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KIVONAT

A taldlmany targyat 4j megakariocita érési faktor képe-
zi. A talalmany targyét képezi tovabba a megakariocita
érési faktort kodold DNS; az emlitett DNS-t tartalmazé
expresszids vektor; az emlitett expressziés vektorral
transzformalt gazdasejt; egy eljaras a gazdasejtek fel-
hasznaldsaval megakariocita érési faktor el6allitisara.

A leirds terjedelme 34 oldal (ezen beliil 12 lap dbra)

A taladlméany szerinti megakariocita érési faktor
IL-3 jelenlétében stimulalja a megakariocitdk érését és
trombopoietinként hat, ezéltal hatdsos gyogyaszati ké-
szitmény kiildnb6zd vérlemezkeszam-csokkenéssel
jaré megbetegedések kezelésére.
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A talalmany targyat megakariocita érési faktor, a fak-
tort kodolo gén, valamint annak elGallitasara szolgald
eljards képezi. A megakariocita érési faktor alkalmazha-
16 vérképzést stimuldlo faktorként a megakariocita-vér-
lemezke vonalban.

Ismeretes, hogy a vérképzésben szereplS 8ssejtek
érett vérsejtekké alakuldsa soran a vérsejtek ndvekedé-
sét és érését meginditd, kiilonboz8 vérképzést eldsegitd
faktorok jatszanak szerepet.

Bar a vérlemezkék élettartama minddssze 9—10 nap,
nyugalmi 4llapotban a vérlemezkék koncentracidja a vér-
ben meglehetdsen allandé szinten marad. Emellett, ha a
rendelkezésre 4116 modszerek egyikével a vérlemezkék
szamat kisérleti allatban mesterségesen csokkentjiik, a
vérlemezkék szdma a vérben néhany napon beliil helyre-
all. Ezen adatok alapjan feltételezték a vérlemezkek ter-
melddését eldsegitd faktorok jelenlétét, és komoly erdfe-
szitéseket tettek a faktorok azonositasara.

Feltevések szerint legalabb két szabalyozoéfaktor
vesz részt a megakariocita-vérlemezke vérképzési vo-
nalban. Az ¢ls§ faktor Gnmagaban megakariocita kold-
nidk képzédését segiti elb és megakariocitakolonia-sti-
muldlé faktornak nevezik. A masodik faktor énmaga-
ban nem rendelkezik megakariocitakolonia-kialakuldst
elésegité aktivitassal, azonban az elsd faktorral egyiitt
megndveli a képz6dé megakariocita koloniak szamat,
és stimulalja ezek érését, ezt a faktort megakariocita-
potencialé faktornak nevezziik.

Az eldz6 az interleukin 3-at, valamint a granulo-
cita/makrofdg koloniastimulalé faktort foglalja maga-
ban, az utdbbi az eritropoetint, a makrofdgkolonia-sti-
mulalé faktort, az interleukin 6-ot, 7-et és 1ll-et, a
LIF-et és hasonloakat foglal magaban. Ezek koziil a fak-
torok koziil néhany in vivo koriilmények kozott noveli
a vérlemezkék szamit vagy leroviditi a vérlemezkék
szaméanak helyredllasdhoz sziikséges id6t [Hideaki
Mizoguchi, Tanpakushitsu Kakusan Koso, 36, 1195,
(1991), japanul].

Ezen faktorok tobbsége azonban a kiilonbbz6 vérkép-
z6 vonalak vérsejtjeinek érésében, ezen beliil a megaka-
riocita-vérlemezke vonal sejtjeinek érésében betoltott sze-
repén feliil valtozatos biologiai hatast fejt ki. Az IL—6 és
az IL—11 példaul in vivo trombopoetikus hatést fejtenek
ki, ezenkiviil stimulaljdk az akut fazis proteintermelédé-
sét, és sulyos esetekben kachexiat okoznak. Ezenkiviil az
IL-6 kiilénb6z8 klinikai problémakat kisérhet; példaul
lehetséges, hogy az IL—6 stimuldlja a mezangiumsejtek
szaporoddsat a vesében, igy veseelégtelenséget okoz
[Tadashi Matsuda és munkatarsai, Tanpakushitsu
Kakusan Koso, 36, 1184, (1991), japanul]. Mivel az
IL—6 a trombocitopénias fazisban nem ér el magas szin-
tet a vérben, nem tekintik fiziologias faktornak.

A vérlemezkék fontos szerepet jatszanak a hemo-
sztazisban. A vérlemezkék szamanak csokkenésével
jaré megbetegedések (Falconi-szindroma, megakarioci-
tas trombocitopénia, aplasztikus anémia és hasonloak)
klinikailag veszedelmesek, kiilonosen a vérzékenység el-
lendrizhetetlen. Feltételezhetd, hogy egy, a vérlemezkék
termel3dését stimulalo faktor izoldlasa és azonositdsa
hasznos lehet a fent emlitett veszély megelézésére.
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Napjainkban a csontvel§-atiiltetés a leukémidk stb.
kezelésének hatasos eszkdzévé vilt, és a citokinek, pél-
daul eritropoetin (EPQO), granulocitakolonia-stimulald
faktor (GCSF) stb. alkalmazéséaval novekszik a sikeres
esetek aranya. A csontvel§-atiiltetéseknél jelenleg a
problémat a vérlemezkék szamanak csokkenése jelenti,
és amennyiben egy trombopoetikus faktor rendelkezésre
allna, a sikeres esetek szidma vérhatoan novekedne, és a
korhazi kezelés ideje megrovidiilne. Nemcesak a vérkép-
z6 rendszeri betegségek, hanem a daganatos betegségek
kemoterapidja és radioizotopterapidja sordn kialakulo
trombocitopénia is kézben tarthatd lehet trombopo-
etinnel.

Az ismert faktorokkal kapcsolatos fent emlitett ne-
hézségeket figyelembe véve kiilonb6z6 kutatdsokat vé-
geztiink egy vérlemezkék termelédését stimulalo és
trombocitopéniaval vagy elégtelen vérlemezke-funkcio-
val rendelkez6 betegek kezelésében hatasos faktor izo-
lalasa céljabol, és ennek eredményeképpen egy 1j,
megakariocitak érését stimulalo faktort taldltunk, az em-
litett faktort kodolod gént klénoztuk, elballitottunk egy
expresszios vektort, és sikeriilt az emlitett faktor el§alli-
tasa céljabol a gént expresszalnunk.

A taldlmany targyat megakariocita érési faktor képe-
zi, amely a kivetkezd sajatsagokkal rendelkezik;

(1) stimulalja a megakariocitak érését;

(2) 55-57 kilodalton (kD) kozotti molekulatomeg-
gel rendelkezik gélsziréssel és SDS-poliakril-
amid gélelektroforézissel (SDS—PAGE) vizsgal-
va és nem talalhaté benne molekulan beliili di-
szulfidkotés;

(3) izoelektromos pontja 6,5+0,5; és

(4) a szekvencialista szerinti 1-9. szekvencidk leg-
alabb egyikének megfeleld aminosavszekven-
ciaval rendelkezik.

A talalmény térgya kiterjed a megakariocita érési

faktort kodolé génre is.

A taldlmany targykorébe tartozik tovabba egy, a
megakariocita érési faktort kodold gént tartalmazé exp-
resszios vektor.

A talalmany targyét képezi ezenkiviil egy, az exp-
resszids vektorral transzformaélt gazdasejt.

A talalmény kiterjed az emlitett gazdasejt felhaszna-
lasaval a megakariocita érési faktor eléallitdsara szol-
galo eljarésra.

A mellékelt 1. dbra egy Q-Sepharose oszloprél
nyert protein (A 280 -.-) és megakariocita érési faktor
(acetilkolin-észterdz-aktivitas -o-) eliicios profiljat mu-
tatja, ahol az eluciot NaCl-koncentraciogradienssel vé-
geztiik (0-0,1 mol/1), és 1-120. frakciot gydjtottiink.

A 2. 4bra egy Phenyl-Sepharose oszloprol nyert pro-
tein (A 280 -.-) és megakariocita érési faktor (acetil-
kolin-észteraz-aktivitas -o-) eliiciés profiljat mutatja,
ahol az eliciét ammonium-szulfat-koncentracio-
gradienssel (30-0%), valamint etilénglikol-koncentra-
ciogradienssel (0—-50%) végeztiik, az 1-100. frakciot
dsszegylijtottink, majd 50%-os etilénglikollal folytatva
az elualast, a 101-120. frakciokat gytjtottiik.

A 3. 4bra egy S-Sepharose oszloprol nyert protein
(A 280 -.-) és megakariocita érési faktor (acetilkolin-
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észteraz-aktivitds -o-) elicios profiljat mutatja, ahol
az eluciot NaCl-koncentracidgradienssel végeztiik
(0-0,5 mol/}) és az 1-100. frakciot gytjtottiik.

A 4. 4bra egy Hiroad 26/60 Superdex 75 Pg oszlop-
r6l nyert protein (A 280 -.-) és megakariocita érési fak-
tor (acetilkolin-észterdz aktivitas -o-) elicios profiljat,
valamint a kapott frakciok SDS—PAGE-val vizsgalt
eredményét (az abra alsé része) mutatja.

Az 5. dbra a tisztitott megakariocita érési faktor
SDS—PAGE-vel kapott elektroforézismintajat mutatja.

A 6. abra a tisztitott megakariocita érési faktor izo-
elektromos fokuszélasanak eredményét mutatja.

A 7. 4bra a tisztitott megakariocita érési faktor
SDS—PAGE szerinti cukorlanc-vizsgalatanak eredmé-
nyét mutatd elektroforetikus minta, ahol az 1. oszlop a
kezeletlen megakariocita érési faktort, a 2. oszlop az
endoglikozidaz F-fel kezelt megakariocita érési faktort
mutatja (megjegyezziik, hogy a 35 kD kozelében latha-
to csikot az enzimkészitmény adja).

A 8. abran lathato grafikon tisztitott megakariocita
érési faktor (55 kD protein) jelenlétében vagy anélkiil,
illetve IL—6 hozzaadasaval vagy anélkiil 5 napon 4t te-
nyésztett egércsontveldsejtekbdl szarmazd megakario-
citak acetilkolin-észteraz-aktivitisat hasonlitja Ossze.

A 9. bra 4 napon 4t az IL—3 hozzaadasat kovetben,
tisztitott megakariocita érési faktor jelenlétében (B), il-
letve anélkiil (A) tenyésztett egércsontveldsejtek ace-
tilkolin-észteraz-fest6dését mutatja.

A 10. 4bra 4 napon 4t az IL—3 hozzdadasat kove-
téen, tisztitott megakariocita érési faktor jelenlétében
(B), illetve anélkiil (A) tenyésztett egércsontveldsejtek
May—Griinwald—Giemsa-festédését mutatja.

A 11. dbra RNS meghatarozasat mutatja DNS-pro-
ba segitségével (a 2.1 példaban ismertetett, KY100 és
N1065 segitségével amplifikalt PCR-termék), ahol az
RNS-t rekombinans virussal (TP055-Bm NPV) fert6-
z6tt, a megakariocita érési faktort kodol6 gént tartalma-
z6 Bombyx mori sejttenyészetbdl, vad tipust virussal
fert6zott sejtekbdl (BOE) (A sav), illetve nem transzfor-
malt sejtekbdl (C sav) vontuk ki.

A 12. abra szerinti grafikon megakariocita érési fak-
tor (TP55) expresszalasat mutatjia Bombyx mori hemo-
limfiban Matrex Blue A oszlopkromatografiaval vég-
zett tisztitast kovetGen.

A megakariocita érési faktor izolalasara szolgalo ki-
indulasi anyagként human sejteket, példaul human kar-
cinémasejteket, eldnydsen human epidermoid karciné-
masejteket, még elényosebben proteinmentes tapfolya-
dékban tenyésztett human epidermoid A431 karcinéma-
sejteket hasznaltunk.

A fent meghatdrozott megakariocita érési faktoron
kiviil a taldlmany targyat képezik transzforménsokbol,
példaul géntechnikai eljarassal elGallitott sejtekbdl vagy
allatokbdl nyerheté és a fent meghatirozott megaka-
riocita érési faktorral azonos aminosavszekvencidval
rendelkezé megakariocita érési faktorok, illetve olya-
nok, amelyben a fent emlitett megakariocita érési faktor
aminosavszekvenci4janak egy része deletalt vagy a fent
emlitett megakariocita érési faktor aminosavszekvencia-
janak egy részét egyéb aminosavval vagy aminosav-
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szekvencidval helyettesitettilk vagy amelyben ahhoz
egy vagy tobb aminosavszekvencidt adtunk vagy ame-
lyek az emlitett modositasok kombinacidjat tartal-
mazzik.

A talalmény kiterjed tovabba a 30. szekvencia szerin-
ti aminosavszekvenciaval rendelkezd megakariocita éré-
si faktorra, illetve olyan megakariocita érési faktorokra,
melyekben a 30. szekvencia szerinti aminosavszekven-
cia egy része deletalt vagy a 30. szekvencia szerinti
aminosavszekvencia egy részét egyéb aminosav vagy
aminosavszekvencia helyettesiti vagy amelyben a 30.
szekvencia szerinti aminosavszekvencidhoz egy vagy
tobb aminosavszekvenciat adtunk, vagy amelyek az em-
litett médositdsok kombinacidjat tartalmazzak.

A talalmény targyat képezik a fent emlitett megaka-
riocita érési faktorokat kodolo gének is. A taldlmdany ki-
terjed tovabba a gén felhaszndlasaval a megakariocita
érési faktorok génrekombinécids technikdval torténd
eldallitasara szolgalé eljarasra. A génrekombinacids
technika szokésos eljarasokat foglal magdban a nativ
megakariocita érési faktor aminosavszekvencidjat ko-
dold, mesterségesen elBallitott vagy természetes poli-
nukleotidok felhasznaldsaval vagy olyanokéval, de
azokra nem korlatozodva, amelyekben a fent emlitett
megakariocita érési faktor aminosavszekvencidjanak
egy része deletalt vagy a fent emlitett megakariocita éré-
si faktor aminosavszekvencidjanak egy részét egyéb
aminosavval vagy aminosavszekvenciaval helyettesitet-
tik vagy amelyben ahhoz egy vagy tobb aminosav-
szekvenciat adtunk, vagy amelyek az emlitett modosita-
sok kombinacidjat tartalmazzak.

