterek foszforilalasa celjabol.

A 70 pl cDNS oldathoz hozzaadunk 10 pl 10x ligaz puffert (Stratagene
Cloning Systems) és a reakcidelegyet 5 percen keresztil 65 C° homérsékleten
melegitjiik. A reakcioelegyet jégen leh(tjik és hozzaadunk 16 ul 10 mM ATP-t és 4
ul 10 U/ul T4 polinukleotid kinazt (Stratagene Cloning Systems). A reakcioelegyet 37
C° hémeérsékleten 1 oran keresztll inkubaljuk, majd a reakciot 10 percen keresztl
65 C° hémeérsékleten vald hevitéssel terminaljuk, amit fenol/kloroform elegyeével es
kloroformmal torténd extrahalas kovet. A foszforilalt cODNS-t etanollal kicsapatjuk 2,5
M ammonium acetat jelenlétében, majd 70 etanollal mossuk, levegdn megszaritjuk
fmol/ul értékiinek becsuljuk.

A pDX eml6s expresszios vektort (a 4,959,318 szamu US szabadalomban
ker(lt leirasra)(abrak) ugy, hogy befogadja a 24-11-5#3 cDNS-t, melyet EcoRI-Xhol
végekkel szintetizaltunk. A pDX vektoron lev6 endogén Sall helyet a plazmid Sall-
gyel valé emésztésével, valamint a Sall kohézids vegek T4 DNS polimerazzal valo
tompava tétele utani recirkularizaciojaval kiiktatjuk. A recirkularizalt plazmidot EcoRI-
gyel emésztetjik, majd egy rovid polilinker szekvenciat ligalunk hozza, mely két

komplementer oligonukleotidot, a ZC6936-ot (15. szamu szekvencia) és a ZC6937-et



(16. szamu szekvencia) tartalmaz a pDX.ES. plazmid letrehozasa ceéljabol. A
pDX.ES plazmidon levS bejuttatott polilinker szekvencia EcoRI és Sall helyeket
tartalmaz az EcoRI-Xhol végekkel szintetizalt 24-11-5 cDNS iranyitott klonozasanak
elésegitése céljabol.

Egy plazmid cDNS kényvtarat allitunk elé az EcoRI-Xhol 24-11-5 cDNS
EcoRl/Sall-gyel emeésztett pDX.ES plazmidba valo ligalasaval. A ligacios
reakcioelegyet E. coli-ba elektroporacioval (ELECTROMAX DH10B kompetens
sejtek; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) bejuttatjuk egy gén pulzald/pulzus
szabalyozd és 0,2 cm-es klvetta (Bio-Rad Laboratories, hercules, CA) segitségevel
0,2 KV, 400 ohm és 25 uFAD alkalmazasa mellett. A sejteket 1,5 ml mennyiséglre
higitjuk Luria taplevesben, majd 37 C” hoémérsékleten inkubaljuk 45 percen
keresztll, ezutan hozzaadunk 0,75 ml 50 %-os glicerolt. A transzfektalt sejteket
azonos mennyiséglivé tesszlk, és felnasznalasig -70 C° hémersékleten taroljuk. 80

fmol cDNS tébb mint 700000 fliggetlen rekombinans plazmidot eredményez.

7. pelda

A 24-11-5 cDNS konyvtar MPL aktivitasra vald expresszios szkrinelése

A 24-11-5#3 cDNS konyvtarat megkozelitéen 2000 10 cm atmeérdji 100 pg/ml
ampicillinnel kiegészitett Luria tapkozeget tartalmazo lemezekre szelesztjuk. A
szélesztési siiriség 200-250 bakterialis telep/lemez érték kozotti. A BHK 570
sejtekbe vald transzfekcidhoz a plazmid DNS-t az egyes baktériumos lemezekrdl
allitjuk el6 MAGIC MINIPREPS DNS tisztitasi gyantat hasznalva (Promega Corp.) a
gyartok utmutatasanak megfeleléen. A plazmid DNS-eket a BHK 570 sejtekbe valo
transzfektalas el6tt -20 C° hémeérsékleten tarofjuk.

A 24-11-5 #3 cDNS plazmid 6sszegytjtott mennyisegeit - melyek mindegyike

megkozelitden 200-250 cDNS klont tartalmaz - BHK 570 sejtekbe transzfektaljuk



egy 2,3-dioleiloxi-N-[2(spermin-karboxi-amido)etil]-N,N-dimetil-1-propan-aminium-
trifluor-acetat és vizben levé dioleil-foszfatidil-etanol-amin  3:1  liposzoma
készitményét hasznalva. 20 pi 30 ng/pl DNS-t adunk 20 pi 1:10 higitasu
LIPOFECTAMINE oldathoz, majd szobahémeérsékleten 30 percen keresztul
inkubaljuk. Az inkubalast kovetéen 160 pl szérummentes tapkozeget (Hams 2 mM
L-glutaminnal, 0,11 mg/ml natrium piruvattal, 5 ug/ml inzulinnal, 5 ug/ml fetuinnal, 10
ug/ml transzferrinnel, 2 ng/ml szelén IV oxiddal és 25 mM HEPES pufferrel
kiegészitett F12: Dulbecco-féle MEM (1:1)) adunk hozza a DNS/LIPOFECTAMINE
elegyhez, majd 24 uregli mikrotiter lemezkre helyezzik, melyek megkozelitden
100000 BHK 570 sejtet tartalmaznak. A sejteket 37 C° hémeérsekleten, 5% CO7 alatt
inkubaljuk 4 6ran keresztll, majd hozzaadunk 200 pl BHK Szaporito Tapkozeget (2 -
mM L-glutaminnal, 0,11 mg/ml natrium piruvattal, 5 % hdinaktivalt magzati borju
szarummal és 100x PSN antibiotikumokkal (GIBCO BRL) kiegészitett Dulbecco-féle
modositott Eagles-féle tapkozeg). A sejteket 16 oran keresztll inkubaljuk. A
tapkozeget eltavolitjuk és 0,5 ml friss BHK Szaporito Tapkozeggel helyettesitjuk,
melyet 48 6ran keresztul kondicionaltunk az MPL aktivitasra valo teszteles eltt.

Egy sejt proliferacios vizsgalatot hasznalunk a konyvtar transzfektalt BHK 570
sejtek kondicionalt tapkdzegben levé MPL aktivitas jelenletének detektalasa celjabol.
100 pl kondicionalt tapkozeget adunk 2 mM L-glutaminnal, PSN antibiotikumokkal
(GIBCO BRL), 0,00036 % 2-merkaptoetanollal és 10 % héinaktivalt magzati borju
szérummal kiegészitett RPMI 1640 tapkozegben (JRH Bioscience INc., Lenexa,
KS)levé 100 pl 106/ml mosott BaF3/MPLR1.1 sejthez. A vizsgalati sejteket 3 napig
inkubaljuk 37 C° hdmérsékleten 5 % CO» alatt a proliferacios vizsgalat el6tt.

Az MPL jeleniétében levé sejt szaporodas mennyisegi vizsgalatat egy
kolorimetrias vizsgalattal hatarozzuk meg, mely a 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)2,5-difenil

tetrazélium bromid (MTT) metabolikus lebontasara alapul (Mosman, J. Immunol.
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Meth. 65: 55-63, 1983). Az MTT 10 mg/ml oldatabdl (Poliscience Inc., Warrington,
PA) 20 pul mennyiséget adunk BaF3/MPLR1.1 vizsgalati sejtek 100 ul
mennyiségéhez, majd a sejteket 37 C° hdmersékleten inkubaljuk. Négy ora elteltével
200 ul izopropanolban levd 0,04 N HCI-t adunk hozza, az elegyet 6sszekeverjuk és a
minta abszorbancidjat 570 nm hosszusagon EL320 ELISA leolvasdn (Bio-Tek
Instruments INc., Highland Park, VT) leolvassuk.

Egy plazmid csoportot pozitivnak talaltunk, ezt T1081-nek jeloljik, ezt a BHK
570 sejtekbe transzfektaljuk. A transzfektansok feluluszoja pozitiv jelet ad az MTT
proliferacios vizsgalatban. A PCR és az antitest semlegesitési kiserletek azt
mutatjak, hogy az aktivitas nem az IL-3-nak vagy az IL-4-nek koszonhets.

A pozitiv csoportbdl szarmazo plazmidokat hasznaljuk az E. coli DH10B
transzformalasara és a sejteket kiszélesztjik (42 lemez megkozelitéen 15-20
telep/lemez, 10 lemez megkozelitden 90 telep/lemez és 8 lemez megkozelitéen 250
telep/lemez siiriséggel). Minden lemezbdl készitink egy ismétlést és ezeket 4 C°
hémérsékleten taroljuk. Az eredeti lemezeken levl telepeket megkarcoljuk és tobb
oran keresztul hagyjuk kindni folyadék tenyeészetben, majd DNS-t preparalunk.

Az alcsoportokbol szarmazo plazmid DNS-t BHK 570 sejtekbe transzfektaljuk.
Megkozelitden két ora elteltével az egyik alcsoportot (#22) pozitivanak értékeljik
mikroszkopos vizsgalattal (megnyult sejt alak). Tobb oraval kés6bb két tovabbi
alcsoportot (#19 és #28) szintén pozitivnak értékellnk. Az egyes pozitiv alcsoportok
fennmarado feltluszoit a kontrol BaF3 sejtekkel szemben vizsgaljuk és azt talaltuk,
hogy nincs aktivitasuk. Tovabba, a harom pozitiv alcsoportbol szarmazd aktivitast
ugy tinik, hogy az oldhato I-es tipusu MPL receptor gatolja.

A harom pozitiv alcsoport replika lemezeit tobb oran keresztll néni hagyjuk,
majd az egyes telepeket izolaljuk és 3 ml tenyésztek inokulalasara hasznaljuk. A

tenyésztek korllbelll 8 oran keresztul szaporodnak 37 C° hémersekleten, majd a
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DNS-t kipreparaljuk miniprep modszerrel a fent leirtak szerint. A plazmid DNS-t BHK
570 sejtekbe transzfektaljuk és a felluluszokat korulbeldl 10 oraval késdbb
Osszegyljtiiik és az aktivitast vizsgaljuk. Egy ora utan egy klon (T1081-19-215-nek
jeloljuk, ez megfelel a #19 alcsoportnak) pozitivnak bizonyult. Ezt a klont ujra
kiszélesztjik egyeduli telepek nyerése celjabol. Tizenkét telepbdl DNS-t preparalunk
és BHK 570 sejtekbe transzfektaljuk. Mind a 12 transzfektans pozitivnhak bizonyult a
vizsgalatban. A 12 pozitiv telep egyikébdl szarmazé DNS-t E. coli DHbalfa
transzformalasara hasznaljuk. A plazmidot pZGmp1-1081-nek jeldljuk. Ezt a
transzformanst 1994 februar 14-én deponaltuk az American Type Culture Collection
(12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 69566 katalogusszam) torzsgyUjtemeénynél.
A hematopoietikus proteint (thrombopoietin) kodolo c¢DNS  nukleotid -
szekvenciajat meghatarozzuk (1. szamu szekvencia). A kodolt aminosav szekvencia
(2. szamu szekvencia) analizise azt jelzi, hogy az erett protein amino terminusa a
45-9s aminosav maradéknal taldlhato. Az 1. szamu szekvencia 105-0s és 174-es
pozicidiban két metionin kodon van, melyek iniciacios kodonoknak tlinnek, a f&

iniciacios hely a 174-es pozicional varhato.

8. példa

A rekombinans thrombopoietin hematopoietikus aktivitasa

Csontvel6t gydjtink néstéeny CD-1 vemhesseg utani egerek combcsontjabdl
(femur) és sipcsontjabdl (tibia), majd 25 ml CATCH pufferbe (99 mg teofillin, 0,75 g
natrium citrat, 75 mg adenozin, 20 ml 10x Hank-féle egyensulyi sooldat Cat* Mg*+*-
mentes, 200 ml dH»O, pH=7,4) helyezzik. A sejteket egysejt szuszpenziova
szuszpendaljuk egy 25 mi-es pipettaval valo pipettazassal. A térfogatot 50 mi értékre
allituk CATCH pufferrel, majd a sejteket 1000 rpm fordulaton valé 7 percig tartd

centrifugalassal pelletizaljuk. A pelletet 25 ml CATCH pufferben reszuszpendaljuk és
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T75 szovettenyészté lombikban inkubaljuk mianyag adhézid els6 koreig 37 c°
hémersékleten 2 oran  keresztil. A nem tapado sejteket centrifugalassal
dsszegydijtjuk (1000 rpm fordulatszamon 7 perc) a sejtek pelletizalasaval. A pelletet
reszuszpendaljuk 15 ml alfasMEM + 10% FBS (L-glutamin, Napiruvat, és PSN
antibiotikumok) tapkozegben és T75 lombikban inkubaliuk a mianyag adhézio
masodik koréig a fent leirt elsé kornek megfeleléen. Az utolso centrifugalas és
reszuszpendalas utan a sejteket megszamoljuk. Az 576000 sejt/ml sejtek 0,5 ml
mennyiségét 24 Uregl szovettenyesztd lemezre szélesztjuk a kontrol BHK sejtekrdl
szarmazo minta tapkodzeggel, vagy a pZGmp1-1081 plazmiddal transzfektalt BHK
sejtekrél szarmazo kondicionalt tapkozeggel egyutt. Harom napig tarto 37 C°
hémeérsékleten valo inkubalas utan a sejteket Osszegy(jtjuk és a fentiek szerint
festjuk.

A kontrol tregbél 150 pi standard kondicionalt tapkozeggel kezelt sejtet
gydjtink ossze. 50 pi sejtet gylijtink dssze abbol az Uregbdt, amit a pZGmp1-1081
plazmiddal transzfektalt BHK sejtekbdl szarmazo kondicionalt tapkozeggel kezeltnk.
Ezeket a mintakat centrifugaljuk és standard mikroszkopos preparatumot készitunk.

A preparatumokat 100 % metanollal régzitjik, majd 1:1 Wright-féle oldat(0,5
g Wright festék 300 ml metanolban)/HyO elegyével elarasztjuk 6 percig, vizzel
mossuk és megszaritjuk. A preparatumokat ekkor Sorensen pufferben (2,28 ¢
KHoPO4/2,38 g NaPO4 250 ml HpO-ban) Giemsa festékkel (Sigma Chemical Corp.)
arasztjuk el, vizzel mossuk és megszaritjuk.

A hasznalt térfogatokra vald kiigazitas utan a BHK/pZGmp1-1081 tapkozeg
minta 120 megakariocitat tartalmaz 150 ul térfogatonkent a kontroll tapkozeg 9
megakariocita/150 l mennyiségéhez képest. Tovabba, a kezelt kisérleti mintaban

levé megakariocitakat mikroszkopos megfigyeléssel szignifikansan nagyobbnak
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tinnek, mint a kontro! sejtek, és szignifikansan erésebben festédnek a polinukleusz
tartalomra.

A mutans BaF3/MPLR1.1 24-11-5#3 vonalbdl szarmazo kondicionalt
tapkozeget dszegylijtjik szerum hianyaban és 20-szorosara koncentraljuk egy 10 Kd
lyukmeéretld AAmicon Inc. (Beverly, MA) sziir6 késziléken. Csontveldt gydijtink eger
combcsontbdl (femur) és Iscove-féle modositott Dulbecco-féle Tapkozegben (GIBCO
BRL) + 15 % magzati borj szérum (FCS) elegyében szuszpendaljuk. A
szuszpendalas utan a nukleait (a sejtmaggal ellatott) sejteket megszamoljuk és
75000 sejt/ml mennyiségben 0,9 mi/lemez értéken szélesztjuk olyan tapkozegbe,
meleyt ugy allitottunk be, hogy 50 % metilcellulozt, 15 % FCS-t, 10 % BSA-t és 0,6
% PSN-t (félszilard tapkozeg) tartalmazzon 1 ml szdvet tenyésztG lemezeken.
Kllonbozé kondicionalt tapkozeget és kontroll mintat adunk a teljes térfogat 1 mi
értékre allitasa céljabol. A lemezeket 37 C° hémérsékleten 5 % CO» alatt 6 napon
keresztll inkubaljuk, majd mikroszkoposan megszamoljuk a granulocita/makrofag
(GM) telepeket. A 24-11-5#3 kondicionalt tapkozeg jelenlétében inkubalt lemezek
gyenge GMCSF-szer(i aktivitdst mutatnak, a telepszam kordlbelul 25, a O
telepszamu negativ kontrol mintahoz keépest, valamint a pozitiv kontrollal stimulalt
lemezeken megfigyelhetd 130 telepszamohoz képest (alkormos mitogen lép
kondicionalt tapkdzeg (PWMSCM)); amit ugy allitunk eld, hogy az apritott egér lépet
egy héten keresztll alkormos mitogen (a Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN
szereztik be) + 2 U/mi eritropoietin jelenlétében inkubaltuk.