A fent emlitett killonb6zé modositasokat szokdsos
eljarasokkal, példaul egy meghatdrozott helyen létreho-
zott mutagenezissel végezhetjiik.

A médositasnal, példaul hozzdadasnal, deletalasnal
vagy helyettesitésnél szereplé aminosavak szima nem
korlatozott, azonban az aminosavak hozzaadasa esetén
az aminosavak szdma fiigg példaul a hibrid proteinben
a talalmany szerinti megakariocita érési faktorral
egyiitt alkalmazott funkciondlis peptid vagy a talal-
mény szerinti faktorhoz kapcsolt jelzépeptid aminosa-
vainak sz4matdl, nevezetesen a moddositds céljatol.
Deletals esetén az aminosavak szamat Ogy tervezziik
vagy hatdrozzuk meg, hogy megtartsuk a megakario-
cita érési faktor aktivitasat, ez eldnydsen 1-30, elényo-
sebben 1-20, vagy a deletalt szakasz kiviil eshet a ta-
lalmany szerinti faktor aktiv szakaszan. Helyettesités
esetében az aminosavak szamat ugy tervezzik vagy
hatdrozzuk meg, hogy megtartsuk a megakariocita
érési faktor aktivitasat, ez elénydsen 1-10, elénydseb-
ben 1-5.

A hatékony expressziot biztosithatja egy szignal-
szekvencia hozzdad4dsa vagy modositasa, a vektor/gaz-
daszervezet rendszer helyes megvalasztésa, vagy az
expresszidt szabalyoz6 szekvencia modositdsa. A gaz-
daszervezetet megvalaszthatjuk tovabba ugy, hogy az
glilkozilezett terméket allitson el6. Ezenkiviil az 1-9.
szekvencidk szerinti aminosavszekvencidk egyikét ko-
dolé polinukleotidot felhasznalhatjuk egy gén kléno-
zasara DNS-probaként.
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A taldlmény kiterjed tovabba az olyan gyogyaszati
készitményekre, amelyek hatbéanyagként megakariocita
érési faktort tartalmaznak. A gyogyaszati készitményt
elénydsen trombocitopénia kezelésére alkalmazzuk.

A taldlmany szerinti megakariocita érési faktor al-
kalmazhaté tovabba ismert eljaras szerint fajlagos ellen-
anyagok elGallitasara.

A talalmany szerinti megoldds részletes ismertetése.

(1) Kiindulési anyag

A talalmény szerinti Oj protein el8allitasara kiindula-
si anyagként a humdan epidermoid karcinoma eredetd
A431 sejtek (ATCC CRL 1555) tenyészetének feliil-
Usz6jat hasznaltuk, mely sejteket Yamaguchi eljarasa
szerint képessé tettiik arra, hogy proteinmentes tapfolya-
dékban szaporodjanak [Yamaguchi N. és munkatarsai,
Cancer Res., 50, 7008, (1991)]. Ezt a sejtvonalat SBM
330 human epidermoid karcinémasejteknek neveztilk,
és 1992. julius 1-jén FERM BP-3911 nyilvéntartasi sza-
mon letétbe helyeztik a ,Fermentation Research
Institute Agency of Industrial Science and Technology”
gytjteményében [1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi
Ibraki-ken (307), Japan].

(2) A megakariocita érési faktor meghatdrozasara
szolgalo eljaras

A megakariocita érési faktor meghatarozaséra me-
gakariocita eredetii sejtvonalak (példdul CMK sejtek
vagy abbdl szarmazo sejtek) vagy egércsontvelSsejtek
alkalmazhatok. Az acetilkolin-észteraz-aktivitas megha-
tarozasat példaul, amelyrdl ismert, hogy fajlagosan egér-
megakariocitdkban talalhato, egércsontvelSsejtek fel-
hasznalasaval végeztilk Ishibashi és munkatarsai eljara-
sa szerint [Ishibashi T. és munkatérsai, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 86, 5953, (1989)]. A megakariocitdk
hisztokémiai meghatarozasat tenyésztett csontveldsejtek
acetilkolin-észterdz-festésével, valamint May—Griin-
wald—Giemsa szerinti festésével, és a festédott sejtek
alakjanak megfigyelésével végeztik.

(3) A megakariocita érési faktor tisztitsa

A megakariocita érési faktor tisztithaté példaul pro-
teinmentes tapfolyadékban tenyésztett A431 sejttenyé-
szet feliilisz6jabol kiindulva, ultrasziiréssel koncent-
ralva, majd oszlopkromatografia alkalmazasdval, pél-
dédul Matrex Blue A (Amicon), Q-Sepharose (Phar-
macia), fenil-Sepharose (Pharmacia), S-Sepharose
(Pharmacia), és Hiload 26/60 Superdex 75 (Pharma-
cia) oszlopok alkalmazasaval kilon-kiilon vagy ezek
kombinaci6jéval. A proteintartalmat 280 nanométeren
mértik.

(4) A megakariocita érési faktor részleges aminosav-
szekvencidjanak meghatarozasa

Aminosavszekvencia meghatarozasa céljabol a 3. Ié-
pés szerint tisztitott megakariocita érési faktort pro-
tedzzal, példaul Achromobacter Protease I (API) haszna-
lataval 37 °C-on, 2 oran at fragmensekké emésztettiik.
A kapott peptidfragmenseket elvalasztottuk, és reverz
fazist HPLC segitségével YMC—Pack AM-303 osz-
lop alkalmazasaval (acetonitrilgradiens 0,1%-os trifluor-
ecetsavban) visszanyertiilk. Az igy kapott peptid-
fragmenseket szekvenatorral, példaul gazfazist szekve-
nétorral, mint példaul az Applied Biosystem gyartma-
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nya késziilékkel vizsgaltuk. Az adott tisztitasi eljarast
és a megakariocita érési faktor sajatsigainak részletes le-
irasat az 1. példaban ismertetjikk. Szintén a taldlméany
targyat képezi egy megakariocita érési faktort kédold
gén. A gén lehet mRNS-rél, genomialis RNS-rdl vagy
szintetikus DNS-rdl eldéllitott cDNS. A cDNS-t poli-
meraz-lancreakcioval (PCR) klonozhatjuk a fent emli-
tett humén sejtekbdl, példaul humén epidermoid karci-
némasejtekbdl, mint példaul az A431 sejtekbdl tisztitott
megakariocita érési faktor 1. példdban ismertetett részle-
ges aminosavszekvencidja alapjan tervezett DNS-
(nukleotid) primerek felhasznaldsaval. A kl6nozas rész-
leteit az 1. és 2. példaban ismertetjiik.

A taldlmany szerinti gén magaban foglal tovidbba
megakariocita érésifaktor-aktivitassal rendelkez6 pro-
teint vagy gliikoproteint kodold és a 30. szekvencia sze-
rinti nukleotidszekvencidval hibridizalo DNS-eket. A 2.
példdban klonozott DNS nukleotidszekvencidjat és a
nukleotidszekvencia alapjan kovetkeztetett aminosav-
szekvenciat a 30. szekvencia ismerteti.

Miutén egy aminosavsorrendet meghataroztunk, kii-
16nb6z8 mutaciot hordozd megakariocita érési faktoro-
kat, példaul olyan polipeptideket tervezhetiink és allit-
hatunk el3, amelyekben véltozatlan megakariocita érési-
faktor-aktivitds mellett egy vagy tobb aminosavat ad-
tunk a nativ aminosavszekvencidhoz vagy a 30. szek-
vencia szerinti aminosavszekvenciahoz vagy olyan poli-
peptidet, amelyben véltozatlan megakariocita érésifak-
tor-aktivitds mellett egy vagy tobb aminosavat dele-
taltunk a nativ aminosavszekvenciabol vagy a 30. szek-
vencia szerinti aminosavszekvenciab6l vagy olyan po-
lipeptideket, amelyben véltozatlan megakariocita érési-
faktor-aktivitds mellett egy vagy tobb aminosavat egy
vagy tobb mas aminosavval helyettesitettiink a nativ
aminosav -szekvenciaban, vagy a 30. szekvencia szerin-
ti aminosavszekvencidban, vagy olyan polipeptideket,
amelyek valtozatlan megakariocita érésifaktor-aktivitas
mellett a fent emlitett modositasok kombinacidjat, pél-
daul aminosavak hozzdadasat, deletdlasat és/vagy he-
lyettesitését tartalmazzak.

Bér a taldlméany targyit a 30. szekvencia szerinti
nukleotidszekvencia képezi, a talalmany szerinti mega-
kariocita érési faktort kodold gének nem korlatozoédnak
arra. Mivel a taldlméany szerinti nativ megakariocita éré-
si faktor aminosavszekvenciajat, vagy egy mutaciot hor-
doz6 megakariocita érési faktor aminosavszekvencidjat
meghataroztuk, a genetikai kod degeneraltsdganak ko-
vetkeztében kiilonb6z6, azonos aminosavszekvenciat
kédolé nukleotidszekvencidkat tervezhetiink és allitha-
tunk el. Ebben az esetben el6nydsen a valasztott gaz-
daszervezetben nagy gyakorisaggal hasznalt kodonokat
alkalmaztunk.

A taldlmany szerinti megakariocita érési faktort ko-
dol6 gént elBallithatjuk cDNS-ként a 2. példaban ismer-
tetettek szerint, azonban a gén nem korlatozodik
cDNS-re. Nevezetesen, miutan a nativ megakariocita
érési faktor aminosavszekvencigjat kodold nukleotid-
szekvenciat meghataroztuk, a nativ megakariocita érési
faktort kodold gént klonozhatjuk cDNS-ként az itt is-
mertetett stratégiatol eltéré eljarassal, ezenkiviil a ki-
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véant gént klonozhatjuk a megakariocita érési faktort ter-
meld sejt genomjabol.

A kivant génnek a genombdl torténd klonozasat kove-
téen kiilonbdz6, a 2. példa szerinti nukleotid primereket,
vagy nukleotid probakat alkalmazhatunk genomialis
DNS-fragmensek kivalogatasara. Alkalmazhatunk ezen-
kiviil a 30. szekvencia szerinti nukleotidszekvencia alap-
jan tervezett egyéb probakat is. A genombodl a kivant
DNS klonozaséra szolgald szokésos eljarasok jol ismer-
tek a gyakorlatban [lasd Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley and Sons, 5—6. fejezet].

A talalmany szerinti megakariocita érési faktort ko-
dolé gén kémiai szintézissel is elGallithato. A gyakorlat-
ban kémiai szintézissel konnyd DNS-t elallitani egy
automatikus DNS-szintetizald késziilék, példdul az
,Applied Biosystems 396” DNS/RNS szintetizaloké-
sziilék segitségével. A gyakorlatban jaratos személy te-
hat kénnyen elSallithatja a 30. szekvencia szerinti
DNS-t.

A talalmény szerinti nativ megakariocita érési fak-
tort kodold, a nativ kodonoktdl eltéré kodont hasznald
gén, valamint egy mutélt megakariocita érési faktort ko-
dol6 gén elBallithato kémiai szintézissel a fent ismerte-
tett modon. Mads eljards szerint ezek elallithatok hely-
specifikus mutagenezissel, templatként a 30. szekven-
cia szerinti nukleotidszekvenciaval rendelkez6 DNS
vagy RNS, valamint mutagén primerek felhasznalasa-
val [példdul 1asd Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, 8. fejezet].

Miutan megkaptuk a taldlmany szerinti megakario-
cita érési faktort kodold gént, azt szokasos génrekom-
binacids technikak segitségével felhasznalhatjuk rekom-
binans megakariocita érési faktor eléallitisara. Neveze-
tesen, a talalmany szerinti megakariocita érési faktort
kodolé DNS-t megfeleld expresszids vektorba inszer-
taljuk, a vektort alkalmas gazdasejtbe juttatjuk, a transz-
formalt gazdasejtet tenyésztjiik, és a kivant megaka-
riocita érési faktort kinyerjitk a tenyészetbdl (a sejtek-
b6l vagy a tapfolyadékbol). A taldlmany szerinti mega-
kariocita érési faktor biokémiai vagy kémiai iton médo-
sithatd, példaul N-terminélisan acilezhetd.

A 30. szekvencia szerinti nukleotidszekvencia alap-
jan ,fasta Program” segitségével (GCG csomag) kere-
sést végeztiink egy protein-adatbazisban. Ennek alap-
jan a megakariocita érési faktor a szerin proteazinhibi-
torok f8 csaladjahoz tartozonak bizonyult. Masrészt, a
human leukocita-elasztaz, a csirkeovalbumin Y gén ter-
mék, a human plazminogén aktivator inhibitor 2, és a
human hamsejtes karcinéma antigén esetében, melyek
vérhat6 szterikus szerkezete, valamint a hidroféb és hid-
rofil aminosavak eloszlasa a talalmany szerinti mega-
kariocita érési faktorhoz hasonld, az N-terminalis rész
nem hasitodik le és szignalpeptidet képez. Lehetséges
tehat, hogy a taldlméany szerinti megakariocita érési fak-
tor esetében az N-terminalis rész szignalpeptidként mi-
kodik, és a megakariocita érési faktor a szignalpeptid le-
hasadasa nélkiil valasztodik ki. A taldlmény szerinti
megakariocita érési faktor médosithat6 tovabba oly mo-
don, hogy az elsé metionint deletaljuk, és a masodik
alanint acetilezziik.
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Gazdasejtként alkalmazhatunk mind prokariéta,
mind eukariota sejteket. Prokariétak koziil példaul bak-
tériumok, példaul Escherichia coli, a Bacillus nemzet-
ség, példaul B. subtilis és hasonloak alkalmazhatok. Az
eukariotik koziil élesztSk, példaul a Saccharomyces
nemzetség, ezen beliil S. cerevisiae, rovarsejtek, pél-
daul Spodoptera frugiperda sejtek, Cabbage looper sej-
tek, Bombyx mori sejtek, allati sejtek, példaul humén
sejtek, majomsejtek, egérsejtek, és hasonléak alkalmaz-
hatok. Ezenkiviil természetesen rovarok, példaul a
Bombyx mori alkalmazhatok.

Expresszios vektorként plazmidok, figok, fagemi-
dek, virusok, példaul baculovirus, vakciniavirus, vagy ha-
sonléak alkalmazhatok. Az expressziés vektorban talal-
hat6 promotert az alkalmazott gazdaszervezettdl fligg6-
en valaszthatjuk meg. Bakteridlis promoterekként pél-
d4ul lac promoter, trp promoter és hasonloak, éleszt6-
promoterekként adhl promoter, pgk promoter és ha-
sonloéak alkalmazhatok. Mésrészt rovarpromoterként
baculovirus polihedrin promotert, allati sejtekben Simian
40 virus korai vagy kés6i promotert alkalmazhatunk.

A gazdasejt expresszios vektorral val6 transzforma-
lasat a gyakorlatban j01 ismert eljarasokkal végezhetjiik
(ilyen eljarasokat ismertet példdul: Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley & Sons). A transz-
formansok tenyésztését szintén szokdsos eljarasokkal
végezhetjiik.

Egy tenyészetbd] vagy egy rovar testébdl a mega-
kariocita érési faktor tisztitisat proteinek izolalasara és
tisztitasara szolgalo szokdsos eljarasok szerint végezhet-
jiik, példéaul ultrasziréssel, killonb6z6 oszlopkromatog-
rafias eljarasokkal, mint példaul Q-Sepharose oszlopon
végzett kromatografiaval és hasonl6akkal.

A taldlmény szerinti megoldast a kbvetkezd példak-
kal kozelebbrdl illusztraljuk.

1. példa

Megakariocita érési faktor tisztitdsa

(1) A431 sejtek tenyésztése

A431 sejtekbdl nyert, proteinmentes tapfolyadék-
ban kondicionalt, fagyasztott SBM 330 sejteket felol-
vasztottunk, és kiindulé tapfolyadékban (10% borjiszé-
rumot tartalmazé Ham-féle F12 tapfolyadékban) te-
nyésztettiink. Nevezetesen, a sejteket 150 cm? tenyész-
tésre hasznélhaté teriiletd 10 T palackokba oltottuk, és
37 °C-on, 5% CO, jelenlétében osszefliggd tenyészet ki-
alakulaséig tenyésztettik. Ezutdn a sejteket 0,25%-o0s
tripszinoldattal (Chiba Kessei) a palackrol eltavolitot-
tuk, és 850 cm? tenyésztésre hasznalhaté feliiletd,
10 gorgdpalackban 37 °C-on, 0,5 rpm-en, koriilbeliil
3 napon 4t tovabbtenyésztettiik, és igy 1,8x 109 sejtet
nyertiink. A tenyésztéssel kapott sejteket egy Opti-cell
inkubétor (Charles River Inc. Wilmington, MA) kera-
mia feliiletére (S-451) hagytuk letapadni, és 10 liter ki-
indulasi tipfolyadék felhasznilasdval ataramoltatisos
tenyésztést kezdtiink.

Az ataramoltatasos tenyésztést 37 °C-on 20 kPa oxi-
génnyomas mellett végeztikk. A kiindulési tapfolyade-
kot a kovetkez6kben ismertetettek szerint proteinmen-
tes tapfolyadékra cseréltiik. Nevezetesen, miutin a sej-



1 HU 218411 B 2

teket koriilbeliil 7 napig a kiindulasi tapfolyadékban te-
nyésztettiik, 20 liter/nap mennyiségben proteinmentes
tapfolyadékot adtunk a tenyészethez, ezzel egy idében
a tapfolyadékot ugyanilyen aranyban eltavolitottuk a te-
nyészetrdl. Ennek eredményeképpen a szérumot tartal-
maz6 kiindulasi tapfolyadékot koriilbeliil 100 liter pro-
teinmentes tdpfolyadék hozzaadasaval teljes egészében
lecseréltiik.

Ezutan folyamatosan eltavolitottuk a sejttenyészet
feliilGszojat, igy 1000 liter sejttenyészté feliiluszot nyer-
tink. Az igy kapott sejttenyészt6 feliiliiszo egy részét
(300 liter) 2 literre koncentraltuk be ultraszirdmemb-
rannal (Milipore, Bedford, MA; 10 000 dalton moleku-
latdmeg porushatar), és a koncentratumot 20 mmol/li-
ter Tris/HCI pufferrel (pH 7,4) szemben dializaltuk.

(2) Megakariocita érésifaktor-meghatarozas csont-
veldsejtek felhasznaldsdval.

Néstény BDF-egerek combcsontjabol mieloid sejte-
ket nyertiink, és alfa-MEM tapfolyadékban (Flow
Laboratories, Inc. Mc Lean, VA, USA) szuszpendal-
tunk. Kiilénbozd stirliségli perkollrétegeket (Pharmacia
LKB Biotechnology, Tokyo) rétegeztiink egymésra, ezt
kovetden ezekre toltottiik a csontvel&sejteket, majd
400 g-n 20 percig ilepitettik. Az 1,07 g/ml és az
1,08 g/ml siiriségi rétegek hatarardl osszegyijtottik a
mononukledris sejteket, 10% FSB-t tartalmazo alfa-
MEM tapfolyadékkal egyszer mostuk, és 0,5 mmol/l
diizopropil-fluor-foszfatot tartalmazé alfa-MEM tapfo-
lyadékban szuszpendaltuk. A szuszpenziot ezutan egy
mianyag sejitenyészté edénybe (Corning, NY, USA)
toltottiik, és 37 °C-on 5% szén-dioxid és 95% levegd at-
moszféraban 2 6rdn at tenyésztettilk. A tenyésztés soran
annak kezdetétdl szdmitva 1 6ra mulva a sejtteny€sztd
edényt Ujracseréltiik. A tenyésztést kovetden a sejteket
10% FSB/alfa-MEM tépfolyadékkal hdromszor mos-
tuk. Az ily médon nem letapadé csontveld eredetd mo-
nonukledris sejteket 10% FSB/1% BSA/0,1 mmol 2-
merkaptoetanol alfa-MEM tapfolyadékban szuszpendal-
tuk, majd 5x 104 sejt/rekesz mennyiségben 96 rekeszii
mikrolemez (Corning) rekeszeibe oltottuk. A vizsgélati
mintadhoz szilkség szerint 25 egység/ml egér eredeti
rekombinans IL—3-t (Genzyme Corporation, Cambrid-
ge, MA, USA) és 1-2 mikrogramm/ml anti IL-6 ellen-
anyagot (Boehringer Mannheim, Mannheim, NSZK)
adtunk.

A tenyésztést 37 °C-on 5% CO, - 5% O, — 90%
N, atmoszféraban végeztitk 4—5 6ran keresztiil. Miutan
a sejteket a mikrolemez rekeszeiben tenyésztettiik, azo-
kat kétszer PBS-pufferrel mostuk, 180 mikroliter 0,2%-
os (tdmeg/térfogat) Triton X-100, 1 mmol/l EDTA,
0,12 mol/l NaCl, 50 mmol/l HEPES (pH 7,5) dsszetéte-
14 puffer hozzaadasaval lizaltuk, és 20 mikroliter
5,6 mmol/l koncentracidju acetiltiokolin-jodid szubszt-
ratot adtunk hozzajuk. Egy 6ran 4t szobahdmérsékleten
rézas mellett végzett tenyésztést kvetden 20 mikroliter
oldatot fluoreszcens vizsgalat céljabol mikrolemezre
(Dynatech Micro Fluor ,,B” lemez) vittiink 4t. A mikro-
lemez rekeszeihez 20 mikroliter 0,4 mmol/l koncentra-
ci6ji 7-dietil-amino-3-(4’-maleimidil-fenil)-4-metil-
kumarint, valamint 160 mikroliter 0,2%-o0s (tomeg/tér-
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fogat) Triton X—100-t, 1 mmol/l EDTA-t, és 50 mmol/l
natrium-acetitot tartalmazé puffert (pH 5,0) adtunk,
majd fluoriméterrel fluoreszcensjel-kibocsatast mér-
tiink (excitacioé 365 nanométer, emisszié 450 nano-
méter).

Az acetilkolin-észteraz-festés céljabol a sejteket
Cytospin centrifugiban iilepitettiik, hogy a sejteket fe-
dblemezre tapasszuk le, 5%-os glutdraldehidet tartalma-
z6 10 mmol/l koncentracidju foszfatpufferrel (pH 6,7)
15 percig fixaltuk, és szubsztratként Mizoguchi elja-
rasa szerint (Method for Culturing Hemopoetic Stem
Cells, Chugai Igaku, 1986, szerk. Y. Miura, 82-88)
acetiltiokolint hasznaltunk. Nevezetesen, miutan a sejte-
foszfatpufferrel (pH 6,0) mostuk, és mindegyik fed6le-
mezt 1,5 ml 0,67 mg/ml acetiltiokolin-jodidot tartalma-
z6 0,1 mol/l foszfatpuffer (pH 6,0), 0,2 ml 30 mmol/l
CuSOy, 0,2 ml 5 mmol/l téménységid kalium-ferri-cia-
nid, valamint 0,1 ml térfogata 0,1 mol/l koncentraci6éju
néatrium-citrat elegyével rétegeztiik feliil. A fed6lemeze-
ket 4 6ran at szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd viz-
zel mostuk. A hematolégiaban jol ismert May—Griin-
wald—Giemsa-festést végeztink az E. Merck cég
(Darmstadt, Németorszag) reagenseinek felhasznalasa-
val, a festést 4 percen 4t May-Griinwald-festékkel,
majd 10 percen 4t Giemsa-festékkel végeztiik.

(3) A megakariocita érési faktor tisztitisa

A 431 sejtek tapfolyadékanak koncentratumat diali-
zaltuk és ilepitettiik, hogy feliiliiszot kapjunk, amelyet
ezutan 20 mmol/l Tris/HCI pufferrel (pH 7,4) ekvilib-
ralt Matrix-Blue A oszlopra vittiink fel. Miutén az osz-
lopot ugyanazzal a pufferrel mostuk, a k6t6dott frak-
ciot 2 mol/l NaCl-t tartalmazé azonos Osszetételii puf-
ferrel elualtuk. A fent emlitett eljarassal meghatarozha-
t6 megakariocita érésifaktor-aktivitast a kotédott frak-
ciéban talaltuk. A kotddott frakciot ezért 20 mmol/l
és az el6bbi pufferrel ekvilibralt Q-Sepharose oszlopra
vittilk fel. Az oszlopot alaposan mostuk, és a mega-
kariocita érési faktort NaCl-gradienssel (ldsd 1. abra)
elualtuk. Ezt a faktort a 0,3—0,5 mol/l NaCl-koncentra-
ciok kozelében elualtuk.

A Q-Sepharose oszloprol nyert aktiv frakciot 30%-os
ammonium-szulfattal telitettik, majd 30% ammonium-
szulfatot tartalmazé 20 mmol/l Tris/HCI pufferrel (pH
7,4) ekvilibralt fenil-Sepharose oszlopra vittiik. A mega-
kariocita érési faktort parhuzamosan alkalmazott ammo-
nium-szulfat (30—0%), valamint etilénglikol- (0—-50%)
koncentracidgradiensekkel eludltuk (lasd 2. 4dbra). Az
anti-IL—6 ellenanyag jelenlétében mért megakariocita
érési faktort a koncentracidgradiens elején figyeltik meg
tobb frakcioban.

Az igy nyert frakciokat dsszekevertiik, 50 mmol/l
MES/NaOH pufferrel (pH 6,0) szemben alaposan dia-
lizaltuk, és azonos Osszetételdl pufferrel ekvilibralt
S-Sepharose oszlopra vittik fel. A kotodott frakeiot
0-0,5 mol/l koncentracidgradienssel elualtuk (lasd
3. 4bra). Bér az aktivitds széles hatirok kozott valto-
zott, viszonylag nagy aktivitdst talaltunk a koncent-
racidgradiens elején. Az S-Sepharose oszlopr6l nyert
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frakcidkat egy Hilord 26/60 Super Dex 75 (Pharmacia)
oszlopra vittiik fel gélszlirés céljabol. Az alkalmazott
oszlopot elézdleg ugyanolyan Osszetételd pufferrel
ekvilibraltuk, és az eltcidt is azonos Osszetételld puffer-
rel végeztik (lasd 4. &bra). Megakariocita érésifaktor-
aktivitast az 5557 kDa molekulatomegeknek megfele-
16 pozicio kozelében elualtunk.

A fent emlitett 1épések szerint 300 liter A431 erede-
ti sejttenyészet feliiliisz6jabdl koriilbelill 80 mikro-
gramm, SDS—PAGE-vizsgalattal az 55-57 kDa mole-
kulatomegek kozelében két csikot add frakcidt nyer-
tiink (lasd 5. abra). A két csik egybeesett az aktivitassal
(1. abra). Arra a kovetkeztetésre jutottunk tehat, hogy
az emlitett frakcioban megfigyelt két csik megfelel a ki-
vant megakariocita érési faktornak.

(4) A megakariocita érési faktor sajatsagai

A taldlmény szerinti megakariocita érési faktor a ko-
vetkez6 tulajdonsagokkal rendelkezik.