Csontveldt gydjtink egér combcsontbol (femur) és Iscove-féle modositott
Dulbecco-féle Tapkozegben (GIBCO BRL) + 15 % magzati borju szérum (FCS)
elegyében szuszpendaljuk, majd a sejtmaggal ellatott sejteket megszamoljuk és

félszilard tapkozegre szélesztjuk a fent leirtak szerint. A sejteket a pZGmp1-1081
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plazmid altal kodolt protein megakariocita telep képzd aktivitas tesztelésere
hasznaljuk.

A pZGmp1-1081 plazmiddal stabilan transzfektalt BHK 570 sejtek egy
csoportjat szérum jelenlétében szaporituk €s a kondicionalt tapkozeget
dsszegyljtiik. A kondicionalt tapkozeget magaban eés alkormds mitogen lep
kondicionalt tapkdzeggel egyultt, rekombinans egér IL-3-mal, IL-6-tal (Genzyme
Corp. Cambridge, MA), IL-11-gyel (Genzyme Corp.) vagy ezen faktorok
kombinaciojaval egyitt teszteljik. A PWMSCM szolgal pozitiv kontrolként. A nem
kondicionalt tapkdzeg szolgal negativ kontrollkent.

A teszt vagy kontroll mintakat hozzaadjuk a csontveld tenyészethez es a teljes
terfogatot 1 ml értékre allitjuk. A lemezeket 6 napon keresztll inkubaljuk 37 C°
hémérsékleten 5 % CO» alatt, majd mikroszkoposan megvizsgaljuk a megakariocita
telepek szamat. Az eredményeket a 4. tablazat mutatja. Osszefoglalasként, a
BHK/pZGmp1-1081 kondicionalt tapkézeg mutat megakariocita telep kepzd
aktivitast, amit a korai hatasu faktorok jelenléte olyan szintekre fokoz, ami jelentésen

magasabb, mint a barmelyik magaban levd korai hatasu faktor jelenlétében esszlelt

aktivitas.
4. tablazat

Minta megqgakariocita telepek
Negativ kontroll 0
PWMSCM 7
BHK/pZGmp1-1081 2
BHK/pZGmp1-1081 + PWMSCM 15
IL-3 1
IL-3 + BHK/pZGmp1-1081 8
IL-6 0
IL-6 + BHK/pZGmp1-1081 6
IL-11 1
IL-11 + BHK/pZGmp1-1081 S



4. tablazat folytatasa
IL-3 + [L-6
IL-3 + IL-6 + BHK/pZGmp1081 9
IL-3 + IL-11
IL-3 + IL-11 + BHK/pZGmp1-1081 15

A BHK/pZGmp1-1081 kondicionalt tapkozeg in vivo aktivitasat egereken

vizsgaljuk. Szérummentes tapkozeget gydjtlnk es 5-szOrosére koncentraljuk egy 10

Kd lyukméretli sz(ré késziléken (Amicon Inc., Beverly, MA). A kontroll (nem

kondicionalt) tapkozeget hasonld médon koncentraljuk be. Hat BALB/c egeret

(Simonsen Laboratories, Inc., Gilroy, CA) kezellink hét napi 0,5 mi kontroll anyag

vagy kondicionalt tapkozeg intraperitonealis injektasaval. A 0., 3., és a 7. napon

vérmintat vrszink és a verlemezkék szamat megszamoljuk. Az 5. tablazatban

bemutatott eredmények azt jelzik, hogy a BHK/pZGmp1-1081 sejtekrél szarmazo

kondicionalt tapkozeg thrombopoietikus aktivitassal rendelkezik.

5. tablazat

vérlemezke szam (104/pl)

Kezelés 0. nap 3. nap
Kontroll 141 141
Kontroll 159 149
BHK/pZGmp1-1081 157 160
BHK/pZGmp1-1081 169 154
BHK/pZGmp1-1081 139 136

BHK/pZGmp1-1081 135 187

7. nap
87

184
563
669
492
554
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9. pelda

A human thrombopoietin gen izolalasa

Egy amplifikalt human tudé Lambda FIX genom konyvtarat (Stratagene
Cloning Systems) szkrinelink a human thrombopoietint kodold génre probaként az
egér mpl receptor ligandum cDNS-t hasznalva. A konyvtarat titereljik és 30 150 mm-
es LE-392 E. coli sejtekkel (Stratagene Cloning Systems) inokulalt lemezt fert6ziink
4 x 104 plakk képz6 egységgel (PFU). A lemezeket egy éjszakan keresztil 37 C°
hémérsékleten inkubaljuk. Szlrépapir plakk "lift"-eket keszitink HYBOND nylon
membranokat (Amersham) hasznélva a gyarté altal javasolt eljarast kovetve. A
szlir6ket 1,5 M NaCl-t és 0,5 M NaOH-t tartalmazé oldatban 7 percig tarto
denaturalassal feldolgozzuk szobahémérsekleten. A szlréket rovid ideig
lenyomatoljuk szirépapiron a feleslegben levé denaturacios oldat eltavolitasa
céljabol, majd 5 percig 1 M Tris-HCl (pH=7.,5) es 15 M NaCl elegyében
semlegesitjik. A fag DNS-t a szlrékre 1,200 plLoul UV energiaval rogzitjuk egy
STATALINKER UV keresztkotén (Stratagene Cloning Systems). Fixalas utan a
szlréket haromszor elémossuk 0,25 x SSC, 0,25 % SDS és 1 mM EDTA elegyében
65 C° hémeérsékleten. Elbmosas utan a szlrdket egy 0,45 uM-os szlrén atszlrt
hibridizacios oldatban (5x SSC, 5x Denhardt-féle oldat, 0,2 % SDS és 1 mM EDTA)
prehibridizaljuk. H6vel inaktivalt nyirt lazac sperma DNS-t (a végsé koncentracié 100
ug/ml) adunk hozza kozvetlendl felhasznalas el6tt. A sz(ir6ket 65 C° h6mérsékleten
egy éjszkan at prehibridizaljuk.

A pZGmp1-1081 plazmidbol szarmazo teljes hosszusagu egér TPO cDNS-t
32p_vel jeldliink random primeléssel MEGAPRIME DNS Labeling System-et
(Amersham) hasznalva a gyartok altal javasolt modszernek megfelelGen. A
prehibridizaciés oldatot friss hibridizacios oldatra cseréljik, ami megkozelitéen 1 x

106 cpm prébat tartalmaz, majd egy éjszkan keresztiil 65 C° hémérsékleten hagyjuk
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hibridizalodni. Hibridizalddas utan a hibridizacios oldatot eltavolitjuk és a szlréket
negyszer vagy Otszor mossuk 0,25 x SSC-t, 0.25 % SDS-t és 1 mM EDTA-t
tartalmazo moso oldatban. Mosas utan a szliréket egymas utan 8-szor mossuk 50
C’ hémerseékleten moso oldatban. Az utolso mosas utan a szlirGket autoradiografias
filmre (XAR-5; Eastman Kodak Co., Rochester, NY) helyezzuk 4 napra-70 C°
hémerseékleten intenzifikalo szkrinnel.

Az autoradiogrammok vizsgalata tobb szaz olyan régidt mutat, mely a jelolt
probaval hibridizalodik. A 100 régiobol az agar plakkokat kimetszuk tisztitas celjabol.
Az egyes agar plakkokat egy ejszakara 1 ml 1 % (v/v) kloroformot (Maniatis et al.,
eds. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY, 1982)
tartalmazo SM-be meritjik. Az egy éjszakas inkubalas utan az egyes plakkokrol
szarmazo fagokat 1:1000 aranyban higitjuk SM-ben. 5 pl azonos mennyiségeket
LE392 E. coli sejtekre szélesztink. A lemezeket egy éjszakan keresztal 37 C°
hémérsekleten inkubaljuk és sz(répapir "lifteket" készitunk, el6hibridizaljuk, mossuk
es a fent leirt modon autoradiografianak vetjuk ala.

A kapott autoradiogrammok vizsgalata erGsen pozitiv jeleket mutat ket primer
izolatum esetében és gyenge jeleket 18 masik eseteben. Agar plakkokat gydjtink a
pozitiv tertletekr6l mind a 20 jel eseteben. Az agar plakkokat a fent leirt modon
kezeljik. Az egyes agar plakkokrol elualt fagokat 1:100 aranyban higitjuk SM-ben és
1 yl mennyiségeket szélesztunk LE392 E. colisejtekkel. A lemezeket inkubaljuk és
fag szlrépapir "lifteket" készitink és hibridizaltatunk a fent leirtak szerint. A
szlrGpapirokat 55 C° hémérsékleten mossuk moso pufferben. A szlrépapirok
autoradiogrammjai az egyes, diszkrét fag plakkoknak megfeleld hibridizacios
teruleteket fednek fel harom eredeti izolatumbol, a 8-3-2-bdl, a 10-1-1-bdl és a 29-2-

1-bdl.



A 8-3-2, a 10-1-1 és a 29-2-1 fag izolatumokat sorrendben lambda ZGmp1-
H8-nak, lambdaZGmp1-H10-nek ées lambdaZGmp1-H29-nek jeloljik. A lambda
ZGmp1-H8. lambdaZGmp1-H10 és lambdaZGmp1-H29 izolatumokbdl szarmazoé
DNS-t LAMBDASORB fag adszorbens (Promega Corp., Madison, WI) segitségével
tisztituk a gyarték utmutatasanak megfeleléen. A fagbol human genom DNS
inzerteket szeparalunk a fag vektor DNS-bdl Xbal-gyel tortend emesztessel es
agaroz gel elektroforézissel tisztitjuk. Mind a harom fag izolatum tartalmaz olyan
szekvenciakat, melyek az eger mpl receptor ligandum cDNS prébahoz
hibridizalodnak, ahogy azt Southern lenyomat technikaval kiderult (Maniatis et al.,
ibid.). A labdaZgmp1-H8 fagot analizaljuk és a lambdaZGmp1-H8 hibridizalddo
régiojat ugy talaltuk, hogy harom, 9,5 kb, 2,5 Kb és 1 Kb hosszusagu Xbal DNS
fragmenteken talalhatok. A 2,5 kb hosszusagu fragmentet a Xbal-gyel emeésztett
BLUESCRIPT Il SK+ fagmidba (Stratagene Cloning Systems) szubklonozzuk a
pZGmp1-H82.5 plazmid létrehozasa celjabol.

A human TPO gén szekvencigja es a kodolt aminosav szekvencia a 28.

szamu és a 29. szamu szekvenciakban kerult bemutatasra.

10. példa

A telies hosszusagu human thrombopoietin cDNS izolalasa

A teljes hosszusagu human TPO-t kédolo cDNS-t polimeraz lanc reakcioval
izolaljuk human maj és vese cDNS templatokbol specifikus primereket hasznalva,
melyek a pZGmp1-H82.5 plazmidon azonositott exon szekvenciakbol szarmaznak,
valamint az eger TPO cDNS konzervalt 5' nem transzlalt szekvencigjabal.

Human vese, maj és tudé poli d(T) szelektalt poli(A)* RNS-eket (Clontech,
Palo Alto, CA) hasznalunk az els6 szal cDNS szintetizalasahoz. Az egyes

reakcioelegyeket 4 ug poli(A)* RNS és 1 ug oligo d(T)1g (Nincs 5' foszfat) mRNS
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primer (New England Biolabs, Beverly, MA) hasznalva 19 pl végtérfogatban. A
reakcidelegyet 65 C° hémérsékletre hevitjik 5 percig és jégen lehdtjiik. A cDNS
szintézist ugy inditjuk el, hogy hozzaadunk az egyes RNS-primer elegyekhez 8 ul 5x
SUPERSCRIPT puffert (GIBCO BRL), 2 pl 100 mM ditiotreitolt, 2 pl mennyiséget az
egyenként 10 pl dATP-t, dGTP-t, dTTP-t és dCTP-t tartalmazé dezoxiribonukleotid
trifoszfat oldatbol (Pharmacia LKB Biotechnology Inc., Piscataway, NJ), 2 pl 1 uCi/ul
32p_alfa-dCTP-t (Amersham, Arlington Heigths, IL) és 8 pl 200 U/pl SUPERSCRIPT
reverz transzkriptazt (GIBCO BRL). A reakcitelegyet 45 C° hémérsékleten 1 6ran
keresztul inkubaljuk, majd 120 pl mennyiségre higitjuk TE-vel (10 mM Tris:HCI,
pH=8,0), 1 mM EDTA). A cDNS-t ketszer csapatjuk ki 50 pi 8M ammonium acetat és
160 pl izopropanol hozzaadasaval. A kapott cDNS pelletet 10 uyl TE-ben
reszuszpendaljuk. Az egyes reakcioelegyek elsé szal cDNS hozamat a 32P-dCTP
beépulés szintjebdl becsuljuk meg.

A maj, tudd és vese cDNS-bsl szarmazo els6 szal cDNS-t hasznaljuk két
cDNS szegment, a szekvencia N-terminalis egy-harmadanak és a C-terminalis két-
harmadanak létrehozasara kulonb6z6 polimeraz lanc reakciét hasznalva. Egy Kpnl
restrikcios helyet juttatunk be a cDNS szegmentekbe a genom szekvenciabdl vald
egyeduli bazis cserével PCR mutagenezis segitsegével a ZC7422 (20. szamu
szekvencia) és a ZC7423 (21. szamu szekvencia) primerek felhasznalasaval. A
kapott nukleotid valtozas egy koézos Kpnl restrikcios helyet hoz létre a josolt
aminosav kodolasban valo valtozas nélkul.

Az N-terminalis szegmentet egy 50 pl 5 ng templat cDNS-t (kilon
reakcidelegy a vese, a maj eés a tudé cDNS-ek esetében), 80 pmol ZC7424 (22.
szamu szekvencia) es 80 pmol ZC7422 ( 20. szamu szekvencia) oligonukleotidot, 5
ul 2,5 mM dezoxiribonukleotid trifoszfat oldatot (Cetus Corp., Emeryville, CA), 5 pl

10x PCR puffert (Promega Corp., Madison, WI) és 2,5 egység Taq polimerazt
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(Boehringer Mannheim Corp.) tartalmazo reakcioelegyben amplifikaljuk. A polimeraz
lanc reakciot 35 ciklusban futtatjuk (1 percen keresztul 94 C° hémerseékleten, 1
percen keresztul 58 C° hdémersekleten ées 1,5 percen keresztul 72 C°
hémérsékleten), majd 7 percen keresztul 72 C” hdmersekleten inkubaljuk. A ZC7424
(22. szamu szekvencia) sense primer athidalja az egér mpl receptor ligandum 5' nem
transzlalt régiot és magaba foglalja az ATG iniciacios kodont. A ZC7422 (20. szamu
szekvencia) antisense primer a human genom TPO DNS 4-es és 5-0s exonjainak
megfeleld regiokbol szarmazo szekvenciakat foglal magaba.

A C-terminalis szegmentet egy 50 ul 5 ng templat cDNS-t (kulon reakcioelegy
a human vese, a maj vagy a tudé cDNS-ek esetében, ahogy fent leirtuk), 80 pmol
ZC7423 (21. szamu szekvencia) és 80 pmol ZC7421 (23. szamu szekvencia)
oligonukleotidot, 5 pl 2,5 mM dezoxiribonukleotid trifoszfat oldatot (Cetus Corp.,), 5
ul 10x PCR puffert (Promega Corp..) és 2.5 egység Taq polimerazt (Boehringer
Mannheim Corp.) tartalmazoé reakcioelegyben ampilifikaljuk. A polimeraz lanc reakciot
35 ciklusban futtatjuk (1 percen keresztil 94 C" homeérsekleten, 1 percen keresztdl
65 C° hémeérsékleten és 1,5 percen keresztil 72 C° hémérsékleten), majd 7 percen
keresztul 72 C° hémérsekleten inkubaljuk. A ZC7423 (21. szamu szekvencia) sense
primer a human genom TPO DNS 4-es és 5-0s exonjainak megfeleld régiokbal
szarmazo szekvenciakat foglal magaba. A ZC7421 (23. szamu szekvencia)
antisense primer magaba foglalia a human gén 3' nem kodold szekvencigjanak
megfelelé reégiobol szarmazo szekvenciat, valamint a transzlacios terminacios
kodont.