1) Molekulatomeg: koriilbelill 55 kDa (gélsziirés-
sel és SDS—PAGE-vizsgalattal) (4. és 5. dbra).

A taldlmany szerinti faktor SDS—PAGE-vizsgalat-
tal két csikot ad, és nem mutat mobilitasbeli kiilonbsé-
get redukal6 és nem redukalo feltételek mellett. A fak-
tor tehdt nem rendelkezik molekulak kozti diszulfid-
hiddal.

2) Izoelektromos pont: 6,5+0,5 (6. abra).

A fent emlitett sAvon beliil tobb csik figyelhet meg.

3) A talalmany szerinti faktor fent emlitett heteroge-
nitdsa magyarazhato a gliikoprotein cukorlancszerkeze-
tének heterogenitdsaval. Nevezetesen, ha a talAlmany
szerinti faktort endogliikozidiz F-fel kezeljik, amely
egy, az aszparaginhoz kotott cukrokat eltdvolito enzim,
a talalmany szerinti faktor molekulatémege koriilbeliil
40 kDa-ra csokkent, és ugyancsak csdkkent az
SDS-PAGE-vizsgalattal megfigyelhetd heterogenitas
mértéke (lasd 7. dbra). Ezenkiviil, ha az egyetlen, vala-
mint a két csikot adod frakcidt API-val emésztettiik, és
reverz fazist HPLC-vel végzett frakcionalassal vizsgal-
tuk a peptideket, a két frakcio kozott nem volt megfi-
gyelhetd kiilonbség.

4) A taldlmany szerinti faktor tartalmazza az 1-9.
aminosavszekvencidk legalabb egyikét.

5) Biologiai aktivitas

Abban az esetben, ha egérbdl szarmazo6 csontveldsej-
teket tisztitott megakariocita érési faktor és IL—3 jelenlé-
tében tenyésztettiink, a megakariocitak proliferaci6jat és
differencialodasat figyeltik meg (8., 9. és 10. édbra).
A 8. dbra mutatja a megakariocitak acetilkolin-észteraz-
aktivitdsanak mérési eredményeit; a 9. abra mutatja a te-
nyésztett sejtek acetilkolin-észteraz-festédését (x 20); és
a 10. 4bra mutatja a tenyésztett sejtek May—Griinwald—
Giemsa-festésének eredményét (x 100). Mind a 9., mind
a 10. 4bran a megakariocitdk szdmanak emelkedése fi-
gyelhet meg megakariocita érési faktor jelenlétében (B)
dsszehasonlitva az annak hianyaban tapasztalttol (A).

(5) A megakariocita érési faktor szerkezete

A tisztitott megakariocita érési faktor szerkezeté-
nek megallapitdsa céljabdl a faktort API-val emésztet-
tilkk, és meghataroztuk a kapott fragmensek szerkezetét.
Az APl-val vald emésztést kovetben az egyes frag-
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menseket reverz fazisit HPLC felhasznalasaval szétva-
lasztottuk, és meghataroztuk a megfelel6 frakciok szer-
kezetét. Eredményeink szerint a peptidfragmensek az
1-9. szekvenciak szerinti aminosavszekvenciakkal ren-
delkeznek.

2. példa

A megakariocita érési faktor cDNS-szerkezetének
meghatdrozdsa

1. A megakariocita érési faktor cDNS nukleotidszek-
vencidjdnak vizsgdlata PCR-technikaval (1)

Az NI065 (10. szekvencia; megfelel a 30. szekven-
cia szerinti 449—486. nukleotidoknak), és az NI067
(11. szekvencia; megfelel a 30. szekvencia szerinti
1049—1080. mukleotidoknak) oligonukleotidokat a 3.,
illetve 4. szekvencidk szerinti aminosavszekvencidk
alapjan meghatarozott nukleotidszekvencidk alapjan
szintetizaltuk. Az A431 sejtekb8l ISOGEN felhasznala-
séval (Wako Pure Chemical) teljes RNS-t tisztitottunk
a gyarto utasitasai szerint. A teljes RNS-t6l megtisztitot-
tuk a poly-A-val rendelkez6 RNS-frakciot, és a reak-
ciét 3’-Race vizsgalokészlet (Gibco BRL) felhasznala-
saval végeztiik. Nevezetesen, a polimerdz-lancreakciot
(PCR) a fent emlitett NI065 oligomer, valamint a
3°-RACE vizsgalokészletben (Gibco BRL) taldlhaté
3’-RACE adaptor primer oligomer (12. szekvencia) fel-
hasznalasaval végeztiik a vizsgalokészlethez mellékelt
utasitasok szerint.

A reakci6 termékét ezutan egy masodik PCR-reak-
cibnak vetettiik ald az NIO67 primer, valamint a 3’-
RACE vizsgalokészletben (Gibco BRL) taldlhato 3’-
RACE adaptor primer oligomer felhasznéldsaval, igy
egy koriilbeliil 900 bazispar hosszisiagi DNS-frag-
menst kaptunk. Ezt kévetSen egy PCR-termékek direkt
szekvenciameghatarozasara kidolgozott eljarassal
[U. Gyllensten és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 85, 7652, (1988)] a koriilbelill 900 bazispar
hossziisigh DNS-fragmenst hasznaltuk kozvetlenill a
reakcié szubsztratjaként, hogy meghatarozzuk a pro-
teint képviseld rész és a proteinrésztSl 3’-irdnyban talal-
hat6 rész nukleotidszekvencidjat egy Taq Dye Deoxy
Terminator Cycle Sequencing vizsgalokeészlet (Applied
Biosystem), valamint egy fluoreszcens nukleotid-
szekvendlé (Applied Biosystem, Type 370A) felhaszna-
lasaval a gyartd utasitdsai szerint. Eredményiil a 30.
szekvencia szerinti 1081-1950. nukleotidszekvencit
kaptuk.

Ennek a szekvencidnak alapjan szintetizaltuk a
KY100 oligomert (13. szekvencia; megfelel a 30. szek-
vencia szerinti 1255—1236. nukleotidszekvencidnak).
Az NI065, valamint a 3’-RACE vizsgalokészletben
(Gibco BRL) talalhaté 3’-RACE adaptor primer oligo-
mer felhasznéldsaval végzett PCR-reakcioban kapott
terméket az NI065 és a KY 100 oligomerek felhasznala-
saval egy tovabbi PCR-reakcioban haszniltuk fel a
reakcié szubsztratjaként. A reakcio eredményeképpen
egy 807 bazisparbol all6 DNS-fragmenshez jutottunk.

Ezt a 807 bazisparbdl 4ll6 DNS-fragmenst hasznal-
tuk a reakcid szubsztratjaként, hogy annak nukleotid-
szekvenciajat meghatdrozzuk egy Taq Dye Deoxy
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Terminator Cycle Sequencing vizsgalokészlet (Applied
Biosystem), valamint egy fluoreszcens nukleotidszek-
venalé (Applied Biosystem, Type 370A) segitségével a
gyarto utasitasai szerint. Eredményiil a 30. szekvencia
szerinti 487—1080. nukleotidszekvenciat kaptuk.

Ennek a szekvencidnak alapjan szintetizaltuk az
NI073 oligomert (14. szekvencia; megfelel a 30. szek-
vencia szerinti a 864—886. szekvencianak), az NI074 oli-
gomert (15. szekvencia; megfelel a 30. szekvencia
szerinti a 1012-992. szekvencidnak), valamint az
NIO75 oligomert (16. szekvencia; megfelel a 30. szek-
vencia szerinti a 802—782. szekvencianak).

2. A megakariocita érési faktor ¢DNS nukleotid-
szekvencidjanak vizsgdlata PCR-technikaval (2)

A. mRNS el6allitisa megakariocita érési faktort
expresszalo sejtvonalbol (A431)

1,1 gramm fagyasztott human epidermoid karciné-
ma-sejtvonalbdl (A431) 25 mikrogramm mRNS-t extra-
haltunk és tisztitottunk egy, a Pharmacia LKB-t6l be-
szerzett RNS-extrahdlo készlet, valamint egy mRNS-
tisztité készlet segitségével.

B. DNS-fag génkonyvtar létrehozasa megakariocita
érési faktort expresszalo sejtvonalbol (A431)

(1) cDNS szintézise

5 mikrogramm A431 eredeti mRNS-16] ¢cDNS-t
szintetizaltunk egy, a Pharmacia LKB-t6l beszerzett
Time Saver cDNS-szintetizdlo készlet segitségével.
El8szor 5 mikrogramm 20 mikroliter desztillalt vizben
oldott dietil-prokarbonattal (DEPC) kezelt, mRNS-t
10 percig 65 °C-on hevitettiink, majd jégen lehiitottik.
Ehhez 11 mikroliter elsd szl reakciokeveréket, 1 mik-
roliter DTT-oldatot, 1 mikroliter 130 egység/ml kon-

i6ju Notl/oligomer 18 primer oldatot (Pharma-
cia-LKB) adtunk és az elegyet egy o6rén 4t 37 °C-on
inkubaltuk.

A reakcidelegyet a masodik szal reakcidelegyhez
adtuk, és az elegyet 30 percig 12 °C-on, majd egy 6ran
at 22 °C-on inkubdltuk, és ezutan 10 percig 65 °C-on
hevitettik. Ehhez 100 mikroliter fenol/kloroform/izo-
amil-alkohol (25:24:1; a tovabbiakban PC) keveréket
adtunk, ezt a keveréket erSteljesen dsszeraztuk, egy per-
cig 14000 g-n ilepitettiik, hogy feliiliszét kapjunk,
amelyet azutdn egy Sephacryl S—400 centrifugaoszlo-
pon (Pharmacia LKB) frakcionaltunk, és igy 100 mik-
roliter cDNS-oldatot kaptunk.

(2) Az EcoRI adaptor hozzakapcsolasa

100 mikroliter cDNS-oldathoz 5 mikroliter 10 egy-

16ji EcoRI adaptort (Pharmacia
LKB), 30 mikroliter polietilénglikol-puffert, 1 mikro-
liter 1/5 aranyban higitott ATP-oldatot, valamint
1 mikroliter T4 DNS-ligazt adtunk, és az elegyet egy
oran 4t 37 °C-on inkubaltuk. Miutan az elegyet 10 per-
cig 65 °C-on hevitettiik, ahhoz 1,5 mikroliter ATP-ol-
datot, valamint 1 mikroliter T4 polinukleotid kinazt ad-
tunk, és 30 percig 37 °C-on inkubaltuk. Miutdn ezt
10 percig 65 °C-on hevitettiik, az elegyhez 2 mikroliter
20 egység/ml koncentracioji Notl enzimet adtunk, ez-
utdn egy 6rdn 4t 37 °C-on inkubaltuk. Az elegyhez
150 mikroliter PC-keveréket adtunk, amelyet ezutdn
erdteljesen dsszeraztunk, egy percig 14 000 g-n iilepitet-
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tiink, majd a feliiluszot egy Sephadex S—400 centrifuga-
oszlopon (Pharmacia LKB) frakciondltuk, és igy
150 mikroliter cDNS-oldatot kaptunk.

(3) A cDNS beépitése fagvektorba, és in vitro becso-
magoléasa

EcoRl, valamint Notl enzimekkel valé emésztést ko-
vetden 15 mikroliter ¢cDNS-oldathoz 2 mikrogramm
defoszforilezett lambda-gt11D (Pharmacia LKB) fagot
adtunk. Etanollal vald kicsapast kovetden a precipita-
tumot 8 mikroliter ligazpufferoldatban oldottuk, és az
oldathoz 1 mikroliter 1/75 aranyban higitott ATP-ol-
datot, valamint 1 mikroliter T4 DNS-ligazt adtunk,
majd ezutin 30 percig 16 °C-on inkubéltuk, és jégen ta-
roltuk. Gigapack II Gold (Stratagene) felhasznélésaval
in vitro becsomagolasi reakciot végeztiink, és az emli-
tett harom ligazreakcié termékébdl 3,22x 106 plakk-
képz6 egységet tartalmazé rekombinéns fagbol 4ll6 gén-
konyvtarat kaptunk. Az emlitett génkonyvtarat E. coli
Y1090 r- gazdatorzsben amplifikaltuk, és igy millilite-
renként 6,0x 1010 plakk-képz8 egységet tartalmazo
A431 fag génkonyvtarat kaptunk.

C. A megakariocita érési faktort kodolo cDNS-frag-
mens azonositasa és izolalasa PCR-technikdval

(1) cDNS-inszert-fragmens amplifikdldsa A431 fag
génkonyvtarban PCR-technikéval

A PCR-reakcidhoz a milliliterenként 6,0x 1010
plakk-képz8 egységet tartalmazo A431 fig génkonyv-
tar-térzsoldat 10 mikroliterét (megfelel 6,0 x 108 plakk-
képzd egységnek) hasznéltuk templat DNS-ként, és
5 mikroliter 10 xkoncentralt PCR-puffert, 8 mikroliter
2 mikroliter lambda-gt egyiranyu primert (optikai siird-
ség: 1 OD/ml) (lambda-gt11F) (17. szekvencia), 2 mik-
roliter lambda-gt reverz irany( primert (optikai siirid-
ség: 1 OD/ml) (lambda-gt11R) (18. szekvencia), vala-
DNS-polimerazt (Perkin Elmer Cetus) adtunk, és az
elegy ossztérfogatdt DEPC-vel kezelt desztillalt vizzel
50 mikroliterre egészitettiik ki. 30 reakcidciklust végez-
tiink, az elegyet 1 percig 93 °C-on, 2 percig 55 °C-on
és 3 percig 72 °C-on inkubdlva, majd a reakcioelegyet
10 percig 72 °C-on inkubaltuk. 1%-os agarézgélen vég-
zett elektroforézisvizsgalattal 0,8 kB-t6] 6,0 kB-ig terje-
d6 elmosodott mintat lattunk.

(2) PCR-vizsgalatot végeztiink templatként cDNS-
inszert DNS amplifikaciés fragmenskeverék, valamint
TP7 (20. szekvencia; megfelel a 30. szekvencia szerinti
a 683-t61 a 703-ig terjedd szekvencianak), /TP10,
TP7/TP6 (19. szekvencia; megfelel a 30. szekvencia
szerinti 1036—1001. szekvencianak), TP8 (21. szekven-
cia; megfelel a 30. szekvencia szerinti a 941-964. szek-
vencianak), TP10 (22. szekvencia; megfelel a 30. szek-
vencia szerinti a 1036-986. szekvencianak) primerek
felhasznalasdval. A fent emlitett PCR-reakcio terméké-
bél 1/5000 aranyi higitast készitettiink, ennek 1 mikro-
literét hasznéltuk templat DNS-ként a kovetkezd
PCR-reakcioban, ehhez 5 mikroliter 10xkoncentralt
4 ANTP-keveréket, az alabb ismertetett kombinicioban
mindegyik primer 2 mikroliterét (1 OD/ml), valamint
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1 mikroliter Perfect Match-t (Stratagene) adtunk, és az
elegy ossztérfogatait DEPC-vel kezelt desztillalt vizzel
49 mikroliterre egészitettiik ki.

A reakcielegyet 5 percig 95 °C-on, és 5 percig
60 °C-on hevitettiik, ehhez 1 mikroliter 5 egység/ml
Cetus) adtunk, és 30 reakciociklust végeztiink ugy,
hogy az elegyet 1 percig 94 °C-on, 2 percig 60 °C-on,
és 3 percig 72 °C-on inkubaltuk, majd a reakcioelegyet
10 percig 72 °C-on inkubaltuk. Primerként TP7/TP10,
TP7/TP6, TP8/TP10 és TP8/TP6 primerparokat hasz-
naltunk. A PCR-reakci6 termékét 2%-os agarozgélen
végzett elektroforézissel vizsgalva az egyes primer
kombinacioknak megfelelden 354 bazispar, 354 bézis-
par, 96 bazispar és 96 bazispar hosszusdgi DNS-frag-
menseknek megfeleld csikokat lattunk.

(3) A kapott PCR amplifikacios termék (354 ba-
zispar hossziisagn) elsGdleges szekvencidjanak megha-
tarozasa TP7/TP10, valamint TP7/TP6 primerek segit-
ségével

A TP7/TP10, valamint TP7/TP6 primerek felhasz-
nalasaval kapott emlitett PCR amplifikacios terméknek
(354 bazispar hosszisagli) megfelel csikot az elektro-
forézist kovetben kivagtuk a 2%-os agar6zgélbdl, és a
kivagott agarozgéldarabokhoz 50 mikroliter DEPC-vel
kezelt desztillalt vizet adtunk, és az elegyet 30 percig
45 °C-ra hevitettiik. Ennek az oldatnak a 2 mikroli-
teréhez, mint templat DNS-hez adtunk 5 mikroliter
10 xkoncentralt PCR-puffert, 8 mikroliter 1,25 mmol/l

i6ji1 4 dNTP-keveréket, az egyes primer
kombinaciok 2 mikroliterét (1 OD/ml), valamint
1 mikroliter Perfect Match-t (Stratagene), és az elegy
ossztérfogatat DEPC-vel kezelt desztillalt vizzel
49 mikroliterre egészitettiik ki. A reakcidelegyet 5 per-
cig 95 °C-on, és 5 percig 60 °C-on hevitettiik, 1 mik-
i6ji Taq DNS-polime-
razt (Perkin Elmer Cetus) adtunk hozza, és 30 reakcio-
ciklust végeztiink az elegyet 1 percig 94 °C-on, 2 per-
cig 60 °C-on, és 3 percig 72 °C-on inkubélva, majd a
reakcidelegyet 10 percig 72 °C-on inkubaltuk. A fent
emlitett PCR-reakcidhoz primerként TP7/TP10,
TP7/TP6 primereket hasznaltunk. A PCR-reakcioval
kapott csikokat (mindegyik 354 bazispar hosszisigu
csikot) az elektroforézissel kapott 2%-os agardzgélbdl
kivagtuk, extrahaltuk, és tisztitottuk, és a terméket
pCRII-be (Invitrogen) inszertaltuk, amelyet ezutin
E. coli INV-alfa-F’(Invitrogen) gazdatorzsbe transzfor-
maltunk. Plazmid DNS-t extrahaltunk és tisztitottunk,
majd a 354 bézisparbol all6 DNS-fragmens inszerta-
lasat EcoRI emésztéssel igazoltuk.

A DNS-inszert-fragmens els6dleges szerkezetét
M13 egyiranyt primer (M13F) (23. szekvencia) és
M13 reverz irdnyu primer (M13R) (24. szekvencia) fel-
hasznal4saval hataroztuk meg az Applied Biosystem 4l-
tal gyartott automatikus szekvenalokésziilékkel (370A
modell). Egy 296 béazispar hossziisagl szekvenciat kap-
tunk eredményiil, amely megfelelt a 30. szekvencia sze-
rinti 704-t61 a 999-ig terjed6 nukleotidszekvencianak,
ez a szekvencia C-terminalisan tartalmazza a 9. szek-
vencia szerinti 3 aminosavat (XRK; azonban a DNS
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nukleotidszekvencia szerint ERK), amely megfelel a
TP7 primer 5’-végi részének, N-terminalisén tartalmaz-
za a 6. szekvencia szerinti 5 aminosavat (ADLSG),
amely megfelel a TP6 primer 3’-végi részének, vala-
mint az 5. szekvencia szerinti 8 aminosavat
(YLRALGLK), amely megfelel a TP8 primernek, bizo-
nyitva, hogy a PCR-reakcid terméke (mindegyik
354 bazispar hosszisagn fragmens) a megakariocita éré-
si faktort kodold cDNS részét képezi.

3. A megakariocita érési faktort kédolo cDNS kiva-
logatdsa

A. cDNS-plazmid génkonyvtar elééallitisa megaka-
riocit a érési faktort expresszalo sejtvonalbol (A431)

(1) Az elsG cDNS-szal szintézise

5 mikrogramm A431 sejtvonalbdl szirmazo
mRNS-b81 cDNS-t allitottunk el Super Script plazmid-
rendszer (GIBCO) felhasznalasaval. El@szor 2 mikro-
liter Notl primer adaptort adtunk 5 mikroliter dietil-
pirokarbonattal (DEPC) kezelt, desztillalt vizben oldott
5 mikrogramm mRNS-hez, és az elegyet 10 percig
70 °C-on hevitettilk, majd jégen lehitottiik. Ehhez
4 mikroliter 5-szorés toménységl elsé szal puffert,

s
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réket, valamint 1 mikroliter DEPC-vel kezelt desztillalt
vizet adtunk. A reakcidelegyhez 5 mikroliter Super
Script reverz transzkriptazt adtunk, majd ezutdn egy
oréan 4t 37 °C-on inkubaltuk, és a reakcio leallitdsa célja-
bol jégre tettiik.
(2) A masodik ¢cDNS-sz4l szintézise
Az els6 ¢cDNS-szal szintézisébdl szarmazé 20 mik-
roliter reakcioelegy 18 mikroliteréhez 93 mikroliter
DEPC-vel kezelt desztillalt vizet, 30 mikroliter 5-
szords toménységli masodik szal puffert, 3 mikroliter
160 4 NTP-keveréket, 1 mikro-

s

e

E. coli DNS-polimerazt, valamint 1 mikroliter 2 egy-
ség/mikroliter koncentracioja E. coli RNaz H-t adtunk,
és az elegyet 2 6ran 4t 16 °C-on inkubaltuk. A reak-
cibelegyhez 2 mikroliter (10 egység) T4 DNS-polime-
razt adtunk, és ezutan 5 percig 16 °C-on inkubaltuk.

A reakcitelegyet jégre tettilk, majd 10 mikroliter
0,5 mol/l koncentracioja EDTA és 150 mikroliter PC
hozz4ad4sat kovetéen hevesen raztuk, 10 percig
14 000 g-n iilepitettiik, és a feliilliszo 140 mikroliterét 0
centrifugacsdbe vittiik 4t. A feliiliszéhoz 70 mikroliter
etanolt adtunk, majd 30 percig —80 °C-on allni hagytuk.
Az elegyet 10 percig 14 000 g-n ilepitettiik, és a feliil-
Uszé eltavolitdsat kdvetden a precipitatumot 0,5 ml
70%-os etanollal mostuk és vakuumban széritottuk.

(3) BstXI adapter hozzakapcsoldsa

A fent emlitett cDNS-precipitatumot 25 mikroliter
DEPC-vel kezelt desztillalt vizben oldottuk, az oldat-
hoz 10 mikroliter 5-szords toménységli T4 DNS-ligaz
puffert, 10 mikroliter BstXI adaptert (Invitrogen) és
5 mikroliter T4 DNS-ligazt adtunk, majd 16 6ran at
16 °C-on inkubaltuk. Az elegyhez 50 mikroliter PC-ke-
veréket adtunk, hevesen raztuk, és 5 percig 14 000 g-n



1 HU 218411 B 2

iilepitettik. 45 mikroliter feliiliiszot uj centrifugacsébe
vittiink 4t. Ehhez 25 mikroliter 7,5 mol/l koncentrécioju
ammonium-acetitot és 150 mikroliter etanolt adtunk,
dsszeraztuk, és 30 percig —80 °C-on allni hagytuk. Mi-
utén az elegyet a feliiluszo eltavolitdsa céljabol 10 per-
cig 14 000 g-n ilepitettikk, a precipitdtumot 0,5 ml
70%-o0s etanollal mostuk, és vakuum alatt szaritottuk.

(4) Notl emésztés

A fent emlitett cDNS-precipitatumot 41 mikroliter
DEPC-vel kezelt desztillalt vizben oldottuk, az oldat-
hoz 5 mikroliter REAct7 puffert, valamint 4 mikroliter
Notl enzimet adtunk, majd 2 6ran at 37 °C-on inku-
baltuk. Az elegyhez 50 mikroliter PC-keveréket ad-
tunk, hevesen Osszeraztuk, 10 percig 14 000 g-n iilepi-
tettiik, és a feliiliszd 45 mikroliterét Uj centrifugacsébe
vittiik at.

(5) Az adapter eltavolitasa és a cDNS-fragmensek
frakcionalasa

A fent emlitett cDNS-oldatot Quick Spin Column
Linker 5 (Boehringer Mannheim) oszlopon frakcional-
tuk. 50 mikroliter 40 mikrogramm/mikroliter koncentra-
¢i6ji cDNS-oldatot kaptunk.

(6) cDNS beépitése fagvektorba és E. coli transzfor-
malésa

A fent emlitett cDNS-oldat 37,5 mikroliteréhez
12,5 mikroliter Notl és BstXI enzimekkel emésztett
pCR/CMV (Invitrogen) vektort (29 mikrogramm/mik-
roliter), 400 mikroliter Takara Ligation kit A és 50 mik-
roliter B oldatot adtunk, az elegyet 30 percig 16 °C-on
inkubaltuk és 1 ml Max Efficency kompetens sejteket
(BRL) transzformaltunk, igy 71 550 rekombinéns klént
kaptunk. A lemezr! 6sszegytjtottiik az Osszes koloniat
(2,86 x 107 sejt/ml) és 20% glicerint tartalmazé oldat-
ban —80 °C-on taroltuk.

B. Megakariocita érési faktor cDNS-génkonyvtar
szlirése koloniahibridizacios modszerrel

Az A431 sejtvonalbdl nyert cDNS-plazmid gén-
konyvtar felhasznalasaval 60 darab 9 cm 4tmérdjii leme-
zen Osszesen 227 000 (3700/lemez) telepet kaptunk, és
a telepeket nitro-celluloz-szdrdkre vittiik at. Probat alli-
tottunk €ld uigy, hogy PCR-technikaval (az el6z6ekben
ismertetettek szerint) NI067, valamint 3’-RACE adap-
tor (GIBCO BRL) felhasznalasaval egy 900 bazispar
hossziisagh PCR-terméket allitottunk eld, ezt a PCR ter-
méket BamHI enzimmel emésztettiik, igy két DNS-
fragmenst (0,5 és 0,4 kilobazis) kaptunk, és a DNS-
fragmenseket [alfa-32P]dCTP felhasznélasaval nick-
transzlacionak vetettiik ala.

A koléniahibridizacios vizsgalathoz a filtereket 5-

sr

cser

Denhardt-oldat, 1% SDS, 100 mikrogramm/ml hével
denaturalt lazacsperma-DNS, valamint 50% formamid
jelenlétében 18 dran 4t 42 °C-on inkubaltuk, 0,1%
rel 20 percig 40 °C-on és 20 percig 45 °C-on mostuk.
Az értékelést BAS 2000 film (Fuji Film) 18 6ran at
vald exponalasaval végeztik.

Els6, masodik és harmadik sziirést végeztiink, igy
4 koldniat kaptunk, a TP290, TP308, TP310 és a

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10

TP317 szami kolonidkat. Az inszertalt cDNS mérete
1,2 kilobazis, 1,1 kilobazis, 1,2 kilobazis, illetve 1,2 ki-
lobazis voltak. A TP290, TP310 és TP317 szamu klo-
nok megfeleltek a 30. szekvencia szerinti 685. nukleo-
tidtol 3’-irAnyba es6 nukleotidszakasznak.

4. Megakariocita érési faktort kédolo cDNS nukleo-
tidszekvencia-vizsgalata PCR-technikaval (3)

A. mRNS eléallitdsa megakariocita érési faktort
expresszalo sejtvonalbol (HPC-Y11)

1,1 gramm fagyasztott human hasnyéalmirigy-karci-
néma eredetd sejtb6l (HPC-Y11) 50 mikrogramm
mRNS-t extrahdltunk és tisztitottunk mRNS-extrahalé
készlet és mRNS-tisztitd készlet (Pharmacia LKB) se-
gitségével.