Az amplifikalt PCR termékeket kozvetlen DNS szekvenalassal analizaljuk és a
pGEM-T (Promega Corp.) plazmidba szubklonozzuk tovabbi analizis céljabdl az
egér cDNS szekvencidhoz és a human genom szekvenciakhoz vald hasonlitassal.

Egy a human TPO-t kodold DNS szekvenciat mutatunk be a 18. szamu



szekvenciaban és a kodolt aminosav szekvenciat a 19. szamu szekvencidkban
mutatjuk be. A szekvencia analizis azt jelzi, hogy a jel peptid hasitas a 22-es
aminosavnal kovetkezik be (19. szamu szekvencia) és az érett protein a 22-es
aminosavnal kezdddik (19. szamu szekvencia).

A human N-terminalis és C-terminalis PCR fragmenteket EcoRI-Kpnl
fragmentekkent metszuk ki a pGEM-T plazmidbol és a Zem229R expresszios
vektor EcoRI helyere ligaljuk. Ezt a plazmidot transzfektaljuk a BHK 570 sejtekbe
Lipofectamint (GIBCO BRL) hasznalva A transzfekcio utan 24 oraval a
tenyesztapkozeget (DMEM + PSN + 10 % FCS) friss tapkozeggel helyettesitjlk és a
sejteket 48 oran keresztul szelektiv anyag hianyaban inkubaljuk. A kondicionalt
tapkozeget proliferativ aktivitasra vizsgaljuk BaF3/MPLR1.1 sejteket hasznalva a
korabban leirtak szerint. Az eredmenyek vilagosan megmutatjak, hogy a
tapkozegben a human TPO stimulalla az egér MPL receptort expresszalo BaF3
sejtek szaporodasat.

cDNS-t allitunk elé a human maj es vese mRNS-bdl (Clontech Laboratories,
Inc.-t8l szerezzuk be) SUPERSCRIPT reverz transzkriptazt hasznalunk a gyartok
utmutatasanak megfeleléen. Ezutan maj es vese eredetli human TPO DNS klénokat
allitunk eld két PCR reakciot hasznava (a korulmeneyket a 6. tablazat mutatja). A
reakciokat 35 cikluson keresztul futtatjuk 94 C° hémérsékleten 1 percig, 58 C°
hémeérseékleten 1 percig, 72 C° hémeérsekleten 1,5 percen keresztul, majd egy 7

perces 72 C° h6mersekleten torténd inkubalas kovetkezik.
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6. tablazat
1. szamu reakcio:
5 ng maj vagy vese cDNS
4 ul ZC7454 oligonukleotid (20pM/ul)(24. szamu szekvencia), az ATG-t6l 5'
iranyban egy EcoRI helyet juttat be)
4 ul ZC7422 oligonukleotid (20 pM/ul))20. szamu szekvencia) egy Asp718
helyet hoz létre)
5 ul ANTP oldat, ami a kovetkezOket tartalmazza: 2,5 mM dATP, 2,5 mM
dGTP, 2,5 mMdCTP és 2,5 mM dTTP
5 pl 10x Taq puffer (Boehringer Mannheim Corp.)
1 pl Taq polimeraz (Boehringer Mannheim Corp.)
30 pl HYO
2. szamu reakcio:
5 ng maj vagy vese cDNS
4 ul ZC7423 oligonukleotid (20pM/ul)(20. szamu szekvencia), egy Asp718
helyet hoz létre)
4 ul ZC7453 oligonukleotid (20 pM/ul)(25. szamu szekvencia) a TGA-tol 3'
iranyban egy EcoRI helyet hoz létre)
5 pyl ANTP oldat, ami a kovetkezdket tartalmazza: 2,5 mM dATP, 2,5 mM
dGTP, 25 mMdCTP és 2,5 mM dTTP
5 ul 10x Taq puffer (Boehringer Mannheim Corp.)
1 ul Taq polimeraz (Boehringer Mannheim Corp.)
30 pl H2O

A PCR termékeket fenol/kloroform/izoamil alkohol elegyével kezeljuk és 95 %-
0s ETOH-val kicsapatjuk, megszaritjuk és 20 ul vizben reszuszpendaljuk. Az egyes
termékeket ezutan Asp718 és EcoRlI restrikcios enzimekkel hasitjuk 1 %-0s agaroz
gélen. Az 1-es szamu reakciobdl szarmazo 410 bazispar hosszusagu fragmenteket
(maj eés vese) €s a 2-es szamu reakciobol szarmazd 699 bazispar hosszusagu
fragmenteket (maj és vese) kimetszik a gelbdl és a gél lapokbdl nylon gyapjun
keresztul centrifugalassal elualjuk. Az 1-es szamu és a 2-es szamu reakciok PCR

termékeit az EcoRIl-gyel hasitott Zem229R vektorral (Az American Type Culture



Collection 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD torzsgyljteménynél kertit
deponalasra 1993 szeptember 28-an; 69447 kataldgusszam) egymashoz ligaljuk igy
a ket termeket egymashoz kapcsoljuk a létrehozott Asp718 helynél. A kapott
plazmidot 10-es szammal (a vese eredetli cDNS-t tartalmazza) és 28-as szammal
jeloljuk (a mak eredetli cDNS-t tartalmazza).

A cDNS-eket szekvenalva egyszeri PCR altal létrehozott hibakat talaltunk az
egyeduli Avrll hely 5' és 3' végeinél sorrendben a 28-as szamu és a 10-es szamu
plazmidokban. Egy hiba mentes TPO DNS letrehozasahoz egy 826 bazispar
hosszusagu EcoRI-Avrll §' fragmentet izolalunk a 10-es szamu plazmidbdl és egy
283 Avrll-EcoRI 3' fragmentet a 28-as szamu plazmidbdl. A két fragmentet
egymashoz ligaljuk az EcoRI-gyel hasitott Zem229R vektorral. A kapott plazmidot
pZGmpl-124 plazmidnak nevezzuk. Ezt a plazmidot az American Type Cuiture
Collection (12301 Parklawn Drive, Rockville, MD) torzsgyUjteménynél deponaltuk

1994 majus 4-én; egy E. coli DH10b transzformanskent 69615 katalogusszamon.

11. példa

Megakariocita cONS konyvtar

A megakariocita prekurzorok in vivo amplifikalasahoz 20 egeret injektalunk
interperitonealisan 40000 aktivitas egyseggel (az egyseg definicidja: 50 U/ml a
BaF3/MPLR1.1 sejtek 0,5 maximalis szaporodasi ratahoz a rekombinans patkany
thrombopoietin napi MTT vizsgalatban (7-es példa) (koncentralt szérum mentes
kondicionalt tapkozeg az egeéer trombopoietin cDNS-sel stabilan transzfektalt BHK
570 sejtekrdl). Az injektalas 5. napjan a lépeket eltavolitiuk és CATCH puffer +
Hepes (Hank-féle egyensulyi sooldat (HBSS), kalcium és magnézium mentes, 10
mM Hepes (GIBCO BRL), 1,4 mM adenozin, 2,74 mM teofillin (Sigma Chemical Co.,

St. Louis, MO) és 0,38 % natrium citrat (J.T. Baker Inc., Philipsburg, NJ) pH=7,40
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natrium hidroxiddal allitjuk be) elegyebe helyezzuk. EgyidSben 5 lépet dolgozunk fel,
bemetszve mindegyiket és a sejteket kifolyatva ket rozsdamentes aceél szlrd kozott
CATCH puffer és Hepes elegyébe. A sejtcsomok egy részének 25 mi-es pipettaval
valo széttorése utan a térfogatot 50 ml mennyisegre noveljuk €s a sejteket 7 percig
208 x g ertéken lecentrifugaljuk egy Sorval TJ-6 centrifugan. Az egyes sejt pelleteket
10 ml CATCH puffer + Hepes elegyeben reszuszpendaljuk és 130 pym-es nylon
sz(ir6n atsziirjik egysejt szuszpenzio nyerése celjabol. A térfogatot 50 ml
mennyiségre allittuk CATCH puffer + Hepes elegyével és a sejteket 15 percig
centrifugaljuk 33 x g értéken. A sejteket tovabbi 50 mi CATCH + Hepes elegyenek
hozzaadasaval mossuk és 10 percig 33 x g értéken centrifugaljuk. A sejt pelleteket
10 mi CATCH puffer + Hepes elegyében reszuszpendaljuk es egy harom lepeses
Percoll (Pharmacia LKB Biotechnology AB, Uppsala, Sweden) gradiensen (65, 40 es
27 % 1 x CATCH puffer + Hepes elegyében, egyenként 12 ml 50 ml-es centrifuga
csOvekben) és 45 percen keresztiil 833 x g értéken centrifugaljuk. A 40 és 63 %-0s
Percoll rétegek kozotti sejteket osszegylijtjiik es a terfogatot 50 ml mennyisegre
allituk CATCH puffer + Hepes elegyével. A sejteket 7 percen keresztul 208 x g
érteken centrifugaljuk és 50 ml megakariocita szaporito tapkézegben (minimal
esszencidlis tapkozeg alfa modositas. ribonukleotid és dezoxiribonukleotid mentes,
15 % héinaktivalt magzati borju szérummal, 2 mM L-glutamattal (a tapkozeg
alkotérészeket a JRH Bioscience, Lenexa, KS-t6l szerezzuk be), 1 mM natrium
piruvat (Irvine Scientific, Santa Ana, CA), 1 x PSN antibiotikum keverék (GIBCO
BRL) és 1000 aktivitas egység rekombinans patkany thrombopoietinnel/ml (szerum-
mentes kondicionalt tapkdzeg az egér thrombopoietin cDNS-sel stabilan transzfektalt
BHK 570 sejtekrél). A sejteket ezutan 150 mm-es szovettenyesztG lemezekre
szelesztjuk 106 mononuklealt sejt/mi siirliségben és teljes paratartalmu inkubatorban

szaporitjuk 6 % CO2 alatt 37 C° hémérsékleten. Harom napos szaporitas utan a
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nem adherens sejteket 0sszeegydjtjuk 50 ml-es centrifuga csdvekben és jégen
lehtjuk. A nagy sejteket 33 x g értéken valo centrifugalassal pelletaljuk 15 percen
keresztil 4 C° hdémeérsékleten. A sejt pelletet 50 ml CATCH puffer + Hepes
elegyében reszuszpendaljuk szobahomersékleten es 10 percen keresztul 33 x g
értéken centrifugaljuk. (Az Osszes tovabbi lépest szobahdmersekleten veégezzuk.)
Ezt a mosast megismételjuk az érett megakariocitak nagyobb tisztasaganak elérése
céljabol. A maradék sejteket 15 ml CATCH puffer + Hepes elegyeében (6sszegy(ijtott
térfogat) reszuszpendaljuk és harom magzati borju szérum lépés gradiensre (65 %
és 40 % CATCH puffer + Hepes elegyevel higitott)(JRH Biosciences) rétegezzuk a
rétegezéshez 1 x g ertéken 30 percen keresztll. Az alul levd 65 %-o0s frakcio 5 ml
mennyiségét Osszegyljtjik CATCH puffer + Hepes elegyével 50 ml mennyiségre
higitjuk és 10 percen keresztul 33 x g érteken centrifugaljuk. A pellet tobb mint 107
sejtet tartalmaz. A sejteket acetil-kolin ¢szterazra vizsgaljuk a Burstein et al (J. Cell.
Physiol. 122:159-165, 1985) modszernek megfeleiéen és a meghatarozas szerint
ezek érett megakariocita sejtek 99 %-osnal nagyobb tisztasaggal. A pelletizalt
sejteket ezutan lizaljuk guanidium tiocianat/2-merkaptoetanol elegyében az RNS
cézium klorid denzitas gradienses centrifugalasaval torténd izolalasahoz.

A megakariocita RNS-bdl a cDNS-t a fenti 6. példaban leirtak szerint allitjuk

eld.

12. példa

A human thrombopoietin gén fluoreszcensz in situ hibridizacios térkepezese

A jégen levé mikrocentrifuga csovekbe a kovetkez6 anyagokat adjuk: 1 ug a
human thrombopoietin gént tartalmazo lambdaZGmp1-H8-at, lambdaZGmp1-H10-et
vagy lambdaZGmp1-H29-et, 5 yl 10x nick transzlacios puffert (0,5 M Tris/HCI, 50

mM MgClo, 0,5 mg/ml BSA (nukleaz mentes)), 5 pl dNTP oldatot, ami 0,5 mM
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dAATP-t, 0,5 mM dCTP-t, 5 ul Bio-11-dUTP-t  (5-(N-[N-biotinil-epszilon-
aminokaproil]-3-amino-allil)-2'-dezoxiuridin 5'trifoszfat, Sigma Chemical Co.), 5 yl 100
mM DTT-t, 5 pyl DN-azt (egy 10 U/ul torzsoldatbol 1000-szeres higitas, (Boehringer
Mannheim Corp.), RN-az mentes), 2.5 pyl DNS-polimeraz | (5 U/ul, Boehringer
Mannheim Corp.), HpO 50 pl végterfogatig. Keverés utan, a reakcioelegyet 15 C°
hémérsekleten inkubaljuk 2 oran keresztul egy Boekel mikrohltében. A reakciot ugy
allitjuk le, hogy hozzaadunk 5 pl 0,5 M EDTA-t (pH=7,4) a reakcioelegyhez. A
probakat tisztitjuk Sephadex G-50 DNS tisztitasi forgd oszlopokat (Worthington
Biochemical Corporation, Freehold, NJ.) hasznalva a gyartok utmutatasanak
megfeleléen. A jeldlt probak méretenek ellendrzese céljabol az egyes probak 5-10 pl
mennyiséget 5 pl gél terheléses pufferrel (12,5% ficoll, 0,2% bromfenol kek, 0,2 M
Tris-acetat, 0,1 M natrium acetat, 1 mM EDTA) keverjiuk dssze és egy 0,7% agaroz
mini gélen futtatjuk at 80 V mellett. A lambda-Hindlll fragmenteket (GIBCO BRL) és
a fiX-Haelll fragmenteket (GIBCO BRL) bazisparként méret markerként hasznaljuk.
Egy a 3-as kromoszomahoz specifikus digoxigen-jelolest centromer probat nyerink
Oncor-bol (Gaithersburg, MD).