B. cDNS-fag génkdnyvtar készitése megakariocita
érési faktort expresszalo sejtvonalbol (HPC-Y11)

(1) cDNS szintézise

5 mikrogramm HPC-Y11 eredetii mRNS-rél
cDNS-t szintetizaltunk egy Time Saver cDNS szinte-
tizalokészlet (Pharmacia LKB) segitségével. El6szor
5 mikrogramm 20 mikroliter desztillalt vizben oldott
dietil-prokarbonéattal (DEPC) kezelt mRNS-t 10 percig
65 °C-ra hevitettiink, és jégen leh(itottik. Az elegyhez
11 mikroliter elsé szal reakciokeveréket, 1 mikroliter
DTT-oldatot, 1 mikroliter Notl/oligomer 18 primer olda-
tot adtunk, majd azt egy 6ran at 37 °C-on inkubaltuk.

Az elegyhez 100 mikroliter masodik szél reakcio-
elegyet adtunk, és azt 30 percig 12 °C-on, majd egy
oran 4t 22 °C-on inkubaltuk, ezutan 10 percig 65 °C-ra
hevitettik. Az elegyhez 100 mikroliter fenol/kloro-
form/izoamil-alkohol (25:24:1; a tovébbiakban PC) ke-
veréket adtunk, ezt a keveréket hevesen Osszeraztuk,
egy percig 14 000 g-n ulepitettiik, és a feliiliszot egy
Sephacryl $S-400 centrifugaoszlopon (Pharmacia
LKB) frakcionaltuk, igy 100 mikroliter cDNS-oldatot
kaptunk.

(2) Az EcoRI adaptor hozzakapcsolasa

100 mikroliter cDNS-oldathoz 5 mikroliter EcoRl
adaptort (Pharmacia LKB), 30 mikroliter polietiléngli-
kolt, 1 mikroliter ATP-oldatot, valamint 1 mikroliter
T4 DNS-ligazt adtunk, és az elegyet egy 6ran 4t 37 °C-
on inkubéltuk. Miutan az elegyet 10 percig 65 °C-on he-
vitettilk, ahhoz 1,5 mikroliter ATP-oldatot, valamint
1 mikroliter T4 polinukleotid kinazt adtunk, majd 30 per-
cig 37 °C-on inkubaltuk. Miutan az elegyet 10 percig
65 °C-ra hevitettiik, 12 mikroliter Notl enzimet adtunk
hozza, azutén egy ordn at 37 °C-on inkubaltuk. Az elegy-
hez 150 mikroliter PC-keveréket adtunk, amelyet ezutan
hevesen raztunk, egy percig 14 000 g-n ilepitettiink, és
a feliiltiszot ezutan egy Sephacryl S—400 centrifugaosz-
lopon (Pharmacia LKB) frakcionaltuk, és igy 150 mikro-
liter cDNS-oldatot kaptunk.

(3) A cDNS beépitése fagvektorba, és in vitro becso-
magolasa

EcoRlI, valamint NotUI enzimekkel valo emésztést
kovetden 15 mikroliter cDNS-oldathoz 2 mikrogramm
defoszforilezett lambda-gt11D (Pharmacia LKB) fagot
adtunk, etanollal valo kicsapast kovetden a precipita-
tumot 8 mikroliter ligdzpufferoldatban oldottuk. Az ol-
dathoz 1 mikroliter 1/75 aranyban higitott ATP-oldatot,
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valamint 1 mikroliter T4 DNS-ligdzt adtunk, majd ez-
utan 30 percig 16 °C-on inkubaltuk, és jégen taroltuk.
Gigapack 1I Gold (Stratagene) felhasznalasaval in vitro
becsomagoldsi reakcidt végeztiink, és az emlitett ha-
rom ligazreakcié termékébdl 5,34 x106 plakk-képzd
egységet tartalmazd rekombinans fagbol 4116 génkonyv-
tirat kaptunk. Az emlitett génkonyvtarat E. coli
Y1090 r- gazdatorzsben amplifikaltuk, és igy millilite-
renként 1,7x 101! plakk-képz6 egységet tartalmazo
HPC-Y11 fag génkonyvtéarat kaptunk.

C. A megakariocita érési faktort kodolé cDNS 5°-
végi részének azonositasa és izolalasa PCR-technikaval

(1) A HPC-Y11 fig génkonyvtarbdl szarmazo
c¢DNS-inszert DNS-fragmens NI074 primernek megfe-
leld 5°-végi részének amplifikalasa PCR-technikdval

A PCR reakciéhoz a milliliterenként 6,0x 1010
plakk-képz6 egységet tartalmaz6 HPC-Y11 fig gén-
koényvtar-torzsoldat 1 mikroliterét (megfelel 1,7x109
plakk-képzd egységnek) hasznaltuk templat DNS-ként,
ehhez 5 mikroliter 10 x koncentralt PCR-puffert, 8 mik-
1 mikroliter lambda-gt11 egyiranyl F1 primert (optikai
stiriség: 10 OD/ml) 1 mikroliter NI074 primert (opti-
kai siirGség: 50 OD/ml), valamint 1 mikroliter Perfect
Match-t (Stratagene) adtunk, és az elegy Ossztérfogatét
DEPC-vel kezelt desztillalt vizzel 49 mikroliterre egé-
szitettiik ki. Miutan az reakcioelegyet 5 percig 95 °C-
ra, majd 5 percig 60 °C-ra hevitettiik, ahhoz 1 mikro-
liter Tag DNS-polimerazt (Perkin Elmer Cetus) adtunk,
és 35 reakciociklust végeztiink az elegyet 1 percig
94 °C-on, 1 percig 60 °C-on és 2 percig 72 °C-on
inkubdlva, majd a reakcioelegyet 10 percig 72 °C-on
inkubaltuk. 2%-os gélen végzett agardz-gélelektrofo-
rézis vizsgalattal 0,3 kilobazistol 6,0 kilobazisig terjedd
elmoso6dott mintat kaptunk.

(2) A PCR-vizsgalathoz templatként a lamb-
da-gt11F1/NI074 primerekkel kapott PCR amplifika-
ci6s fragmens keveréket, valamint lambda-gt11F2 (26.
szekvencia)/NI075, lambda-gtl 1F2/TP12 (28. szekven-
cia; megfelel 30. szekvencia szerinti a 703-t6l a 683-ig
terjedd szekvencidnak), lambda-gt11F2/TP11 (27. szek-
vencia; megfelel 30. szekvencia szerinti 619-t6] az
599-ig terjedS szekvenciinak), lambda-gtl11F2/TP13
(29. szekvencia; megfelel 30. szekvencia szerinti 595-t6l
az 575-ig terjed6 szekvencidnak), TP7/NI074,
TP7/NI075, valamint NI073/NI074 primereket hasznal-
tunk. A fent emlitett PCR-reakci6 terméke 1/100 ardnyt
higitdsanak 1 mikroliterét hasznéltuk templat DNS-ként
a kovetkezé PCR-reakcioban, ehhez 5 mikroliter
10 xkoncentralt PCR-puffert, 8 mikroliter 1,25 mmol/l
kombinaciéban mindegyik primer 0,5 mikroliterét
(10 OD/ml), valamint 1 mikroliter Perfect Match-t
(Stratagene) adtunk, és az elegy ossztérfogatat DEPC-vel
kezelt desztillalt vizzel 49 mikroliterre egészitettiik ki.

A reakcidelegyet 5 percig 95 °C-on és 5 percig
60 °C-on hevitettilk, ehhez 1 mikroliter 5 egység/ml
koncentracioja Taq DNS-polimerazt (Perkin Elmer
Cetus) adtunk, és 35 reakcidciklust végeztiink az ele-
gyet 1 percig 94 °C-on, 2 percig 60 °C-on, és 2 percig
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72 °C-on inkubélva, majd a reakcidelegyet 10 percig
72 °C-on inkubaltuk.

Primerként lambda-gt11F2/NI075, lambda-
gtl11F2/TP12, lambda-gt11F2/TP11, lambda-
gt11F2/TP13, TP7/NI074, TP7/NI075 és NI073/N1074
primerpéarokat hasznaltunk. A PCR-reakci6 termékét
2%-os agarozgélen végzett elektroforézissel vizsgalva
az egyes primer kombindcioknak megfeleléen 969,
bazispéar, 870 bazispar, 786 bazispar, 762 bazispar,
330 bazispar, 120 bazispar, és 149 bazispar hosszisagi
DNS-fragmenseknek megfelel6 csikokat kaptunk.

(3) Az F2/NI075 primerek felhasznéalasaval kapott
PCR amplifikicids termék (969 bazispar hosszisagu)
PCR-vizsgalata és els6dleges szekvencidjanak meghata-
rozasa lambda-gtl1F/TP11, valamint lambda-
gt11F/TP13 primerek segitségével

A fent emlitett PCR-reakci6é termékének (969 bé-
zispar) 0,5 mikroliterét hasznéltuk templat DNS-ként
a kovetkez6 PCR-reakcidoban, ehhez 5 mikroliter
10-szeres toménységli PCR-puffert, 8 mikroliter
1,25 mmol/l koncentracioja 4 dNTP-keveréket, 1 mik-
roliter lamda-gt11F primert (10 OD/ml), 1 mikroliter
TP11 primert (10 OD/ml), vagy 1 mikroliter TP13 pri-
mert (OD 10/ml), valamint 1 mikroliter Perfect
Match-t (Stratagene) adtunk, és az elegy Ossztérfoga-
tat DEPC-vel kezelt desztillalt vizzel 49 mikroliterre
egészitettiik ki.

A reakcidelegyet 5 percig 95 °C-on és 5 percig
60 °C-on hevitettiik, ehhez 1 mikroliter 5 egység/ml
koncentraciéji Taq DNS-polimerazt (Perkin Elmer
Cetus) adtunk, és 35 reakciociklust végeztiink ugy,
hogy az elegyet 1 percig 94 °C-on, 2 percig 60 °C-on,
és 2 percig 72 °C-on inkubaltuk, ezt kovetSen a reak-
cidelegyet 10 percig 72 °C-on inkubaltuk. A PCR-reak-
cidban kapott csikokat (678 bazispar, valamint
654 bazispar hossziisagi csikot) elektroforézist kovets-
en a 2%-os agar6zgélbdl kivagtuk, extrahaltuk, és tiszti-
tottuk, és a terméket pCRII-be (Invitrogen) inszertal-
tuk, amelyet ezutan E. coli INV-alfa-F’(Invitrogen) gaz-
datorzsbe transzformaltunk. A transzforménsokbdl ext-
rahéltuk és tisztitottak a plazmid DNS-t, majd a 0,7 kilo-
bazis nagysagh DNS-fragmens beépiilését EcoRI
emésztéssel igazoltuk. Az inszertalt DNS-fragmens el-
sédleges szerkezetét M13 egyiranyu primer (M13F) és
M13 reverz iranyt primer (M13R) felhasznalasaval ha-
taroztuk meg (Applied Biosystem 4ltal gyartott automa-
tikus szekvenalokésziilék; 370A modell).

Eredményiil kaptunk egy 619 bazispar hosszisagl
szekvenciat, amely megfelelt a 30. szekvencia szerinti
1-t6] a 619-ig terjedd nukleotidszekvencidnak, és egy
133 nukleotidbél 4116 szekvenciat, amely tartalmazta a
30. szekvencia szerinti 487-t61 a 619-ig terjedd nukleo-
tidokat, és amely 2. 1 példa szerinti els6dleges szekven-
cia N-termindlis végének bizonyult. Ezen a 619 bézis-
par hossziisagu fragmensen beliil megtaldlhato a 3.
szekvencia szerinti 19 aminosavat (VERVDFTN-
HLEDTR RNINK a DNS nukleotidszekvencia alap-
jan), valamint a 7. szekvencia szerinti 5 aminosavat
(LYDAK) kédold szekvencia, ezzel igazoltuk, hogy a
PCR-reakcio termékei (mindegyik 0,7 kilobazis nagysa-
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gl fragmens) a megakariocita érési faktort kodold
cDNS részét képezik.

Feltevésiink szerint a transzlacios kezdS metionin
megfelel a 74. nukleotidnak, és az 5’-végi nem transz-
1416d6 szakasz 73 bazisparbol all. Igazoltuk tehat, hogy
a PCR-reakci6 termékei (mindegyik 0,7 kilobazis nagy-
sagh fragmens) tartalmazzak a megakariocita érési fak-
tor strukturélis génjének N-terminalis végét.

5. A megakariocita érési faktort kodolo ¢cDNS nuk-
leotidszekvencidjanak vizsgalata PCR-technikaval (4)

A HPC-Y11 eredetd megakariocita érési faktor
strukturalis génjének N-terminalis része, és a C(3) feje-
zet szerinti 5°-végi nem transzlalédo szakasznak tekin-
tett szekvencia k6zé es8, a 30. szekvencia szerinti 12-
t61 31-ig terjedd nukleotidok alapjan, melyrSl megélla-
pitottuk, hogy megfelel az 5’-végi nem transzlalodd
résznek, szintetizaltuk az NIO83 oligomert (31. szek-
vencia).

Az 1. fejezet szerinti A431 sejtekbdl elballitott
poli-A RNS, Preamplification System (Gibco BRL), va-
lamint az el6z6 készlethez mellékelt random hexa-
merek felhasznalasaval szintetizaltuk a cDNS els6 szé-
14t a gyart6 utasitasai szerint, majd PCR-reakciot végez-
tiink NIO83 és NI074 oligomerek, valamint Ampli Taq
(Takara) felhasznalasaval. A reakcidban egy 1001 bé-
zispar hosszisagn DNS-fragmenst kaptunk, amely a
megakariocita érési faktornak megfeleld cDNS-frag-
mens.

Ez az 1001 bazispar hosszisagi PCR-termékként
kapott DNS-fragmens képezte kozvetleniil a szekvena-
las szubsztratjt, amelyet egy Taq Dye Deoxy Termi-
nator Cycle Sequencing készlet (Applied Biosystem) és
fluoreszcens szekvenator (Applied Biosystem 370A ti-
pus) felhasznalaséval végeztiink a gyart6 utasitasai sze-
rint. A 30. szekvencia szerinti 32-t6] a 486-ig terjedd
nukleotidoknak megfeleld szekvenciat kaptunk. Ezenki-
viil a 30. szekvencia szerinti 487-t3] a 991-ig terjedd
nukleotidszekvencia eredménye igazolta az 1. fejezet-
ben kapott szekvencia helyességét.

Az 1. fejezetben kapott szekvenciaval val6 Osszeve-
tés alapjan megallapitottuk a 30. szekvencia szerinti
32-t61 az 1950. nukleotidig terjedé szekvenciat, amely
megfelel az A431 sejt eredeti megakariocita érési fak-
tort kodol6 cDNS nukleotidszekvenciajanak.

Ennek a nukleotidszekvencidnak az alapjan mechani-
kusan transzlaltuk mindhdrom lehetséges olvasdsi keret-
nek megfelelé aminosavszekvenciat, és azt talaltuk,
hogy egyiken beliil talalhatd egy olyan szakasz, amely
az 1-9. szekvencia szerinti aminosavszekvenciak dsszes-
ségét tartalmazé folyamatos aminosavszekvenciava
transzlalodik, tehdt megallapitottuk a megakariocita éré-
si faktornak megfelel§ olvasasi keretet.

Ezen az olvasasi kereten belil talaltunk egy transzla-
cids kezdépontnak megfeleld metionin kodont (74-76.
nukleotidok), ettSl a kezdponttédl a 30. szekvencia sze-
rinti 1213. nukleotidig terjedGen pedig egy olyan sza-
kaszt, amely az 1-9. szekvencidk szerinti aminosav-
szekvenciakat tartalmazo aminosavszekvencidva transz-
1416dik, és megallapitottuk, hogy a 30. szekvencia sze-
rinti 74—1213. terjed6 nukleotidokbol all6 szakasz a
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megakariocita érési faktorrd transzlalédé nukleotid-
szekvencia.

A metionin kodont (a 30. szekvencia szerinti 71-77.
nukleotidokat) tartalmazé GCAATGG nukleotidszekven-
cia (a 30. szekvencia szerinti 71—77. nukleotidok) megfe-
lel a transzl4cids kezddponton gyakran talalhato szekven-
cianak (G/A-N-N-A-T-G-G) [M. Kozak, Nucleic Acids
Research, 9. kotet, 5233-5252 (1981)].

Tisztaztuk tehat a megakariocita érési faktor elsédle-
ges szekvencidjat, a strukturalis gént 380 aminosav al-
kotta, ennek alapjan szdmitott molekulatomege
42 904,43, feltételezett izoelektromos pontja pedig
6,79 volt. Az 1. szekvencia megfelel a 30. szekvencia
szerinti 188—196. aminosavaknak, a 2. szekvencia a
30. szekvencia szerinti 181-187., a 3. szekvencia a 30.
szekvencia szerinti 126—144., a 4. szekvencia a 30.
szekvencia szerinti 325-341., az 5. szekvencia a 30.
szekvencia szerinti 289-297., a 6. szekvencia a 30.
szekvencia szerinti 305-324., a 7. szekvencia a 30.
szekvencia szerinti 121-125., a 8. szekvencia a 30.
szekvencia szerinti 284288, a 9. szekvencia pedig a
30. szekvencia szerinti 204—213. aminosavaknak felel
meg. Egy poli-A hozzdadasi szigndlszekvencia
(AATAAA szekvencia) talalhatd tovabbd a 30. szek-
vencia szerinti 1933-1998. nukleotidoknal.

3. példa

A431 sejt eredetii megakariocita érési faktort kodo-
16 c¢DNS izoldldsa és identifikdldsa PCR-technikaval,
valamint expresszios vektor eldallitisa

Az NI0O78 (32. szekvencia), valamint az NI079 (33.
szekvencia) oligomereket a 2. példaban kapott szekven-
cia (30. szekvencia) alapjan szintetizaltuk. Megjegyez-
ziik, hogy az NIO78 oligomer esetében a transzlacids
kezddpontot jelenté metionin kodont tartalmazé
13-37. szekvencia megfelel a 30. szekvencia szerinti
74-98. nukleotidszekvencidnak, és ehhez egy EcoRI
felismerd helyet (4-9. nukleotidok), valamint egy Nrul
felismerd helyet (8— 13. nukleotidok) adtunk mestersé-
gesen; az NI079 oligomer esetében a 17-49. szekven-
cia megfelel a 30. szekvencia szerinti 1237-1269. nuk-
leotidszekvencidnak, és ehhez egy EcoRlI felismerd he-
lyet (3—8. nukleotidok), valamint egy Notl felismerd he-
lyet (9—16. nukleotidok) adtunk mesterségesen.

Az 2. példa 1. fejezetében az A431 sejtekbdl eldalli-
tott poli-A RNS, Preamplification System készlet
(Gibco BRL), valamint oligomerek, azaz az €l6z6 kész-
lethez mellékelt random hexamerek felhasznalasaval
szintetizaltuk a cDNS els6 szalat a gyarto utasitasai sze-
rint, majd PCR-reakciot végeztiink templatként a szinte-
tizalt DNS, primerként az NI078, és az NI1079 oligo-
merek, valamint Ampli Taq (Perkin Elmer Cetus) fel-
hasznaldsaval. A reakcioban egy 1224 bazispar hosszi-
sagi DNS-fragmenst kaptunk, amely a megakariocita
érési faktornak megfelel, és a megakariocita érési fak-
torra vonatkozo Osszes informacidt hordozé cDNS-
fragmens.

Ezt a DNS-fragmenst EcoRI enzimmel emésztet-
tikk, hogy az NI0O78 (32. szekvencia), valamint az
NIO79 (33. szekvencia) oligomerekhez mesterségesen
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hozzéadott EcoRI felismeré helyek folytdn a megaka-
riocita érési faktort kodolé ¢cDNS mindkét végén kohe-
ziv végeket kapjunk. Ezt a megakariocita érési faktort
kodolé cDNS-fragmenst egy pdKCR-DHFD nevezeti
emlBs expresszids rektor EcoRI felismerd helyére épi-
tettiik be, igy kaptuk a pdKCR—-DHFR-TPO055 exp-
resszios vektort.

Az Allati sejt eredeti pdKCR ~dhfr expresszios vek-
tor [Oikawa S. és munkatdrsai, Biochem. Biophys. Res.
Commun., 164, 39, (19F39)] a pKCR szédrmazéka
[O’Hare és munkatarsai, Proc. Natl. Acad. Sci. Acad.
USA, 78, 1527, (1981)] tartalmazza a SV 40 korai
promotert, egy nyiilbol szarmazo béta-globin gént, vala-
mint dhfr (dehidrofolat-reduktaz) gént. Megemlitjiik,
hogy az expresszids vektorral transzformalt gazdasejt
az Escherichia coli SBM 308 elnevezeést kapta, €s
1990. janius 7-én FERM P-11506 nyilvéantartasi sza-
mon letétbe helyeztikk az Agency of Industrial Science
and Technology (1-3, Higashi 3-chome, Tsukubashi,
Ibaraki) altal fenntartott Fermenticios Kutatd Intézet-
nél Japanban, és 1993. februar 18-an FERM BP-4197
nyilvantartdsi szam alatt letétbe helyeztiik a Budapesti
Egyezmény értelmében.

A pdKCR-DHFR vektorba beépitett megakariocita
érési faktor cDNS-t tartalmaz6 pdKCR-DHFR -TP055
klént Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing
készlet (Applied Biosystem) felhasznalasaval, valamint
fluoreszcens szekvenator (Applied Biosystem, 370A mo-
dell) alkalmazédsaval szekvenaltuk a gyartd utasitdsai
szerint. Az igy meghatérozott nukleotidszekvencia meg-
egyezett a 30. szekvencia szerinti 99—1236. nukleotid-
szekvencidval, valamint az NI078 és N1079 oligomerek
nukleotidszekvencidjaval. A szekvenalassal igazoltuk to-
vabba, hogy a vektorba inszertalt megakariocita érési
faktor cDNS az expresszios vektor promoteréhez viszo-
nyitva helyes orientacioban épiilt be a vektorba.

A fentiek alapjan a 30. szekvencia szerinti informa-
ci6 ismeretében, a gyakorlatban jaratos személynek
konny( feladat egy megakariocita érési faktort exp-
resszalé sejtvonalbol (példdul A431) a megakariocita
érési faktort kodold cDNS egésze vagy tetszleges ré-
sze amplifikdcidjaval annak nukleotidszekvencigja
meghatérozasa és tetsz6leges expresszids vektorba valo
beépitése.

4. példa

A megakariocita érési faktor expresszdldsa Bombyx
moriba

(1) Bombyx mori expresszios vektor eléallitdsa

A megakariocita érési faktor cDNS-klont
(pdKCR-DHFR-TPO055) az NI079 oligomerhez mester-
ségesen hozzaadott Notl felismerd hely hasitdsa céljabol
Notl enzimme! emésztettiik. Az igy elGallitott koheziv
Notl végeket tompa véglivé alakitottuk az erre a célra
szolgalo készlet segitségével (Takara Shuzo) a gyartd
utasitasai szerint, és a tompa végekhez Xbal linkert
(Takara Shuzo) csatoltunk. Az igy kapott plazmidot az
NI078 oligomerhez mesterségesen hozzdadott Nrul, va-
lamint a beiktatott linkerben talalhat6 Xbal felismer6 he-
lyek hasitasa céljabdl parhuzamosan Nrul, valamint
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Xbal enzimekkel emésztettikk, hogy Nrul, valamint
Xbal koheziv végekkel rendelkezd megakariocita érési
faktort kodolé cDNS-fragmenst kapjunk. Ezt a DNS-
fragmenst egyidejlleg Nrul és Xbal enzimekkel emész-
tett, Bombyx mori nuclear polyhedrosis virushoz valo
pBm4 jelzésii baculovirus transzfer vektor (Department
of Insect Genetics and Bleeding National Institute of
Sericultural and Entomological Science, Ohwasi,
Tukuba, Ibaraki 305, Japan) Nrul felismerd helyére épi-
tettiik be, igy kaptuk a pBm4—TP055 plazmidot.

(2) A TP055 rekombinans virus eléallitdsa

Egy BoMol5Allc jelzésii Bombyx mori embryonic
eredet(i sejtvonalat (Department of Insect Genetics and
Breeding National Institute of Sericultural and Ento-
mological Science, Ohwasi, Tukuba, Ibaraki 305, Japan)
10% borjiszérumot (FBS: GIBCO BRL) és 500 mik-
rogramm/ml gentamicint tartalmazé MGM 448 tapfolya-
dékban tenyésztettiink 25 °C-on. TP0S55 rekombinans vi-
rust allitottunk €ld gy, hogy a tenyésztett Bombyx mori
sejtekbe példaul kalcium-foszfat koprecipitacids eljards-
sal Bombyx mori nuclear polyhedrosis virusgén-DNS-t
és pBm4-TP055 plazmid-DNS-t juttattunk.

Nevezetesen 2 mikrogramm vad tipusa B6E virus
genomialis DNS-t (Department of Insect Genetics and
Breeding National Institute of Sericultural and Ento-
mological Science, Ohwasi, Tukuba, Ibaraki 305, Ja-
pan) és 10 mikrogramm pBm4-TPO055 transzfer
plazmid-DNS-t 240 mikroliter steril tisztitott vizben ol-
dottunk, az oldathoz azonos térfogati 0,5 mol/l koncent-
puffert adtunk, az elegyet elkevertiik és 10 percig szoba-
hémeérsékleten allni hagytuk. Az elegyhez 480 mikro-
liter 0,2 mol/l koncentracioju NaCl-ot, 0,05 mol/l kon-

s

N

Na,HPO,-ot adtunk, az elegyet néhény percig kever-
titkk, majd 2030 percig szobah6mérsékleten allni hagy-
tuk a genomialis DNS-t, valamint a plazmidot tartalma-
26 kalcium-foszfat-gél kialakulasdig.

Ezutan 960 mikroliter a virus genomialis DNS-t és a
transzfer vektort tartalmazé kalcium-foszfat-gél szusz-
penzi6t adtunk egy 25 cm? alapteriiletd T palackban
(T25, Corning) 4 ml BoMo15Allc sejthez, és az elegyet
12 6ran 4t allmi hagytuk. A tapfolyadékot friss (10%
FBS-t és antibiotikumot tartalmazd) MGM448 tap-
folyadékkal cseréltiik ki, és a tenyésztést 25 °C-on foly-
tattuk. A hatodik napon a virust tartalmazé tapfotyadé-
kot osszegytjtottiik.

A tapfolyadékot ilepitettiik, hogy tiszta feliiluszot
kapjunk, amelyet ezutan higitottunk és mikrolemezen
tenyésztett BoMol5Allc sejtekhez adtunk, majd 8 nap
elteltével (véghigitasos eljarassal) kivéalogattuk azokat
a rekeszeket, melyek olyan tapfolyadékot tartalmaztak,
amelyekben mikroszkoppal virusfertézést figyeltiink
meg, de polihedron testek nem képzddtek. A tapfolya-
dékot Osszegy(jtottilk. A virust tartalmazé oldatban
nem figyeltink meg vad tipusi virusszennyezodést.