Metafazisos kromoszomat nyerink egy HEL sejttenyésztebdl. 100 ul
Colcemidet (GIBCO BRL, 10 pg/ml torzsoldat) adunk a sejt tenyesztéshez hasznalt
100 x 15 mm-es petricsészében levé tapkozeghez és 37 C° hdmérsékleten
inkubaljuk. 2,5-3 dra utan a tapkdzeget a petri csészébdl eltavolitjuk 10 mi-es
mUlanyag steril pipettat hasznalva és atvisszik egy 15 ml-es polipropilén kip alaku
kemcsébe (Blue Max, Becton Dickinson). 1 x PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM
NaoHPOy4, 1,5 mM KHoPO4, pH=7,2) 2 ml mennyiségét adjuk a petri csészehez
tisztitas céljabol 5 ml steril mianyag pipettat hasznalva és a kup alaku kémcsébe
visszUk at. 2 ml tripszint (GIBCO BRL. torzs oldat) adunk a petri csészéhez 5 ml-es

mUanyag steril pipettat hasznalva, majd a petri csészét évatosan megrazzuk és 3-5
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percre egy 37 C° hoémérsékletli inkubatorba helyezzik. A sejteket ezutan a
petricsészébdl kimossuk 5 ml-es mianyag steril pipettat hasznalva és a tapkozeget
tartalmazo kémcsébe helyezzik. A tenyész kémcsovet 250 x g értéken 8 percen
keresztul centrifugaljuk és 0,5 ml mennyiseg kivételével a feluluszot eltavolitjuk. A
pelletet razogatassal reszuszpendaljuk. majd lassan és ovatosan 8 ml 0,075 M KCL-t
(37 C° hémérseékletiire elémelegitett) adunk hozza. A szuszpenzidt ovatosan
dsszerazzuk és 37 C° hémeérsékletl vizflirdébe helyezzik 10 percre. Az oldatot 250
x g értéken 5 percig centrifugaljuk és 0,5 ml kivetelével a pellet feletti feltluszot
eltavolitjuk. A pelletet a kémcsé razogatasaval reszuszpendaljuk. Cseppenkent 2 ml
hideg metanol:ecetsav (3:1) elegyét adjuk hozza razatas mellett a sejtek fixalasa
céljabol. lly modon a fixalo 0sszesen 8 ml mennyiséget adjuk hozza. A kémcsovet 20
percre hiitészekrénybe helyezzlk, majd 5 percig centrifugaljuk 250 x g erteken. A
fellluszot ismet eltavolitjuk és a rogzitési folyamatot még ketszer megismeteljuk. 25
x 75 mm-es eltisztitott, fagyasztott Gveg targylemezen (VWE Scientific, Media, PA)
levé metafazis kenet fixalasahoz, 5 pl 50%-0s ecetsavat csoppentink az egyes
targylemezekre egy 20 pl-es Pipetmannal (Gilson Medical Electronics, Inc.,
Middleton, WI), majd 5 ul sejt szuszpenziot adunk hozza. A lemezeket hagyjuk
megszaradni, majd egy éjszakan keresztul 43 C° hémérsékletl sutGbe (Boekel
Industries Inc., Philadelphia, PA) tesszuk hasznalat el6tt. A megfeleld metafazis
kenetekre értékeljllk a lemezeket egy fazis kontraszt kondezatorral felszerelt
mikroszkopot hasznalva. Nahany metafazisu kromoszoma készitmenyt Gurr-féle
kifejlesztett R66 Giemsa-féle festékkel (BDH Ltd, Dorset, England) G-savozunk,
fotografalunk és a hibridizacios kisérletek el6tt festékmentesitink. A human
metafazisu kenetekkel ellatott targylemez készitményeket 2 oran keresztul 2 x SSC-
ben (0,3 ; NaCl, 0,03 M natrium citrat, pH=7,0) inkubaljuk, rovid ideig vizben oblitjik

és 1:4 aranyban Giemsa puffer oldattal (pH=6,5, BDH Ltd.) higitott Gurr-féle Giemsa
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festekkel megfestjuk, majd hasznalat eldtt Whatmann #1 szlrSpapiron szlrjuk.
Néhany készitmenyt el6szor 45 perc - 1 oran keresztil 90 C° hémérseékleten
inkubalunk, majd az SSC-ben valo inkubalas el6tt leh(tjuk. Ezutan a készitményeket
Giemsa puffer oldatban differencialjuk. vizzel mossuk és megszaritjuk. A megfeleld
G-savozasu metafazisu kromoszoma keneteket leféenyképezzuk Kodak Ektachrome
400 dia filmet hasznalva egy Olympus mikroszkop segitsegével, digitalizaljuk és egy
Optronics (Goleta, CA) ZVS-47E CCD RGB szines video kamera rendszert és
Optimus softwaret (BioScan Inc., Edmonds, WA) hasznalva taroljuk. A
készitményeket korulbelldl 20 percig festékmentesitjuk 100 % EtOH-ban, majd
levegdn megszaritjuk a tovabbi hasznalat el6tt. A fel nem hasznalt metafazisu
kromoszoma lemez készitményeket -70 C” hémersékleten taroljuk.

Hibridizacios keverékeket készitunk 1,5 ml steril mikrocentrifuga csovekben
2,5 ug verseny DNS (Cot-1 DNS. GIBCO BRL), 40-60 ng biotin-jelolésu
lambdaZGmp1-H8, lambdaZGmp1-H10 vagy lambdaZGmp1-H29 fag (a human
thrombopoietin gént tartalmazza), 7 pg hordozo DNS (denaturalt lazac testis (testes)
DNS, Sigma Chemical Co.), T ml 3 M NaOAc 0sszekeveresevel es 2 térfogat etanolt
vakuum szaritunk egy speedvac koncentratorban. A pelletet 10 pl hibridizacios
oldatban (10 % dextran szulfat, 2 x SSC és 50 % formamid (EM Science, Gibbstown,
NJ)) feloldjuk. A probat es a kompetitor DNS-t 70-80 C° hdmeérsékleten 5 percig
denaturaljuk, jégen leh(tjuk és 37 C° hdmersékleten preannealjuk 1-2 o6ran
keresztul. A kromoszomak denaturalasat az egyes lemezek 70 %-os formamid, 2 x
SSC elegyébe 70-80 C° hOmeérsekleten 5 percig tarto meritesével érjuk el, majd
azonnal lehdtjuk jég hideg 70 %-os etanolban, majd egyenként 5-10 percre 100 %-
os etanolba helyezzuk. Ezutan a lemezeket levegén megszaritiuk és 42 C°
homeérsékletlire melegitjuk a hibridizacios keverek lemezekre vald pipettazasa elétt,

amihez 20 pl-es Gilson Pipetman-t hasznalunk. A hibridizacios keveréket és a



kromoszomakat ezutan 18x18 mm-es No1 fedélemezekkel (VWR Scientific) lefedjik.
A hibridizacio egy éjszaka alatt megy végbe 37 C° hémérsékleten nedveskamraban.
Bizonyos esetekben, korulbelul 6 oras hibridizacios id6 utan 5 - 10 ng denaturalt,
digoxigenin-jelolt D3Z1 centromera probat (10 % dextran szulfat, 2 x SSC és 65%
formamid elegyét tartalmazo hibridizacios oldatban) adunk a készitményekhez.

A fedSlemezek eltavolitasa utan a targylemezeket 3 x 5 percig mossuk 50 %-
os formamid, 2 x SSC elegyében 42 C" homersékleten, 3 x 5 percig 2 x SSC-ben 42
C° hGmérsekleten és 1 x 3 percig 4 x SSC, 0,05 % polioxietilénszorbitan monolaurat
(Tween-20, Sigma Chemical Co.) elegyeben. Ezt egy 20 percig tartdo preinkubalas
koveti 5 % zsirmentes szaraz tejet tartalmazo 4 x SSC-ben nedveskamraban (100 pl
egy 24 x 50 mm-es fedb6lemez alatt). A kromoszoma 3 D3Z1 centomer prébat
magaéba foglalo keszitmenyekhez ezutan egy 45 perces inkubalas kovetkezik egy 4
x SSC/5 % BSA elegyében levd 1:100 higitasu biotin-jeldlt, egér anti-digoxin (Sigma
Chemical Co) higitasaban, ezt harom 3-perces mosas koveti 4 x SSC, 0,05 %
Tween-20 elegyeben. Ezutan a post hibridizacios lépesek kovetkeznek az dsszes
készitmény eseteben, egy 20 percig tartd fluoreszcensz jelolésl avidinnel
(Fluorescein Avidin DCS, Vector laboratories, Burlingame, CA) (100 pl, 5 yg/mi, 4 x
SSC, 5 % zsirmentes szaraz tej elegyeben) vald inkubalassal egy 24 x 50 mm-es
fed6lemez alatt. A lemezeket ezutan 3 x 3 percig mossuk 4 x SSC, 0,05 % Tween-20
elegyében, majd 20 percig inkubaljuk biotiniialt kecske anti-avidin D-vel (affinitas
tisztitott, Vector Laboratories)(5 pg/ml 4 x SSC, 5 % zsirmentes szaraz tej
elegyében) egy 24 x 50 mm-es fedSlemez alatt. A lemezeket ismét 3 x 3 percig
mossuk 4 x SSC, 0,05 % Tween-20 elegyeben, majd Ujra fluoreszcein jeldlésl
avidinnel inkubaljuk (100 pl/ml 4 x SSC, 5 % zsirmentes szaraz tej elegyében) egy
24 x 50 mm-es feddlemez alatt. Bizonyos esetekben a jel amplifikacios eljarast még

egyszer megismeteljuk. A vegsé mosast 2 x 3 percig végezzik 4 x SSC, 0,05
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Tween-20 elegyében és 1 x 3 percig 1 x PBS-ben. A lemezeket szintarto tapkézegbe
helyezzik, mely 9 rész glicerolt (2 % 1.4-diazobiciklo-(2,2,2)-oktan, DABCO, 70 C°
homerseékleten felolvasztva) és egy rész 0,2 M tris/HCI-t (pH=7,5) és 0,25-0,5 pg/ml
propidium jodidot tartalmaz. A lemezeket egy BH2-RFC reflektalt féeny fluoreszcens
kapcsolodasu, egy PM-10 ADS automata fotomikrograf rendszerrel, egy Optronics
ZVS-47E CCD RGB szines video kamera rendszerrel és egy Chroma Technology
Corp. (Brattlebow, VT) FITC megjeleniteshez vald FITC/Texas vords sz(iré sorozattal
felszerelt Olympus BH2 mikroszkopon vizsgaljuk. A metafazisi kromoszoma kenetek
kepeit digitalizaljuk es egy Optronocs video kepalkoto kamera rendszer és Optimus
software segitsegevel taroljuk.

A fizikai felterképezésbdl szarmazo elbzetes eredmeények azt jelzik, hogy a
human thrombopoietin gén lokusz a 3-as kromoszoma g karjan tavol helyezkedik el

a 3926 regioban.

13. példa

Az eger TPO citokin domen Saccharomyces cerevisiae-ben vald expresszioja

A pBJ3-5 plazmid tartalmazza a S.cerevisiae TPI1 promotert, az alfa-faktor
szekrecios vezetdt, az egér TPO kodolo szekvenciat (1. szamu szekvencia) a 237-
-692 bazisparig, a TPI1 transzkripcios terminatort, az élesztégombaban vald
replikaciohoz vald 2u szekvenciakat és az élesztégombaban vald szelekciohoz
megfeleld Schizosaccharomyces pombe trioz foszfat izomeraz gént (POT1 gén). Ezt
a plazmidot ugy terveztik, hogy a 2. szamu szekvencia 45-196 aminosavijait
tartalmazo egér TPO protein szekréciojat iranyitsa.

A pBJ3-5 plazmid megszerkesztésehez a pMVR1 plazmidot (2. abra) Sphl-

gyel és Xbal-gyeél emésztjuk és a TPI1 promoter 5' régiojat és a TPI1 terminatort



tartalmazo vektor gerincet kinyerjuk. Ezutan a kovetkezé fragmenteket inzertaljuk a
vektor gerincebe:
1) Egy a pBS114 plazmidbol szarmazo Sphl/Hindlll fragmentet, mely a TPI1
promoter 3' régidjat es az alfa-faktor vezetét tartalmazza. a pBS114 plazmid
egy elesztdgomba hordozo vektor. mely a TP promotert és az alfa-faktor
vezetot tartalmazza, melyet egy a Hindlll helyet magaba foglalo polilinker
szekvencia kovet.
2) Egy PCR altal létrehozott Hindlll/Sall fragmentet, mely tartalmaz egy Hindlll
helyet - melyet ugy terveztunk meg, hogy kereten belul legyen a Hindlll hellyel
az alfa-faktor vezetében - egy Kex2 proteolitikus hasitasi helyet és az 1.
szamu szekvencia 237-335 bazisparjait magaba foglalo eger TPO
szekvenciat.
3) Egy az 1. szamu szekvencia 336-692 bazisparjait magaba foglalo eger
TPO-t tartalmazo Sall/EcoRI fragmentet, mely a pSL-MPL-100 plazmidbdl
szarmazik (a pZGmp1-1081 plazmid amplifikalasaval szerkesztettik meg a
ZC7319 (27. szamu szekvencia) es a ZC7318 (26. szamu szekvencia)
primereket hasznalva, az EcoRI-gyel emeésztve és a TPO citokin domeén
szekvenciat es az 5 nem kodolo szekvenciat tartalmazo fragmentet a
Zem229R (ATCC 69447) EcoRI helyére klonozva). Ezt a fragmentet egy
Sall/Xbal fragmentre cseréljuk ugy, hogy a plC19H plazmidba klonozzuk,
melyet el6szor Sall-gyel €s EcoRI-gyel emesztettink.
A kapott, pBJ3 jelolesi plazmidot (2. abra) ezutan Bglll-vel és Xhol-gyel
emesztjik a promotert, a vezetdt, a TPO-t kodolo szekvenciat és a terminatort
tartalmazd teljes expresszios kazetta felszabaditasa céljabdl. Ezt a Bglll/Xhol

fragmentet a pRPOT plazmidba (az 5,128,321 szamu US szabadalomban kerit



leirasra, mely a hivatkozas révén reszét kepezi a talalmanynak) inzertaljuk, melyet
BamHI-gyel és Xhol-gyel emeésztettink. A kapott plazmidot pBJ3-5-nek jeldljuk.

A JG134 S.cerevisiae torzset (MATalfa, ura3-52 leu2-delta2, pepe-deltal
deltatpi1::URA3 [cirO]) pBJ3-5 plazmiddal és a pRPOT plazmiddal transzformaljuk
litum acetatos eljarassal (ahogy az altalaban leirasra kerult Ito et al altal - J.
Bacteriol. 153:163-168, 1983). A transzformansokat a glukozt tartalmazo tapkdzegen
vald szaporodasuk alapjan szelektaljuk. A JG134/pBJ3-5 es a JG134/pRPOT
torzseket YEPD folyékony tapkdzegen szaporitjuk 3 napon keresztil. A tenyész
tapkozeget a sejtektdl centrifugalassal szeparaljuk és sejt proliferacios vizsgalatban
analizaljuk az MPL receptort tartalmazo BaF3 sejtekben. A JG134/pBJ3-5 torzsrdl
szarmazo tapkozeg 5000-7000 egyseg/ml TPO aktivitast tartalmaz, mig a negativ
kontroll JG134/pRPOT nem rendelkezik aktivitassal. Ez a z eredmény azt jelzi, hogy

az élesztégomba a TPO biologiailag aktiv formajat kepes szekretalni.

14. péelda

A rekombinans human TPQO aktivitasa

Plazmid DNS-t allitunk elé6 pZGmp1-124  plazmiddal transzformalt egy
gjszakan at tenyeésztett bektérium tenyészet 5 ml mennyisegébdl alkalikus sejt
lizissel, majd a DNS egy gyantdhoz kotésével magas sotartalom mellett (Magic
Minipreps Sampler kitet hasznalva a Promega Corp.-tol). A DNS-t 75 pyl 10 mM Tris,
1 mM EDTA pH=8,0, elegyével elualjuk.

Az 50000 sejt/tireg denzitasu BHK 570 sejt tenyeszetet pZGmp1-124 DNS-
seé transzfektaljuk. LIPOFECTAMINE (GIBCO BRL) 1:10 aranyu higitasanak 20 ul
mennyiségét adjuk 20 yl plazmid DNS és 160 pl szérum mentes tapkozeg ( 10
ug/ml fetuinnal, 2 ng/ml szelénnel, 5 pg/ml inzulinnal, 10 pg/ml transzferinnel, 2 mM

L-glutaminnal, 110 pg/mi natrium piruvattal, 25 mM HEPES-sel valamint 0,1 mM nem



esszencialis aminosav oldattal (GIBCO BRL) kiegészitett F/DV tapkozeg [DMEM és
Ham-féle tapkozeg 1:1 aranyu keveréke]) elegyéhez 30 percen keresztll
szobahémeérsékleten inkubaljuk a BHK 570 sejtek hozzaadasa, valamint a 4 dran
keresztili 37 C° hémérsékleten valo inkubalas elétt. Ezutan 200 pl Szaporito
Tapkozeget (2 mM L-glutaminnal, 110 pg/mi natrium piruvattal, 0,05 mg/mi
penicillinnel, 0,05 mg/ml sztreptomycinnel, 0.01 mg/mi neomycinnel, 25 mM HEPES-
sel, 10 % magzati borju szérummal kiegészitett DMEM (Biowhittaker)) hozzaadjuk és
a sejteket 37 C° hémérsékleten inkubaljuk egy €jszakan keresztll. Ezutan a tenyész
tapkodzeget 5 % magzati borju szérumot tartalmazo Szaporito Tapkozegre cseréljuk
és 37 C° hémeérsékleten 4 oran keresztul inkubaljuk.

A BHK 570 transzfektansokrol szarmazoé kondicionalt tapkozeget ezutan az
egér MPL receptort expresszalo BaF3 sejtek sejt szaporodasat okozo képességeére
vizsgaljuk. A sejteket BaF3 tapkozegben (10% magzati borju szérummal, 2 mM L-
glutaminnal, 1 mM natrium piruvattal, 10 mM HEPES-sel, 57 uM beta-
merkaptoetanollal, 0,05 mg/ml penicillinnel, 0,05 mg/ml sztreptomycinnel, 0,01 mg/ml
neomycinnel és WEHI-3 sejtekrdl (egér interleukin-3, tenyészet kiegészitd,
Collaborative Biomedical Products) szarmazo 4 % V/V kondicionalt tapkézeggel
kiegeszitett RPMI 1640 tapkozeg (JRH Bioscience)) szaporitjuk. A vizsgalat el6tt a
BaF3 sejteket higitjuk és IL-3 mentes BaF3 tapkozegben reszuszpendaljuk 10000
sejt/100 ul sir(iségre. A pZGmp1-124-gyel transzfektalt BHK 570 sejtekrél szarmazo
kondicionalt tapkdzeg 100 ul mennyiségét adjuk hozza és a tenyészeteket 37 C°
hémérsékleten inkubaljuk. Ezutan a sejteket vizualisan vizsgaljuk a sejt megnyulasra
30 perc utan és 24 ora utan. Az IL-3 nélkili BaF3 tapkozeget tartalmazo negativ
kontrollt és az egér TPO DNS-sel transzfektalt BHK 570 sejtekr6l szarmazd
kondicionalt tapkdzeg(i pozitiv kontrolt szintén megvizsgaljuk. Az eredmények azt

mutatjak, hogy nincs BaF3 sejt megnyulas a negativ kontrolban, a pozitiv kontrolban



- 96 - Tee’ aee tee”t "

nehany sejt nyulik meg, és a pZGmp1-124-gyel transzfektalt sejtekben szignifikans

sejt megnyulas tapasztalhaté.

15. példa

Receptor affintiasi kicsapatas

A TPO-t termel$ sejteket vagy normalis BHK sejteket tartalmazo 150 mm-es
szovettenyészt6 lemezeket 18 oran keresztil 10 ml metionin nélkdli, 2 mM L-
glutamint, antibiotikumokat és 200 uCi 35S- Express (Amersham, Arlington Heights,
IL) tartalmazoé Dulbecco-féle MEM tapkozeggel jeldljlik.

Az egy ejszakas inkubalas utan a faradt tapkozeget 6sszegydljtjik és 15
szorosére koncentraljuk Centiprep-10 koncentratort hasznalva (Amicon, Inc.). A
kapott koncentratum 0,7 ml mennyiseget 0sszekeverjuk 40 pl poli-hisztidin farkazott
oldhato MPL receptorral, melyet SCBr-Sepharose 4B-hez (Pharmacia) kotottink a
gyartok utmutatasanak megfeleiden. A reakcioelegyet két oran keresztil jégen
inkubaljuk razatas mellett.

A sejteket egyszer PBS-sel mossuk, majd 1 ml RIP A pufferrel (10 mM Tris,
pH=7.4, 1 % dezoxikolat, 1% Triton X-100, 0,1 % SDS, 5 mM EDTA, 0,15 M NaCl)
lizaljuk. A lizatumot centrifugaljuk az oldhatatlan anyag eltavolitasa céljabol és 40 pl
MPL-Sepharose-t adunk hozza a fentiek szerint.

Ezutan az MPL-Sepharose-t pelletizaljuk kis sebessegli centrifugalassal és a
faradt tapkozeget és a sejt lizatum fellluszot eltavolitjuk. A pelletet 4-szer mossuk
0,5 M NaCl-t tartalmazo PBS-sel. Az utolsd mosas utan a PBS-t eltavolitjuk es 40 pl
4 % beta-merkaptoetanolt tartalmazo 2x minta puffert (10% glicerol, 4 % SDS, 50
mM Tris, pH=7,0, 1 mM EDTA, 0,05 % brémfenol kék) adunk hozza.

A mintakat 5 percig forraljuk és egyenként 18 ul mennyiséget helyezink 10-20

% gradiensd mini-gélre (Integrated Separation Systems), majd 100 V értéken



megkozelitben 2 oran keresztll elektroforézisnek vetjiik ala. A gélt 30 percig
rogzitjiik (40 % metanol, 16% vizben levd jégecet elegyében), majd 20 percre
Amplify-ba  (Amersham) meritjiik. Szaritdas utan a geélt egy éjszakara filmre
exponaljuk. Egy korilbelil 70 kD sav erésen lathatova valik a TPO cDNS-sel
transzfektalt sejtekbll szarmazo faradt tapkozegnek megfeleld savban. Ez a sav
nem szerepel a BHK sejtekrdl szamrazo faradt takozegben vagy barmelyik sejtvonal
sejtlizatumarol szarmazo faradt tapkozegben.

A kovetkezGkbdl értékeini lehet, hogy bar a talalmany specifikus
megvalosulasait a talalmany illusztralasa céljabol irjuk le részletesen, killonbozé
modositasok tehetdk a talalmany szellemétdl és korétdl valo eltérés nélkil. Ennek

megfelel6en a talalmany csupan a csatolt igénypontok szerint kertil korlatozasra.
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CTG
Leu

GCT
Ala

60

116

164

212

260

308

404

452

500

548

596



CAC
His
165

GGA
Gly

AGA
Arg

CTC
Leu

AAC
Asn

CTT
Leu
245

TCC
Ser

CCT
Pro

CTG
Leu

GCA
Ala

GAT
Asp
325

GGA
Gly

AAG
Lys

AAG
Lys

CGG
Arg

ACA
Thr

T7C
Phe
230

CAG
Gln

AGG
Arg

GTG
Val

GAA
Glu

TTC
Phe
310

GGA
Gly

TCT
Ser

GAC
Asp

GTG
Val

ACC
Thr

CTA
Leu
215

AGT
Ser

GGA
Gly

TCC
Ser

AAT
Asn

GCC
Ala
295

AAC

Asn

CAC
His

CCA
Pro

ccc
Pro

CGC
Arg

CTG
Leu
200

AAC
Asn

GTC
Val

T7C
Phe

CCA
Pro

GGA
Gly
280

TCA

Ser

CTC
Leu

ACA
Thr

Cccc
Pro

AAT
Asn

T7C
Phe
185

CCA
Pro

AAG
Lys

ACA
Thr

AGA
Arg

GTC
Val
265

ACT
Thr

GAC
Asp

CAG
GIn

CcccC
Pro

CAG
GIn
345

GCC
Ala
170

CTG
Leu

ACC
Thr

TTC
Phe

GCC
Ala

GTC
Val
250

CAA
Gln

CAT
His

ATC
Ile

GGT
Gly

TTC
Phe
330

CTC
Leu

CTC
Leu

CTT
Leu

ACA
Thr

CCA
Pro

AGA
Arg
235

AAG
Lys

ATC
Ile

GGG
Gly

TCG
Ser

GGA
Gly
315

CCT

Pro

CAC
His

TTC
Phe

CTG
Leu

GCT
Ala

AAC
Asn
220

ACT
Thr

ATT
Ile

TCT
Ser

CTC
Leu

ccc
Pro
300

CTT

Leu

CCT
Pro

CCC
Pro

TTG AGC TTG

Leu

GTA
Val

GTC
Val
205

AGQG
Arg

GCT
Ala

ACT
Thr

GGA
Gly

7T
Phe
285

GGA
Gly

CCT
Pro

TCA
Ser

CTG
Leu

Ser

GAA
Glu
190

CCA
Pro

ACT
Thr

GGC
Gly

CCT
Pro

TAC
Tyr
270

GCT
Ala

GCT
Ala

CCT
Pro

CCT
Pro

7T
Phe
350

Leu
175

GGT
Gly

AGC
Ser

TCT
Ser

CCT
Pro

GGT
Gly
255

CTG
Leu

GGA
Gly

TT7C
Phe

TCT
Ser

GCC
Ala
335

CCT
Pro

CAA
GIn

ccc
Pro

AGT
Ser

GGA
Gly

GGA
Gly
240

CAG
Gln

AAC
Asn

ACC
Thr

AAC
Asn

CCA
Pro
320

TTG

Leu

GAC
Asp

CAA
Gln

ACC
Thr

ACT
Thr

TTG
Leu
225

CTT
Leu

CTA
Leu

AGG
Arg

TCA
Ser

AAA
Lys
305

AGC

Ser

Cccc
Pro

CCT
Pro

CTG
Leu

CTC
Leu

TCT
Ser
210

TTG
Leu

CTG
Leu

AAT
Asn

ACA
Thr

CTT
Leu
290

GGC
Gly

CTT
Leu

ACC
Thr

TCC
Ser

CTT
Leu

TGT
Cys
195

CAA
GIn

GAG
Glu

AGC
Ser

CAA
GIn

CAC
His
275

CAG
GIn

TCC
Ser

GCT
Ala

ACC
Thr

ACC
Thr
355

CGG
Arg
180

GTC
Val

CTC
Leu

ACG
Thr

AGG
Arg

ACC
Thr
260

GGA
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu

CCT
Pro

CAT
His
340

ACC
Thr

644

692

740

788

836

884

932

880

1028

1076

1124

1172



ATG CCT AAC TCT ACC GCC CCT CAT CCA GTC ACA ATG TAC CCT CAT CCC
Met Pro Asn Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr Met Tyr Pro His Pro
360 365 370

AGG AAT TTG TCT CAG GAA ACA TAGCGCGGGC ACTGGCCCAG TGAGCGTCTG
Arg Asn Leu Ser Gln Glu Thr
375

CAGCTTCTCT CGGGGACAAG CTTCCCCAGG AAGGCTGAGA GGCAGCTGCA TCTGCTCCAG
ATGTTCTGCT TTCACCTAAA AGGCCCTGGG GAAGGGATAC ACAGCACTGG AGATTGTAAA
ATTTTAGGAG CTATTTTTTT TTAACCTATC AGCAATATTC ATCAGAGCAG CTAGCGATCT

TTGGTCTATT TTCGGTATAA ATTTGAAAAT CACTA

(2) A 2. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZUSAG: 379 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(i) A MOLEKULA TIPUSA: protein
(xi) A 2. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA;
Met Ala Pro Gly Lys lle GIn Gly Arg Gly Pro lle GIn Gly Ala Thr
1 5 10 15
Ser Val Arg His Leu Ala Arg Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala
20 25 30
Ala Met Leu Leu Ala Val Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala
35 40 45
Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His

50 55 60

1220

1271

1331

1391

1451

1486



Leu Leu His Ser Arg Leu Ser GIn Cys Pro Asp Val Asp Pro Leu Ser

65 70 75 80

lle Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys
85 90 95

Thr GIn Thr Glu GIn Ser Lys Ala GIn Asp lle Leu Gly Ala Val Ser
100 105 110

Leu Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly GIn Leu Glu Pro Ser

115 120 125
Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gin Leu Ser Gly GIn Val Arg Leu Leu
130 135 140

Leu Gly Ala Leu GIn Gly Leu Leu Gly Thr GIn Leu Pro Leu GIn Gly

145 150 155 160

Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe Leu Ser Leu GIn
165 170 175

GIn Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro

180 185 190
Thr Leu Cys Val Arg Arg Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Ser
195 200 205
Thr Ser GIn Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe Pro Asn Arg Thr Ser Gly
210 215 220

Leu Leu Glu Thr Asn Phe Ser Val Thr Ala Arg Thr Ala Gly Pro Gly

225 230 235 240

Leu Leu Ser Arg Leu GIn Gly Phe Arg Val Lys lle Thr Pro Gly GIn

245 250 255
Leu Asn GIn Thr Ser Arg Ser Pro Val GIn lle Ser Gly Tyr Leu Asn

260 265 270

es OGses se
. s e o
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Arg Thr His Gly Pro Val Asn Gly Thr His Gly Leu Phe Ala Gly Thr
275 280 285

Ser Leu GIn Thr Leu Glu Ala Ser Asp lle Ser Pro Gly Ala Phe Asn

290 295 300

Lys Gly Ser Leu Ala Phe Asn Leu GIn Gly Gly Leu Pro Pro Ser Pro

305 310 315 320

Ser Leu Ala Pro Asp Gly His Thr Pro Phe Pro Pro-Ser Pro Ala Leu

325 330 335
Pro Thr Thr His Gly Ser Pro Pro Gin Leu His Pro Leu Phe Pro Asp
340 345 350

Pro Ser Thr Thr Met Pro Asn Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr Met
355 360 365

Tyr Pro His Pro Arg Asn Leu Ser GIn Glu Thr

370 375

(2) A 3. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 42 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC5499

(xi) A 3. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CGAGCCACTT TCTGCACTCC TCGAGTTTTT TTTTTTTTTT 1T

42



(2) A 4. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 45 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC5746

(xi) A 4. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAGAGAGAGA GAGAATTCAT GCCCTCCTGG GCCCTCTTCA TGGTC 45

(2) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 52 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC5762
(xi) AZ 5. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AGAGAGAGAG AGAGCTCGAG TCAAGGCTGC TGCCAATAGC TTAGTGGTAG GT 52

(2) A 6. SZAMU SZEKVENCIA ADATA!:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZUSAG: 30 bazispar

(B) TIPUS: nukleinsav



(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC5742
(xi) A 6. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GACCCTGGAG CTGCGCCCGC GATCTCGCTA

(2) A 7. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 49 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDET| FORRAS:
(B) KLON: ZC6091

(xi) A 7. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

30

GAGCACAGAA TTCACTACTC GAGGCGGCCG CTTTTTTTTT TTTTTITTT 49

(2) A 8. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 45 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vii) EREDETI FORRAS:

(B) KLON: ZC6603
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(xi) A 8. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAGGAATTCG CAGAAGCCAT GCCCTCTTGG GCCCTCTTCATGGTC 45

(2) A 9. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 8 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(xi) A 9. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Val Arg Thr Ser Pro Ala Gly Glu

1 5

(2) A 10. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 48 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC6704

(xi) A 10. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GAAGAGGAAT TCACCATGGA TGTCTTCTTG CTGGCCTTGG GCACAGAG 48

(2) A 11. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:

(A) HOSSZUSAG: 60 bazispar
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(B) TIPUS: nukleinsav

(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: linearis
(vii) EREDETI FORRAS:

(B) KLON: ZC6703

(xi) A 11. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CGACTTTACC TCGAGTGCTA CTGATGCTCT TCTGCCAGCA GTCTCGGAGC CCGTGGACAC 60

(2) A 12. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(iy A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 42 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC6707

(xi) A 12. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AATTCGCCAT GGGACTCGAG CATCACCATC ACCATCACTG AG 42

(2) A 13. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOt:
(A) HOSSZUSAG: 42 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu

(D) TOPOLOGIA: linearis



(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC6706
(xi) A 13. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GATCCTCAGT GATGGTGATG GTGATGCTCG AGTCCCATGG CG 42

(2) A 14. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 47 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC6172

(xi) A 14. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GTCGGTGCTC AGCATTCACT ACTCGAGGGT TTTTTTTTTT TTTTTTT 47

(2) A 15. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 28 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vi) EREDETI FORRAS:

(B) KLON: ZC6936



(xi) A 15. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AATTGGCGGC CGCGTCGACT CGTGGATG 28

(2) A 16. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 28 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC6937

(xi) A 16. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AATTCATCCA CGAGTCGACG CGGCCGCC 28

(2) A 17. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 633 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(i) A MOLEKULA TiPUSA: protein
(xi) A 17. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Met Pro Ser Trp Ala Leu Phe Met Val Thr Ser Cys Leu Leu Leu Ala
1 5 10 15
Leu Pro Asn GIn Ala GIn Val Thr Ser GIn Asp Val Phe Leu Leu Ala

20 25 30



Leu Gly Thr Glu Pro Leu Asn Cys Phe Ser GIn Thr Phe Glu Asp Leu
35 40 45

Thr Cys Phe Trp Asp Glu Glu Glu Ala Ala Pro Ser Gly Thr Tyr GIn
50 55 60

Leu Leu Tyr Ala Tyr Arg Gly Glu Lys Pro Arg Ala Cys Pro Leu Tyr

65 70 75 80

Ser GiIn Ser Val Pro Thr Phe Gly Thr Arg Tyr Val Cys GIn Phe Pro

85 90 95
Ala GIn Asp Glu Val Arg Leu Phe Phe Pro Leu His Leu Trp Val Lys
100 105 110
Asn Val Ser Leu Asn GIn Thr Leu lle GIn Arg Val Leu Phe Val Asp
115 120 125

Ser Val Gly Leu Pro Ala Pro Pro Arg Val lle Lys Ala Arg Gly Gly
130 135 140

Ser GIn Pro Gly Glu Leu GIn lle His Trp Glu Ala Pro Ala Pro Glu

145 150 155 160

lle Ser Asp Phe Leu Arg His Glu Leu Arg Tyr Gly Pro Thr Asp Ser

165 170 175
Ser Asn Ala Thr Ala Pro Ser Val lle GIn Leu Leu Ser Thr Glu Thr
180 185 190
Cys Cys Pro Thr Leu Trp Met Pro Asn Pro Val Pro Val Leu Asp GIn
195 200 205

Pro Pro Cys Val His Pro Thr Ala Ser GIn Pro His Gly Pro Val Arg
210 215 220

Thr Ser Pro Ala Gly Glu Ala Pro Phe Leu Thr Val Lys Gly Gly Ser

225 230 235 240
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Cys Leu Val Ser Gly Leu GIn Ala Gly Lys Ser Tyr Trp Leu Gin Leu
245 250 255

Arg Ser GIn Pro Asp Gly Val Ser Leu Arg Gly Ser Trp Gly Pro Trp
260 265 270

Ser Phe Pro Val Thr Val Asp Leu Pro Gly Asp Ala Val Thr lle Gly

275 280 285
Leu GIn Cys Phe Thr Leu Asp Leu Lys Met Val Thr Cys GIn Trp Gin
290 295 300

GIn GIn Asp Arg Thr Ser Ser GIn Gly Phe Phe Arg His Ser Arg Thr

305 310 315 320

Arg Cys Cys Pro Thr Asp Arg Asp Pro Thr Trp Glu Lys Cys Glu Glu

325 330 335

Glu Glu Pro Arg Pro Gly Ser GIn Pro Ala Leu Val Ser Arg Cys His
340 345 350

Phe Lys Ser Arg Asn Asp Ser Val lle His lle Leu Val Glu Val Thr

355 360 365
Thr Ala GIn Gly Ala Val His Ser Tyr Leu Gly Ser Pro Phe Trp lle
370 375 380

His GIn Ala Val Leu Leu Pro Thr Pro Ser Leu His Trp Arg Glu Val

385 390 395 400

Ser Ser Gly Arg Leu Glu Leu Glu Trp GIn His Gin Ser Ser Trp Ala

405 410 415

Ala GIn Glu Thr Cys Tyr GIn Leu Arg Tyr Thr Gly Glu Gly Arg Glu
420 425 430

Asp Trp Lys Val Leu Glu Pro Ser Leu Gly Ala Arg Gly Gly Thr Leu

435 440 445



Glu Leu Arg Pro Arg Ala Arg Tyr Ser Leu GiIn Leu Arg Ala Arg Leu
450 455 460
Asn Gly Pro Thr Tyr Gln Gly Pro Trp Ser Ala Trp Ser Pro Pro Ala
465 470 475 480
Arg Val Ser Thr Gly Ser Glu Thr Ala Trp lle Thr Leu Val Thr Ala
485 490 495
Leu Leu Leu Val Leu Ser Leu Ser Ala Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu
500 505 510
Lys Trp GIn Phe Pro Ala His Tyr Arg Arg Leu Arg His Ala Leu Trp
515 520 525
Pro Ser Leu Pro Asp Leu His Arg Val Leu Gly Gin Tyr Leu Arg Asp
530 535 540
Thr Ala Ala Leu Ser Pro Ser Lys Ala Thr Val Thr Asp Ser Cys Glu
545 550 555 560
Glu Val Glu Pro Ser Leu Leu Glu lle Leu Pro Lys Ser Ser Glu Ser
565 570 575
Thr Pro Leu Pro Leu Cys pro Ser GIn Pro GIn Met Asp Tyr Arg Gly
580 585 590
Leu GIn Pro Cys Leu Arg Thr Met Pro Leu Ser Val Cys Pro Pro Met
595 600 605
Ala Glu Thr Gly Ser Cys Cys Thr Thr His lle Ala Asn His Ser Tyr
610 615 620
Leu Pro Leu Ser Tyr Trp Gin GIn Pro

625 630



(2) A 18. SZAMU SZEKVENCIA ADATA:

1

Arg

CT1C
Leu

CAG
Gln

GTG
Val
65

GCA
Ala

GCA
Ala

Met Glu Leu

AGG CTA ACG

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 1062 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: kétszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(i) A MOLEKULA TiPusA; cDNS
(ix) JELLEMZO:
(A) NEV/KULCS: CDS

(B) LOKACIO: 1..1059

(xi) A 18. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

5 10

ATG GAG CTG ACT GAA TTG CTC CTC GTG GTC ATG CTT CTC CTA ACT
Thr Glu Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr

15

CTG TCC AGC CCG GCT CCT CCT GCT TGT GAC CTC CGA

Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg

20 25

30

AGT AAA CTG CTT CGT GAC TCC CAT GTC CTT CAC AGC AGA CTG
Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu

35 40

TGC CCA GAG GTT CAC CCT TTG CCT ACA CCT
Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro
50 5%

GAC TTT AGC TTG GGA GAA TGG AAA ACC CAG
Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gin
70 75

CAG GAC ATT CTG GGA GCA GTG ACC CTT CTG
GIn Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu
85 90

GCA CGG GGA CAA CTG GGA CCC ACT TGC CTC
Ala Arg Gly GIn Leu Gly Pro Thr Cys Leu
100 105

45

GTC CTG
vVal Leu
60

ATG GAG
Met Glu

CTG GAG
Leu Glu

TCA TCC
Ser Ser

CTG CCT
Leu Pro

GAG ACC
Glu Thr

GGA GTG
Gly Val
95

CTC CTG
Leu Leu
110

GCA
Ala

GTC

Val

AGC
Ser

GCT
Ala

AAG
Lys
80

ATG
Met

GGG
Gly

.
see oo

48

96

144

192

240

288

336



CAG
Gln

CcTT
Leu

ccce
Pro
145

CGT
Arg

CCA
Pro

AAC
Asn

GCC
Ala

T7C
Phe
225

GAC
Asp

ACT
Thr

GAC
Asp

CAG
Gln

CTT
Leu

GGA
Gly
130

AAT
Asn

T7C
Phe

ccc
Pro

GAG
Glu

TCA
Ser
210

TCT
Ser
115

ACC
Thr

GCC
Ala

CTG
Leu

ACC
Thr

cTC
Leu
195

GCC

GGA
Gly

CAG
Gln

ATC
[le

ATG
Met

ACA
Thr
180

CCA
Pro

AGA

CAG
Gln

ant
Leu

TTC
Phe

CT7T
Leu
165

GCT
Ala

AAC
Asn

ACT

Ala Arg Thr

AGA GCC AAG
Arg Ala Lys

CAA
GIn

CGT
Arg

ATT
Ile

CCT
Pro
290

ATC
Ile

GGA
Gly

TCC
Ser
275

GGA
Gly

cce
Pro

CTC
Leu
260

TCA

Ser

TAT
Tyr

ATT
[le

GGA
Gly
245

11T
Phe

GGA
Gly

TCT
Ser

GTC
Val

cCcT
Pro

CTG
Leu
150

GTA
Val

GTC
Val

AGG
Arg

ACT
Thr

CCT
Pro
230

TAC
Tyr

CCT
Pro

ACA
Thr

CCT
Pro

CGT
Arg

CCA
Pro
135

AGC
Ser

GGA
Gly

ccce
Pro

ACT
Thr

GGC
Gly
215

cTC
Leu
120

CAG
GIn

TTC
Phe

GGG
Gly

AGC
Ser

TCT
Ser
200

TCT
Ser

CTC
Leu

GGC
Gly

CAA
GIn

TCC
Ser

AGA
Arg
185

GGA
Gly

GGG
Gly

GGT CTG CTG

Gly

CTG
Leu

GGA
Gly

TCA
Ser

TCC
Ser
295

Leu

AAC
Asn

cce
Pro

GAC
Asp
280

CCA
Pro

Leu

AGG
Arg

TCA
Ser
265

ACA
Thr

ACC
Thr

CT7
Leu

AGG
Arg

CAC
His

ACC
Thr
170

ACC
Thr

TTG
Leu

CTT
Leu

AAC
Asn

ATA
Ile
250

CGC
Arg

GGC
Gly

CAT
His

GGG
Gly

ACC
Thr

CTG
Leu
155

cTC
Leu

JCT
Ser

176G
Leu

CTG
Leu

CAA
Gln
235

CAC
His

AGG
Arg

TCC
Ser

CCT
Pro

GCC
Ala

ACA
Thr
140

CTC
Leu

TGC
Cys

CTA
Leu

GAG
Glu

AAG
Lys
220

CTG
Leu
125

GCT
Ala

CGA
Arg

GTC
Val

GTC
Val

ACA
Thr
205

TGG
Trp

CAG
GIn

CAC
His

GGA
Gly

AGG
Arg

CTC
Leu
190

AAC

Asn

CAG
GIn

AGC
Ser

AAG
Lys

AAG
Lys

CGG
Arg
175

ACA
Thr

T7C
Phe

CAG
GIn

ACC TCC AGG TCC

Thr

GAA
Glu

ACC
Thr

CTG
Leu

CcCT
Pro
300

Ser

CTC
Leu

CTA
Leu

CCA
Pro
285

ACT
Thr

Arg

TTG
Leu

GGA
Gly
270

cce

Pro

GGA
Gly

Ser

AAT
Asn
255

GCC
Ala

AAC
Asn

CAG
GIn

CTC
Leu

GAT
Asp

GTG
Val
160

GCC
Ala

CTG
Leu

ACT
Thr

GGA
Gly

CTG
Leu
240

GGA
Gly

CCaG
Pro

CTC
Leu

TAT
Tyr

384

432

480

528

576

624

672

720

768

8l6

864

912



ACG
Thr
305

CAC
His

CCT
Pro

GGG
Gly

CTC
Leu

ccc
Pro

CTT
Leu

TAA

J7C CCT
Phe Pro

CTG CTT
Leu Leu

CTA AAC
Leu Asn
340

CTT
Leu

CCT
Pro
325

ACA
Thr

CCA CCC ACC TTG
Pro Pro Thr Leu

310

GAC CCT TCT GCT
Asp Pro Ser Ala

TCC TAC ACC CAC
Ser Tyr Thr His

345

(2) A 19. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

Met Glu Leu Thr

Arg

Leu

GIn

Val

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:

cccC
Pro

CCA
Pro
330

TCC
Ser

(A) HOSSZUSAG: 353 aminosav

(B) TIPUS: aminosav

(D) TOPOLOGIA: linearis

(i) A MOLAKULA TIPUSA: protein

ACC CCT
Thr Pro

315

ACG CCC
Thr Pro

CAG AAT
Gln Asn

(xi) A 19. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

1

Leu Thr

Ser Lys

Cys Pro

Leu

Glu Leu Leu

5

20

35

50

65

Al

a GIn Asp

Asp Phe

Leu

Ser

Glu Val

Ser Ser Pro

Leu Arg Asp

His Pro
55

Leu Gly Glu

70

Leu Gly Ala

85

Leu Val Val Met
10

Ala Pro

25

Ser His

40

Leu Pro

Trp Lys

Val Thr

Pro Ala

Val Leu

Thr Pro

Thr Gln

75

Leu Leu

90

Leu

Cys

His

Val

60

Met

Leu

GTG GTC
Val Val

ACC CCT
Thr Pro

CTG TCT
Leu Ser

350

CAG CTC
GIn Leu
320

ACC AGC
Thr Ser

335

CAG GAA
Gln Glu

Leu Leu Thr

15

Asp Leu Arg
30

Ser Arg Leu

45

Leu Leu Pro

Glu Glu Thr

Glu Gly Val

95

Ala

Val

Ser

Ala

Lys

80

Met

360

1008

1056

1062



Ala Ala Arg Gly
100

Gln Leu Ser Gly
115

Leu Gly Thr GlIn
130

Pro Asn Ala Ile
145

Arg Phe Leu Met
Pro Pro Thr Thr

180

Asn Glu Leu Pro
195

Ala Ser Ala Arg
210

Phe Arg Ala Lys
225

Asp GIn Ile Pro
Thr Arg Gly Leu
260

Asp Ile Ser Ser
275

GIn Pro Gly Tyr
290

Thr Leu Phe Pro
305

His Pro Leu Leu

Pro Leu Leu Asn
340

Gly

Gln

Gln

Leu

Phe

Leu

165

Ala

Asn

Thr

[le

Gly

245

Phe

Gly

Ser

Leu

Pro

325

Thr

Leu Gly

Val Arg

Pro Pro
135

Leu Ser
150

Val Gly

Val Pro

Arg Thr

Thr Gly
215

Pro Gly
230

Tyr Leu

Pro Gly

Thr Ser

Pro Ser

295

Pro Pro
310

Asp Pro

Ser Tyr

Pro

Leu

120

GIn

Phe

Gly

Ser

Ser

200

Ser

Leu

Asn

Pro

Asp

280

Pro

Thr

Ser

Thr

Thr Cys Leu
105

Leu Leu Gly

Gly Arg Thr

GIn His Leu

155

Ser Thr Leu
170

Arg Thr Ser
185

Gly Leu Leu

Gly Leu Leu

Leu Asn Gln
235

Arg Ile His
250

Ser Arg Arg
265

Thr Gly Ser

Thr His Pro

Leu Pro Thr
315

Ala Pro Thr
330

His Ser Gln
345

Ser Ser

Ala Leu
125

Thr Ala
140

Leu Arg

Cys Val

Leu Val

Glu Thr

205

Lys Trp
220

Thr Ser

Glu Leu

Thr Leu

Leu Pro

285
Pro Thr
300
Pro Val

Pro Thr

Asn Leu

Leu

110

Gln

His

Gly

Arg

Leu

1590

Asn

Gin

Arg

Leu

Gly

270

Pro

Gly

Val

Pro

Ser
350

Leu

Ser

Lys

Lys

Arg

175

Thr

Phe

Gln

Ser

Asn

255

Ala

Asn

GIn

GIn

Thr

335

GIn

Gly

Leu

Asp

Val

160

Ala

Leu

Thr

Gly

Leu

240

Gly

Pro

Leu

Tyr

Leu

320

Ser

Glu
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(2) A 20. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 23 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7422

(xi) A 20. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

GGAAGCTGGG TACCAAGGAG GCT 23

(2) A 21. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 23 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vi) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7423

(xi) A 21. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

AGCCTCCTTG GTACCCAGCT TCC 23

(2) A 22. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZUSAG: 20 bazispar

(B) TIPUS: nukleinsav



(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7424
(xi) A 22. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TTAGACACCT GGCCAGAATG 20

(2) A 23. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 24 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7421

(xi) A 23. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TGATGTCGGC AGTGTCTGAG AACC 24

(2) A 24. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI;
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOI:
(A) HOSSZUSAG: 29 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis
(vi) EREDETI FORRAS:

(B) KLON: ZC7454



(xi) A 24. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCGGAATTCT TAGACACCTG GCCAGAATG

(2) A 25. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZUSAG: 33 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7453

(xi) A 25. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CCGGAATTCT GATGTCGGCA GTGTCTGAGA ACC

(2) A 26. SZAMU SZEKVENCIA ADATAL:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZUSAG: 33 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7318

(xi) A 26. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

TACCGAATTC TAGACACAGA GGGTGGGACC TTC

33

29

33



(2) A 27. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!:
(A) HOSSZUSAG: 30 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: egyszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(vii) EREDETI FORRAS:
(B) KLON: ZC7319

(xi) A 27. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

ACACTGAATT CTTCTCCACC CGGACAGAGT 30

(2) A 28. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:

(i) A SZEKVENCIA JELLEMZO!I:
(A) HOSSZUSAG: 4823 bazispar
(B) TIPUS: nukleinsav
(C) SZALTIPUS: kétszalu
(D) TOPOLOGIA: linearis

(ii) A MOLEKULA TIPUSA: DNS (genom)

(ix) JELLEMZO:
(A) NEV/KULCS: CDS
(B) LOKACIO: csatlakozas(632..644, 876..1003,

1290..1376, 3309..3476, 3713..4375)



(xi) A 28. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:

CTTTCTTGCT

TCTTATTGCC

CAGGTACAAG

ACCACACCCT

CTGGTGGCGA

TTACAGGCAT

AGAATTCAGG

TTCACCCTGC

TTTCAGGATA

GCAAGAGCCT

GGAGCCACGC

ACCTGAGGGG

TGCAGGGGGC

ATTCCCTGGG

ATTTCCTCCT

TTCTTTCTTT

CAGGCTGGAG

CGATTCTCCT

GCTAGTTTTT

ACTCCTGACC

GAGCCACTGC

GCTTTGGCAG

CAGGCAGTCT

GATTCTTCAC

AAGCCGCCTC

CAGCCAGACA

CTAGGGCCAT

AGGAAGCTGG

TTTCAGGTCT

CATCTTTCAA

CTTTCTTTCT

TGCAATGGTG

GTCTCAGCCT

TTGTATTTCG

TCAGGTGATC

ACCCGGCACA

TTCCAGGCTG

CTTCCTAGAA

CCTTGGTCCG

CATGGCCCCA

CCCCGGCCAG

ATGGAAACAT

GGGAACCCAT

GGGTCCTGAA

CCTCACCTCT

TTCTTITTITTT

CGATCTCGGC

CCCAAGTAGC

TAGAGCCGGG

CACCCGCCTT

CCATATGCTT

GTCAGCATCT

ACTTGGTTAA

CCTTTGCCCC

GGAAGGATTC

TTTTTGAGAC

TCACCACAAC

TTGGATTACA

GTTTCACCAT

GGACTCCCAA

TCATCACAAG

CAAGCCCTCC

ATGTTCACTC

ACCCTACTCT

AGGGGAGAGG

GGAGTTTCAC

crceaeercee

GGCATGAACC

GTTAGTGAGG

AGTGCTGGGA

AAAATGTGAG

CCAGCATCTG

TTCTTGCTAC

GCCCAGAAGT

CCCCAAACAG

A ATG GAG CTG ACT G GTGAGAACAC
Met Glu Leu Thr

1

GACAGAAGGG GAGAGAGAAA GGAGACACGC

TCTCCCAAAA ATAAGGGGTC TGAGGGGTGG

TGGGAATTCC TGGAATACCA GCTGACAATG

CCTCATCTAA G AA TTG CTC CTC
Glu Leu teu Leu

5

QTG GTC ATG CTT CTC CTA ACT GCA AGG CTA ACG CTG TCC AGC CCG GCT
Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala

10

15

20

CCT CCT GCT TGT GAC CTC CGA GTC CTC AGT AAA CTG CTT CGT GAC TCC
Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser

25

30

35

40

eesee
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

654

714

774

834

886

934

982
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CAT GTC CTT CAC AGC AGA CTG GTGAGAACTC CCAACATTAT CCCCTTTATC
His Val Leu His Ser Arg Leu

45
CGCGTAACTG GTAAGACACC CATACTCCCA GGAAGACACC ATCACTTCCT CTAACTCCTT
GACCCAATGA CTATTCTTCC CATATTGTCC CCACCTACTG ATCACACTCT CTGACAAGGA
TTATTCTTCA CAATACAGCC CGCATTTAAA AGCTCTCGTC TAGAGATAGT ACTCATGGAG

GACTAGCCTG CTTATTAGGC TACCATAGCT CTCTCTATTT CAGCTCCCTT CTCCCCCCAC

CAATCTTTTT CAACAG AGC CAG TGC CCA GAG GTT CAC CCT TTG CCT ACA
Ser GIn Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr

50

55

CCT GTC CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTT AGC TTG GGA GAA TGG AAA ACC
Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr

60

65

70

CAG ATG GTAAGAAAGC CATCCCTAAC CTTGGCTTCC CTAAGTCCTG TCTTCAGTTT

Gln Met
75

CCCACTGCTT

GCTTGGCCAC

GGCTTGCAGG

AATCGCTCAT

AAGCAAGACT

AARAGACTGA

AGAGATATAA

AGGCCGAGGC

GAAACCCCGT

CCCAGCTACT

GTGAGCTGAG

CCCATGGATT

CCTAACCCAA

TCCAATATGT

GGCCATGCCT

CATATGTCAT

ATCAAGATTC

ACTTCTACAT

AGGCAGATCA

CTCTACTAAG

TGGAAGGCTG

ATCATGCCAA

CTCCAACATT

TCTACATTCA

GAATAGATTT

TTGACCTATT

CCACAGATGA

AAATCACTGA

GTGGGCCGGG

CCTGAGGGCA

AATACAGAAT

AAGCAGGAGA

TGCACTCCAG

CTTGAGCTTT

CCTATGATGA

GAAGCTGAAC

CCCGTTCAGT

CACAAAGCTG

AAGACTAGGT

GGCTCACGCC

GGAGTTTGAG

TAGCCGGGCA

ATCCCTTGAA

CCTGGGTGAC

TTAAAAATAT

TAGCCTGTGG

ACCATGAAAA

CTTCTTAAAT

GGAAGTACCA

CAAAAACAAG

TGTAATCCCA

AGCAGCCTGG

TGGTAGTGCA

CCCAGGAGGT

AAGAGCAAAA

CTCACCTTCA

ATAAGATGAT

GCTGGAGAGA

TGGCATGAAG

CTAAAATAAC

GTGAAACAAC

GCACTTTGGG

CCAACATGGC

TGCCTGTAAT

GGAGGTTGTA

CTCCGTCTCA

1033

1093

1153

1213

1273

1322

1370

1426

1486

1546

1606

1666

1726

1786

1846

1906

1966

2026

2086



AAAAGAAAAA

GCCACAATGC

TCTGAGAGAA

AAAGCTAGTA

GAACTCTATT

GAAGACATAT

GCAGCCTGAA

ATCTATCCTC

CAGTTCCTAT

CTCATACCTA

CCAGGCTGGA

GCGATTCTCC

AGCTAATTTG

AACTCCTGAC

TGAGCCACTG

CAGAAAGAGT

CAGCAACGTA

TAGAGGACAC

GAATTCCTGC

TGCTGGCTAC

CTCTCTTCCA

AAAATTCTAC

CCTGCTTCCA

TTAAATTGCC

ATTCTTGTCT

CCGAGTGGAC

GCTAATTTAT

CAGAAAGAGA

AAGAACCCTA

GGGTCCCTTC

CATTTAGTTT

GTGCAGTGGC

TGTCTCAGTC

TGTATTTGTG

CTCAGGTGAT

CACCCAGCCT

AAATTTGCAG

AGAAAAAAGG

GGGAGTTTTT

CCTGGGTGGG

TCCTAAGGCT

TCTCTTTICTC

ATGTGTAAAT

TCATTTAAGC

CCCAAACTTA

GTTTGATGTT

TACACTTAAA

TAAGAGGGAC

CTAGAAGCAT

GCGTCCCTTC

TAGTCCTTTC

ATTTATTATT

ATGATCTCAA

TCCCAAGTAG

GTAGAGATGG

CCACCTGCCT

TCATTCAGTT

CACTAGAACC

AGCTCTTCTC

GAAGCAGAGG

ACCTTGGTCC

CCCCACCCaGC

AG GAG GAG
Glu Glu

TAATGAGTAA

CTCTGGCCCT

CCATGTAACA

TAGCATCCCC

TATACTGGCC

CATATTAAAC

GTTTTATGGG

TTCCTTCAGG

TTTTCATCCT

ATTATTTGAG

CTCACTGCAA

CTGGGATTAC

GGTTTCACCA

CAGCCTCCCA

TAAAAATCAA

AAGAGGTAAA

ACTGAAACCA

CTGATGACCA

TGTCCAGTTC

TTTTAGTGTG

AGTCCTATTC

AGCACTTCCT

TTACTGAAGC

ATTGTGGAAA

TGAACACCGG

TAACATGTGT

CAATAGTTTA

ACTGAGTCAG

TATGATCATT

ACGGAGTCTC

CCTCAGCCTC

AGGTGCCCAC

TGTTGGGCAG

AAGTGCTGGG

ATGATCCTAA

AGCTGTAACA

AGTGTAAGAC

GCTGTCGGGA

TCAGCCTGTA

CCCTTTGAGG

CAGCTTTCAG

ACGAAAAGGA

TGCTATTCTT

TGCTCGTACA

ACATCCCCCT

CTAGAAAGCA

AAAAACTAAA

GGAAGAAGGG

ATGGTAGAGT

ACTCTATCCC

CCGGATTCAA

CACCATGCCC

GCTGATCTTG

ATTACAGGCG

GGTTTTGCAG

GGGCAGATTT

CAGGCTGGAC

GACTGTGAAG

TGATTCACTC

CAGTGCGCTT

ACC AAG GCA CAG GAC ATT CTG GGA
Thr Lys Ala GIn Asp Ile Leu Gly

80

85

2146

2206

2266

2326

2386

2446

2506

2566

2626

2686

2746

2806

2866

2926

2986

3046

3106

3166

3226

3286

3338



GCA
Ala

GGA
Gly

CGT
Arg

GTG
Val

Cccc
Pro

CTC
Leu
120

ACC
Thr

ACT
Thr
105

CTC
Leu

CTT CTG CTG

Leu
90

TGC
Cys

CTT
Leu

Leu

CTC
Leu

GGG
Gly

Leu

TCA
Ser

GCC
Ala

GAG
Glu

TCC
Ser

CTG
Leu
125

GGA
Gly

CTC
Leu
110

CAG
Gln

GTG
Val
95

CTG

Leu

AGC
Ser

ATG
Met

GGG
Gly

CTC
Leu

GCA
Ala

CAG
Gln

CTT
Leu

GTAAGTCCCC AGTCAAGGGA TCTGTAGAAA CTGTTCTTTT

GACCTGAGGG AAGAAGGGCT CTTCCAGGGA GCTCAAGGGC

AGTGCTCCCT GCCAGCCACA ATGCCTGGGT ACTGGCATCC

GGGAGGCCTG AGATCTGGCC CTGGTGTTTG GCCTCAGGAC

CTT
Leu

T7C
Phe

CTT
Leu
165

GCT
Ala

AAC
Asn

ACT
Thr

CCT CCA CAG GGC AGG

Pro

CTG
Leu
150

GTA
Val

GTC
Val

AGG
Arg

ACT
Thr

Pro
135

AGC
Ser

GGA
Gly

CCC
Pro

ACT
Thr

GGC
Gly
215

Gin

TTC
Phe

GGG
Gly

AGC
Ser

TCT
Ser
200

TCT
Ser

Gly

CAA
Gln

TCC
Ser

AGA
Arg
185

GGA
Gly

GGG
Gly

Arg

CAC
His

ACC
Thr
170

ACC
Thr

TTG
Leu

CTT
Leu

ACC ACA GCT

Thr

CTG
Leu
155

CTC

Leu

TCT
Ser

TTG
Leu

CTG
Leu

Thr
140

CTC
Leu

TGC
Cys

CTA
Leu

GAG
Glu

AAG
Lys
220

Ala

CGA
Arg

GTC
Val

GTC
Val

ACA
Thr
205

TGG
Trp

CAC
His

GGA
Gly

AGG
Arg

CTC
Leu
190

AAC

Asn

CAG
Gln

AAG
Lys

AAG
Lys

CGG
Arg
175

ACA
Thr

TTC
Phe

CAG
GIn

GCA CGG
Ala Arg

CTT TCT
Leu Ser
115

GGA ACC
Gly Thr
130

CTGACTCAGT CCCCCTAGAA

AGAAGAGCTG ATCTACTAAG

TGTCTTTCCT ACTTAGACAA

GGA CAA
Gly Gln
100

GGA CAG
Gly Gln

CAG
Gln

cese
.
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CTG

Leu

GTC
Val

CATCCTCTGC CCTCAG

GAT CCC AAT GCC ATC
Asp Pro Asn Ala Ile

145

GTG CGT
Val Arg
160

GCC CCA
Ala Pro

CTG AAC
Leu Asn

ACT GCC
Thr Ala

GGA TTC
Gly Phe
225

TTC CTG
Phe Leu

CCC ACC
Pro Thr

GAG CTC
Glu Leu
195

TCA GCC
Ser Ala
210

AGA GCC
Arg Ala

ATG
Met

ACA
Thr
180

CCA

Pro

AGA
Arg

AAG
Lys

. ®e ®ves oo
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3386

3434

3476

3536

3596

3656

3712

3760

3856

3904

3952

4000
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.



CTG
Leu

GGT CTG
Gly Leu

ATT
Ile

CCT
Pro
230

AAC
Asn

AGG
Arg

CTG
Leu

GGA
Gly
245

TAC
Tyr

TCA
Ser
265

GGA
Gly

ccc
Pro

177
Phe

CCT
Pro

ACA
Thr

GAC
Asp
280

TCA
Ser

GGA
Gly

ACA
Thr

ACC
Thr

TCC
Ser
295

CCA
Pro

TCT
Ser

CCT
Pro

TTG
Leu

ccc
Pro

ACC
Thr

CTT
Leu

GCT
Ala

CcCcT
Pro

TCT
Ser

CCT
Pro
325

CAC
His
345

TAC
Tyr

ACC
Thr

ACA
Thr

TCC

Ser

AGACACTGCC GACATCAGCA

GGAGACAACT GGACAAGATT

TACACAGGAC TGAAAAGGGA

TTTTTAAGCT ATCAGCAATA

AATTTGCAAC TCACTGATTC

GGCTGGCCTG GCAGTTGAAC

GTAATTTCCT TTGCTTCAAA

CTCAGTGGGA CTCTGATC

AAC
Asn

ATA
[1e
250

CGC
Arg

GGC
Gly

CAT
His

CcC
Pro

CCA
Pro
330

TCC
Ser

TCC
Ser

CAA
Gln
235

ACC TCC
Thr Ser

AGG
Arg

AAT
Asn
255

GAA
Glu

TTG
Leu

CAC
His

CTC
Leu

GCC
Ala

ACC
Thr

CTA
Leu

GGA
Gly
270

AGG
Arg

AAC
Asn

cce
Pro

TCC
Ser

CTG
Leu

CCA
Pro
285

CAG
Gln

CCT
Pro

CCT
Pro
300

ACT
Thr

GGA
Gly

CAG
Gln

GTC
Val

GTG
Val

ACC
Thr
315

CCT
Pro

ACC
Thr
335

CCT
Pro

Ccc
Pro

ACC
Thr

ACG
Thr

TCT
Ser
350

CAG
Gln

CAG AAT
GIn Asn

CTG

Leu

TTGTCTCGTG TACAGCTCCC

TCCTACTTTC TCCTGAAACC

ATCATTTTTC ACTGTACATT

CTCATCAGAG CAGCTAGCTC

TCAACATGCT CTTTTTCTGT

AGAGGGAGAG ACTAACCTTG

TTCAAGGCCT TCCAACGCCC

esoe
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CCC
Pro

CAA ATC
GIn Ile

CTG
Leu
240

GAC
Asp

CTC
Leu
260

CGT
Arg

GGA
Gly

ACT
Thr

GGA
Gly

TCC
Ser
275

TCA
Ser

ATT
[le

GAC
Asp

CCG
Pro

TAT
Tyr

GGA
Gly

CCT
Pro
290

CTC
Leu

CAG
Gln

CCT
Pro

CTC
Leu

T7C
Phe

TAT
Tyr

ACG
Thr
305

CTG
Leu

CT7
Leu

CAC
His

ccc
Pro

CTC
Leu
320

C17
Leu

CTA
Leu

AAC
Asn
340

CCT
Pro

AGC
Ser

GAA GGG TAAGGTTCTC
Glu Gly

TTCCCTGCAG GGCGCCCCTG
CAAAGCCCTG GTAAAAGGGA
ATAAACCTTC AGAAGCTATT
TTTGGTCTAT TTTCTGCAGA
GATAACTCTG CAAAGACCTG
AGTCAGAAAA CAGAGGAAGG

CCATCCCCTT TACTATCATT

Ll .
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4048

4096

4144

4192

4240

4288

4336

4385

4445

4505

4565

4625

4685

4745

4805

4823
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(2) A 29. SZAMU SZEKVENCIA ADATAI:
(i) A SZEKVENCIA JELLEMZOL:
(A) HOSSZUSAG: 353 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(D) TOPOLOGIA: linearis
(i) A MOLEKULA TiPUSA: protein
(xi) A 29. SZAMU SZEKVENCIA LEIRASA:
Met Glu Leu Thr Glu Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala
1 5 10 15
Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val
20 25 30
Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser
35 40 45
GIn Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala
50 55 60
Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr GIn Met Glu Glu Thr Lys
65 70 75 80
Ala GIn Asp lle Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
85 90 95
Ala Ala Arg Gly GIn Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly
100 105 110
GIn Leu Ser Gly GiIn Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu GIn Ser Leu
115 120 125
Leu Gly Thr GIn Leu Pro Pro Gin Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp
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Pro Asn Ala lle Phe Leu Ser Phe GIn His Leu Leu Arg Gly Lys Val

145 150 155 160

Arg Phe Leu Met Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala

165 170 175

Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu Thr Leu
180 185 190

Asn Glu Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Thr

195 200 205
Ala Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser Gly Leu Leu Lys Trp Gin GIn Gly
210 215 220

Phe Arg Ala Lys lle Pro Gly Leu Leu Asn GIn Thr Ser Arg Ser Leu

225 230 235 240

Asp GlIn lle Pro Gly Tyr Leu Asn Arg lle His Glu Leu Leu Asn Gly

245 250 255

Thr Arg Gly Leu Phe Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr Leu Gly Ala Pro
260 265 270

Asp lle Ser Ser Gly Thr Ser Asp Thr Gly Ser Leu Pro Pro Asn Leu

275 280 285
GIn Pro Gly Tyr Ser Pro Ser Pro Thr His Pro Pro Thr Gly GIn Tyr
290 295 300

Thr Leu Phe Pro Leu Pro Pro Thr Leu Pro Thr Pro Val Val GIn Leu

305 310 315 320

His Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Pro Thr Pro Thr Pro Thr Ser

325 330 335
Pro Leu Leu Asn Thr Ser Tyr Thr His Ser GIn Asn Leu Ser GIn Glu
340 345 350

Gly
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Egy izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az alabbiakat magaba foglalo
csoportbdl szelektaljuk:

a) a 2. szamu szekvencia aminosavjainak szekvenciajat tartalmazoé
proteineket a 45 aminosavmaradéktol a 196 aminosavmaradekig;

b) a 2. szamu szekvencia aminosavjainak szekvenciajat tartalmazo
proteineket a 45 aminosavmaradéktol a 206 aminosavmaradeékig;

c) a 19. szamu szekvencia aminosavjainak szekvenciajat tartalmazo
proteineket a 22 aminosavmaradéktol a 173 aminosavmaradekig;

d) a 19. szamu szekvencia aminosavjainak szekvenciajat tartalmazo
proteineket a 22 aminosavmaradeéktol a 175 aminosavmaradekig;

e) az (a), (b), (c) vagy a (d) allelikus variansait; es

f) az (a), (b), (c), (d) vagy az (e) faj homologokat , ahol az emlitett protein a
mieloid vagy limfoid prekurzorok szaporodasat vagy differencialodasat stimulaljak.

2. Az 1. igénypont szerinti izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az emlitett
protein a 2. szamu szekvencia aminosavjainak szekvencidjat tartalmazza a 45
aminosavmaradéktol a 379 aminosavmaradekig.

3. Az 1. igénypont szerinti izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az emlitett
protein a 2. szamu szekvencia aminosavjainak szekvencidjat tartalmazza a 22
aminosavmaradéktol a 353 aminosavmaradekig.

4. Az 1. igénypont szerinti izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az emlitett
protein egy eger proteint jelent.

5. Az 1. igénypont szerinti izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az emlitett

protein egy human proteint jelent.
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6. Az 1. igénypont szerinti izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az emlitett
protein

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciajabdl a 45-379
aminosav maradéekokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciajabdl a 24-196
aminosav maradékokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvencigjabol a 24-206
aminosav maradekokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciajabol a 24-379
aminosav maradékokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciajabol az 1-196
aminosav maradekokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciajabol az 1-206
aminosav maradekokat; vagy

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciajabol az 1-379
aminosav maradekokat tartalmazza.

7. Az 1. igénypont szerinti izolalt protein, azzal jellemezve, hogy az emlitett
protein

a 19. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabol az 1-173
aminosav maradékokat;

a 19. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabol az 1-175
aminosav maradékokat;

a 19. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabol az 1-353
aminosav maradekokat; vagy

a 19. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabdl a 22-353

aminosav maradékokat tartalmazza.
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8. Egy izolalt protein, azzal jellemezve, hogy alapjaban veve

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabdl a 45-196
aminosav maradékokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabol a 45-206
aminosav maradékokat;

a 2. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabdl a 45-379
aminosav maradékokat;

a 19. szamu szekvenciaban bemutatott aminosavak szekvenciabdl az 22-175
aminosav maradekokat; es

a 19. szamu szekvencidban bemutatott aminosavak szekvenciabol a 22-353
aminosav maradékokat magaba foglalo csoportbol szelektalt aminosavak
szekvencigjat tartalmazza.

9. Egy a mieloid vagy limfoid prekurzorok szaporodasat vagy
differencialodasat stimulalo izolalt protein azzal jellemezve, hogy az emlitett protein
magaba foglal egy olyan szegmentet, mely aminosav szinten a 2. szamu szekvencia
aminosavainak szekvencigjaban a 45-196 aminosav maradekokkal, vagy a 19.
szamu szekvencia aminosavainak szekvencigjaban a 22-173 aminosav
maradékokkal legalabb 80 %-os azonossagot mutat.

10. Egy izolalt polinukleotid molekula, azzal jeliemezve, hogy az 1. igenypont
szerinti proteint kodolja.

11. A 10. igénypont szerinti izolalt polinukleotid molekula, azzal jellemezve,
hogy az emlitett molekula egy olyan DNS molekula, mely az 1. szamu szekvencia

237-692 nukleotidjait tartalmazo kodolo szalat tartalmaz.
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12. A 10. igénypont szerinti izolalt polinukleotid molekula, azzal jellemezve,
hogy az emlitett molekula egy olyan DNS molekula, mely a 18. szamu szekvencia
64-519 nukieotidjait tartalmazo kodolo szalat tartalmaz.

13. A 10. igénypont szerinti izolalt polinukleotid molekula, azzal jellemezve,
hogy az emlitett molekula a 2. szamu szekvencia aminosav szekvenciajaban levo a
45-196 aminosav maradékokat kodolja.

14. A 10. igénypont szerinti izolalt polinukleotid molekula, azzal jellemezve,
hogy az emlitett molekula a 19. szamu szekvencia aminosav szekvenciajaban levd a
22-173 aminosav maradékokat kodolja.

15. Egy izolalt polinukleotid molekula, azzal jellemezve, hogy

(a) eqy hematopoietikus proteint kodold, valamint az 1. szamu szekvenciaban
bemutatott a 237-692 nukleotidokat tartalmazo DNS molekulakat;

(b) egy hematopoietikus proteint kodold, valamint a 18. szamu szekvenciaban
bemutatott, a 64-519 anukleotidoakt tartalmazo DNS molekulakat;

(c) az (a) vagy (b) allelikus variansait;

(d) az (a), (b) vagy (c) pontokban szerepid DNS molekulak altal kodolt
proteinnel aminosav szinten legalabb 80 %-o0s azonossagot mutato hematopoietikus
proteint kodold DNS molekulakat; es

az (a), (b), (c) vagy (d) pontokban szerepl6 molekulakkal komplementer
molekulakat magaba foglalo csoportbol szelektaljuk.

16. A 15. igénypont szerinti izolait polinukleotid molekula, azzal jellemezve,
hogy az emlitett molekula az (a), (b) vagy a (c) pontokban szerepl6 DNS molekulak
altal kddolt proteinekkel aminosav szinten legalabb 90 %-os azonossagot mutato

hematopoietikus proteint kodol.
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17. A 15. igénypont szerinti izolalt polinukleotid molekula, azzal jellemezve,
hogy az 1. szamu szekvencia 237-722 nukleotidjait vagy a 18. szamu szekvencia 1-
64 nukleotidjait tartalmazza.

18. Egy isolalt DNS molekula, azzal jellemezve, hogy

(a) a pZGmp1-1081 plazmid Eco RI-Xho | inzertjét (ATCC 69566);

(b) az (a) allelikus variansait; es

(c) az (a) vagy a (b) altal kodolt proteinnel aminosav szinten legalabb 80 %-0s
azonossagot mutatd proteint kodolo DNS molekulakat tartalmaz, ahol az emlitett
izolalt DNS molekula hematopoietikus aktivitassal rendelkezd proteint kodol.

19. Egy a 18. igénypont szerinti izolalt DNS molekula, azzal jellemezve, hogy
az emlitett molekula a 2. szamu szekvencia 45-196 aminosav maradékait magaba
foglalé aminosav szekvenciajat tartalmazo polipeptidet kodolja.

20. Egy expresszios vektor, azzal jellemezve, hogy

egy transzkripcios promotert;

egy az alabbi csoportbol szelektalt DNS szegmentet:

a) egy hematopoietikus proteint kodolo, valamint az 1. szamu
szekvenciaban bemutatott a 237-692 nukleotidokat magaba foglalo
nukleotid szekvenciat tartalmazo DNS szegmenteket;

b) egy hematopoietikus proteint kodolo, valamint az 18. szamu
szekvencidban bemutatott a 64-519 nukleotidokat magaba foglalo
nukleotid szekvenciat tartalmazo DNS szegmenteket;

c) az a) es b) allelikus variansait; es

d) egy az a), b) vagy c) altal kodolt proteinnel aminosav szinten
legalabb 80 %-o0s azonossagot mutatd hematopoietikus proteint kddold

DNS szegmentet;
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valamint egy transzkripcios terminatort mikodékepesen 0sszekapcsolva
tartalmaz.

21. A 20. igénypont szerinti expresszios vektor, azzal jellemezve, hogy az
emlitett DNS szegment egy olyan hematopoietikus proteint kodol, mely az a), b)
vagy c) altal kodolt proteinnel aminosav szinten legalabb 90 %-0s azonossagot
mutat.

22. Egy a 20. igénypont szerinti expresszios vektor, azzal jellemezve, hogy az
emlitett DNS szegment az 1. szamu szekvencia 237-525 nukleotidjait vagy a 18.
szamu szekvencia 64-525 nukleotidjait tartalmazza.

23. Egy a 20. igénypont szerinti expresszios vektor, azzal jellemezve, hogy a
DNS szegmenthez miikod6képesen kapcsolodva egy szekrécios jel szekvenciat
tartalmaz.

24. Egy a 20. igenypont szerinti expresszios vektorral rendelkezd tenyesztett
sejt, azzal jellemezve, hogy az emlitett sejt a DNS szegment aital kodolt
hematopoietikus proteint expresszalja.

25. A 24. igénypont szerinti tenyesztett sejt, azzal jellemezve, hogy az emlitett
sejt egy fonalasgomba sejtet jelent.

26. A 24. igénypont szerinti tenyesztett sejt, azzal jellemezve, hogy az emlitett
sejt egy elesztGgomba sejtet jelent.

27. A 24. igénypont szerinti tenyésztett sejt, azzal jellemezve, hogy az emlitett
sejt egy eml8s sejtet jelent.

28. A 24. igenypont szerinti tenyesztett sejt, azzal jellemezve, hogy az emlitett
sejt egy baktérium sejtet jelent.

29. Egy nem-human emids, azzal jellemezve, hogy genetikai vonalaba egy az

alabbi csoportbol szelektalt heterolog DNS szegmentet juttatunk be:
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(a) egy hematopoietikus proteint kodolo, valamint az 1. szamu szekvenciaban
bemutatott 237-692 nukleotidokat magaba foglalo nukleotid szekvenciat tartaimazo
DNS szegmentek;

(b) egy hematopoietikus proteint kodolo, valamint az 18. szamu
szekvenciaban bemutatott 64-519 nukleotidokat magaba foglald nukleotid
szekvenciat tartalmazo DNS szegmentek;

(c) az (a) és (b) allelikus variansa

(d) az (a), (b) vagy (c) altal kodolt proteinnel aminosav szinten legalabb
80%-0s azonossagot mutatdo hematopoietikus proteint kodolo DNS szegmentek;

ahol az emlitett eml6s az emlitett DNS altal kodolt hematopoietikus proteint
termeli.

30. Egy a 29. igénypont szerinti nem-human emlds, azzal jellemezve, hogy a
sertést, kecsket, birkat, szarvasmarhat és egeret magaba foglalo csoporttol
szelektaljuk.

31. Egy a 29. igénypont szerinti nem-human eml&s, azzal jellemezve, hogy az
emlitett DNS szegment az 1. szamu szekvencia 237-722 nukleotidjait vagy a 18.
szamu szekvencia 64-525 nukleotidjait tartalmazza.

32. Egy hematopoietikus protein termelésére szolgaldo modszer, azzal
jellemezve, hogy:

egy a 20. igénypont szerinti expresszios vektort tartalmazo sejtet tenyésztunk,
mely emlitett sejt a DNS szegment altal kodolt hematopoietikus proteint
expresszalja; és

a hematopoietikus proteint kinyerjuk.

33. A 32. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az emlitett
hematopoietikus proteint az emlitett sejt termeli és abbdl a tapkdzegbdl nyerjuk ki,

melyben az emlitett sejtet tenyeésztjuk.
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34. Egy gyogyszerészeti készitmeny. azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont
szerinti proteint egy gyogyszerészetileg elfogadhato hordozoval egyitt tartaimaz.

35. Egy antitest, azzal jellemezve, hogy az 1. igénypont szerinti protein egy
epitopjahoz kotddik.

36. Egy eml6sben valo verlemezke termelés stimulalasara szolgald modszer,
azzal jellemezve, hogy az emlitett emidsnek az alabbi csoportokbol szelektalt
hematopoietikus protein egy gyogyszereszetileg hatékony mennyiségeét adjuk:

a) a 2 szamu aminosav szekvencia 45-196 maradékait tartalmazo
szekvenciat magaba foglalo proteineket;

b) a 19. szamu aminosav szekvencia 22-173 maradékait tartalmazo
szekvenciat magaba foglalo proteineket;

c) az (a) vagy (b) allelikus variansait; es

d) az (a), b{b) vagy (c) tipus homologjait;
ahol az emlitett protein, egyUtt egy gyogyszerészetileg elfogadhato hordozoval a
mieloid vagy limfoid prekurzorok differencialodasat vagy szaporodasat stimulalja.

37. Egy legalabb 14 nukleotidbol allo oligonukleotidot tartalmazé proba, azzal
jellemezve, hogy az emlitett oligonukleotid szekvenciaja az

(a) 1. szamu szekvencia

(b) 18. szamu szekvencia

(c) 28.szamu szekvencia; vagy

(d) az 1. szamu szekvenciaval, a 18. szamu szekvenciaval vagy a 28. szamu
szekvenciaval komplementer szekvenciak
azonos hosszusagu részeivel legalabb 80 %-os azonossagot mutat.

38. Egy DNS molekulak elegyében egy thrombopoieteint kodold DNS

detektalasara szolgald modszer, azzal jellemezve, hogy DNS molekulak egy
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keveréket probaltatjuk egy legalabb 14 nukleotidbol allo oligonukleotidot tartaimazo

probaval, ahol az emlitett oligonukleotid szekvenciaja az

(a) 1. szamu szekvencia
(b) 18. szamu szekvencia
(c) 28. szamu szekvencia; vagy

(d) az 1. szamu szekvenciaval, a 18. szamu szekvenciaval vagy a 28. szamu

szekvenciaval komplementer szekvenciak

azonos hosszusagu részeivel legalabb 80 %-os azonossagot mutat; es

azokat a DNS molekulakat. melyekhez az emlitett proba hibridizalodik,

detektaljuk.

39. A sejt szaporodas stimulalasara szolgalo modszer, azzal jellemezve, hogy

a tenyésztett csontveld sejtekhez az 1. igénypont szerinti proteint a sejtek

szaporodasanak stimuldlasara elegendé mennyiségben adjuk.

40. A 39. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy az emlitett sejtek

megakariocitakat vagy megakariocita prekurzorokat jelentenek.

41. Egy a thrombopoietin tisztitasara szolgalé modszer, azzal jellemezve,

a thrombopoietint tartalmazé oldatot egy szilard tamasztékhoz kotott antitest

hatasanak vetjiik ala, ahol az emlitett antitest az 1. igénypont szerinti protein egy

epitopjahoz kotodik;

az emlitett antitestet mossuk a nem kotott szennyezSdések eltavolitasa

celjabal,

az emlitett antitestrél a kotott thrombopoietint elualjuk; és
az elualt thrombopoietint kinyerjuk.
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