Az igy el8allitott, megakariocita érési faktort kodolo
DNS-t tartalmazé rekombinans virust TPO55-BmNPV-
nek neveztiik.
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(3) A rekombindns gén expressziojanak vizsgalata

Koriilbeliil 1x106 BoMol5SAllc sejtet 2 napon &t
egy 25 cm? alapteriiletl palack aljan 4 mi 10% FBS-t tar-
talmazd MGM448 tapfolyadékban tenyésztettiink. A te-
nyészetet 0,5 fert6zési hanyados mennyiségben vad tipu-
st B6E virus vagy megakariocita érési faktort kodold
gént tartalmazé rekombindns virus (TPOS5—-BmVPV)
hozzAadasaval fert6ztik, ezutan a BoMol5A Ilc sejte-
ket, valamint a fert6zott sejteket 3 napon &t 25 °C-on te-
nyésztettiik és Isogen készlet (Wako Pure Chemical) fel-
hasznalasaval bel6liik teljes RNS-t extrahaltunk. Hason-
loképpen, a nem fert6zott BoMol5SAllc sejtekbdl is tel-
jes RNS-t extrahaltunk.

Ezutin 1 mg ily modon extrahalt RNS kiilonb6zd
méret( szalait agar6z-gélelektroforézissel szétvalasztot-
tuk, és a szétvalasztott RNS-t kapillaritason alapul6 el-
jarassal Zetaprobe sziir6re vittitk at. A szlr6t digoxi-
geninnel (Boehringer Mannheim) jelolt megakariocita
érési faktor cDNS-t (a 2. 1 példdban ismertetett
KY100, valamint NI065 oligomerekkel aplifikalt,
PCR-terméket) (TP055 DNS-proba) tartalmazé hibridi-
z4cios pufferrel itattuk 4t, és az elegyet a rekombinans
megakariocita érési faktor mRNS és a TP055 DNS-
préba kozti specifikus komplex kialakuldsa céljabol
12 6ran 4t 42 °C-on inkubaltuk. A komplexet alkalikus
foszfatdzzal konjugélt antidigoxigenin ellenanyaggal
(Boehringer Mannheim) reagéltattuk, és a megakario-
cita érési faktor-mRNS komplexet Lumigen PPD
(AMPPD) (Boehringer Mannheim) hidrolizisekor kelet-
kezb kemilumineszcencia alapjan hataroztuk meg alka-
likus foszfatazzal a gyarté utasitasai szerint.

Amint azt az 1. abra mutatja, a TP055-BmNPV-
vel fert6zott sejtekbdl extrahalt teljes RNS-frakcioban
megakariocita érési faktor mRNS-t tudtunk kimutatni,
és igazoltuk, hogy az mRNS a TP055-BmNPV-vel fer-
t6zott sejtekben expresszalodott. A BEE virussal fertd-
z6tt sejtekben és a nem fertGzott sejtekben azonban
DNS-prébaval hibridizal6 mRNS expressziloddsa nem
volt megfigyelhetd.

(4) Rekombindns virust tartalmazo oldat eléallitdsa

Kériilbeliil 1x106 BoMol5Allc sejtet 2 napon 4t
egy 25 cm? alapteriiletii palack aljan 4 ml 10% FBS-t
tartalmazd6 MGM448 tapfolyadékban tenyésztettiink,
és ehhez a tenyészethez 10 mikrolliter a fenti fejezet (2)
pontja szerint klénozott rekombinans virust tartalmazo
BoMol5Allc sejttenyészet tapfolyadékat adtuk. Mi-
utan a tenyészetet 14 napig 25 °C-on tartottuk, a tdpfo-
lyadékot 5 percig 1000 rpm-en iilepitettiik, igy rekom-
bindns virusokat tartalmazo feltltiszét kaptunk.

(5) Bombux mori hemolympha készitése

A fenti fejezetben (3) kapott rekombinans virus-
szuszpenzi6 10-! higitasabol, vagy a vad tipusia B6E vi-
rus 10-! higitdsabol egyenként 50 mikroliter virus
szuszpenzi6t oltottunk 5. larvaallapoth Bombyx mori lar-
vékba, a selyemhernyokat 4—5 napig a kereskedelem-
ben rendelkezésre allo mesterséges taplalékkal (Morus;
Katakura Kogyo) taplaltuk 25 °C-on. 50 selyemhemyd
hasat felvagtuk, a vérnyirkot, valamint a kozépbél tartal-
mat tartalmazé kivonatot jégen lehiitott manyag cs6be
toltottiik, és iilepitettiik, hogy feliliszot kapjunk.
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(6) A megakariocita érési faktor aktivitisanak iga-
zoldsa

A fenti fejezetben kapott (5) selyemhemyodk nyert
50 ml vérnyirkat 20 mmol/l Tris/HCI (pH 7,4) pufferrel
szemben alaposan dializaltunk, és egy azonos Ossze-
tételli pufferrel ekvilibralt Matrex Blue A oszlopra
(2,5x15 cm) vittiink. Az oszlopot a nem ko6t6détt frak-
cio eltavolitasa céljabol azonos sszetételil pufferrel ala-
posan mostuk, és a kotgdott proteint 0-0,1 mol/l
NaCl-tartalmii koncentraciogradienssel elultuk. Ossze-
hasonlitottuk a rekombinans virussal oltott és a vad tipu-
su virussal oltott selyemhernydk vérnyirkanak mega-
kariocita érésifaktor-aktivitast jelz6 elucios profiljat.

Amint azt a 12. 4bra mutatja, a rekombindns virus-
sal oltott selyemhernyok hemolymphéjanak megakario-
cita érésifaktor-aktivitisa lényegesen magasabb volt a
vad tipusa virussal oltottakénal.

A 4. példa szerint pBm4 Bombyx mori baculovirus
transzfer vektort, PbE Bombyx mori nuclear polyhed-
rosis virust, valamint BoMo15Allc Bombyx mori sejte-
ket hasznaltunk a taldlmany szerinti megoldashoz, azon-
ban a talalmany nem korlatozodik ezek hasznalatara. Ne-
vezetesen, a gyakorlatban jaratos személy egyéb bacu-
lovirus transzfervektorokat (példaul pBK283, pBKblue,
beszerezhetd a Funakoshi cégtdl) egyéb Bombyx mori
nuclear polyhedrosis virust (példaul a Funakoshi cégtal
rendelhetd tisztitott DNS-t), valamint egyéb Bombyx
mori sejteket (példaul a Funakoshi cégt6l rendelhetd
BmN4 sejteket) is alkalmazhat megakariocita érési fak-
tor elGallitasara.

A taldlmany szerinti megakariocita érési faktor
IL-3 jelenlétében meggyorsitja mieloid sejtekbdl a me-
gakariocitdk kialakuldsat. A talalmany szerinti megaka-
riocita érési faktor fontos szerepet jatszik a megakario-
citak differencialddasaban, és in vivo thrombopoetinként
hat. A taldlmany szerinti megakariocita érési faktor hata-
sos gyogyaszati készitmény lehet nemcsak a vérlemez-
kék szamanak csokkenésével jaré kiilonboz6 megbetege-
désekben, hanem csontvelG-atiiltetéskor alkalmazott be-
sugarzast vagy rikos megbetegedések kemoterapidjat ko-
vetBen a csokkend vérlemezkeszam szabélyozasara.

SZEKVENCIALISTA

Informaciok az 1. szekvencidhoz:

(i) Szekvenciajellemzdk:

(A) Tipus: aminosav
(B) Hossz: 9
(C) Topologia: linearis

(ii) Molekula tipusa: peptid

(iii) Szekvencia leirasa: 1. szekvencia:

Xxx Glu Thr Ile Asn Xxx His Phe Lys

1 5 9

Informacidk a 2. szekvencidhoz:

(i) Szekvenciajellemzdk:

(A) Tipus: aminosav
(B) Hossz: 7
(C) Topologia: linearis

(it) Molekula tipusa: peptid

(iii) Szekvencia leirasa: 2. szekvencia:

Xxx Gln Xxx Ala Phe Thr Lys

1 5 7



1 HU 218411 B 2

Informaciok a 3. szekvencidhoz: (C) Topolégia: lineéris
(i) Szekvenciajellemzok: (ii) Molekula tipusa: peptid
(A) Tipus: aminosav (iii) Szekvencia leirasa:
(B) Hossz: 19 3. szekvencia:
Val Glu Xxx Val Asp Phe Thr Asn His Leu Glu Asp Thr Xxx Xxx Asn
1 5 10 15
Ile Asn Lys
19
Informaciok a 4. szekvencidhoz: (C) Topolégia: lineéris
(i) Szekvenciajellemz6k: (i) Molekula tipusa: peptid
(A) Tipus: aminosav (iii) Szekvencia leirasa:
(B) Hossz: 17 4. szekvencia:
Xxx Tyr Ile Glu Val Thr Glu Glu Gly Thr Glu Ala Xxx Ala
1 5 10 15
Ala Xxx Gly
17
Informéciok az 5. szekvencidhoz: Informaciok a 6. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk: (i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: aminosav (A) Tipus: aminosav
(B) Hossz: 9 (B) Hossz: 20
(C) Topologia: linearis 25 (C) Topologia: linearis
(ii) Molekula tipusa: peptid (it) Molekula tipusa: peptid
(iii) Szekvencia leirdsa: 5. szekvencia: (iii) Szekvencia leirasa:
Xxx Tyr Leu Arg Ala Leu Gly Leu Lys 6. szekvencia:
1 5 9
Ala Asp Leu Ser Gly Ile Ala Ser Gly Gly Arg Leu Tyr Ile Ser Arg
1 5 10 15
Met Xxx Gly Lys
20
Informacidk a 7. szekvencidhoz: (i) Szekvenciajellemzdk:
(i) Szekvenciajellemzdk: (A) Tipus: aminosav
(A) Tipus: aminosav (B) Hossz: 10
(B) Hossz: 5 (C) Topologia: linedris
(C) Topolégia: linearis 40 (i1) Molekula tipusa: peptid
(i1) Molekula tipusa: peptid (iil) Szekvencia leirasa: 9. szekvencia:
(iii) Szekvencia leirdsa: 7. szekvencia: Ala Val Ala Met Met His Gln Xxx Arg Lys
Leu Tyr Asp Ala Lys 1 5 10
1 5 Informéciok a 10. szekvencidhoz:
Informéciok a 8. szekvencidhoz: 45 (i) Szekvenciajellemzdk:
(1) Szekvenciajellemzdk: (A) Tipus: nukleinsav
(A) Tipus: aminosav (B) Hossz: 38
(B) Hossz: 5 (C) Topologia: linearis
(C) Topologia: linearis (D) Szalszdm: egyszeres
(ii) Molekula tipusa: peptid 50 (ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(iii) Szekvencia leirdsa: 8. szekvencia: (i1i) Tulajdonsagok: a 3. szekvencia szerinti amino-
Asn Tyr Glu Met Lys savszekvencianak felel meg; I jelentése inozin.
1 5 (iv) Szekvencia leirdsa:
Informéciok a 9. szekvencidhoz: 10. szekvencia:

GTIGARITIG TIGAYTTYAC ITAAYCAYYTI GARGAYAC 38

Informaciok a 11. szekvencidhoz: (B) Hossz: 32
(1) Szekvenciajellemzok: (C) Topologia: linedris
(A) Tipus: nukleinsav 60 (D) Szalszam: egyszeres

15
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(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS

(iii) Tulajdonsagok: a 4. szekvencia szerinti amino-
savszekvencidnak felel meg; I jelentése inozin.

(iv) Szekvencia leirasa: 11. szekvencia:

TACATCGAIG TIACIGARGA RGGIACNGAR GC 32

Informéciok a 12. szekvencidhoz: (i) Molekula tipusa: szintetikus DNS

(i) Szekvenciajellemzdk: (iii) Tulajdonsagok: 3’-RACE kit-hez (Gibco
(A) Tipus: nukleinsav 10 BRL) kapcsolt oligomerszekvencia
(B) Hossz: 37 (iv) Szekvencia leirdsa:
(C) Topologia: linearis 12. szekvencia:

(D) Szélszam: egyszeres

GGCCACGCGT CGACTAGTAC TTTTTTTTTT TTTTTTT 34

Informacidk a 13. szekvencidhoz: (C) Topologia: linearis

(i) Szekvenciajellemzdk: (D) Szalszam: egyszeres
(A) Tipus: nukleinsav (ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(B) Hossz: 20 20 (iii) Szekvencia leirdsa: 16. szekvencia:
(C) Topolodgia: linearis CTCAGGCAGC AGAACGTACAT21
(D) Szélszam: egyszeres Informécidk a 17. szekvencidhoz:

(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS (i) Szekvenciajellemzdk:

(iii) Szekvencia leirasa: 13. szekvencia: (A) Tipus: nukleinsav

ATGTTGTGGG GACTGCTATA 20 25 (B) Hossz: 21

Informéciok a 14. szekvencidhoz: (C) Topolégia: lineéris

(i) Szekvenciajellemzdk: (D) Szalszam: egyszeres
(A) Tipus: nukleinsav (ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(B) Hossz: 23 (iil) Szekvencia leirasa: 17. szekvencia:
(C) Topolodgia: linearis 30 GGCGACGACT CCTGGAGCCC G 21
(D) Szélszam: egyszeres Informaciok a 18. szekvencidhoz:

(i1) Molekula tipusa: szintetikus DNS (i) Szekvenciajellemzok:

(1ii) Szekvencia leirdsa: 14. szekvencia: (A) Tipus: nukleinsav

CAAGGCGAAT GACCTCTAAG TAT 23 (B) Hossz: 22

Informéciok a 15. szekvencidhoz: 35 (C) Topoldgia: linearis

(i) Szekvenciajellemz6k: (D) Szélszam: egyszeres
(A) Tipus: nukleinsav (ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(B) Hossz: 21 (iii) Szekvencia leirasa: 18. szekvencia:
(C) Topologia: linearis GACACCAGAC CAACTGGTAA TG 22
(D) Szalszam: egyszeres 40 Informéciok a 19. szekvencidhoz:

(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS (i) Szekvenciajellemzdk:

(iii) Szekvencia leirasa: 15. szekvencia: (A) Tipus: nukleinsav

CCCCGAAGCA ATCCCAGAGA G 21 (B) Hossz: 36

Informaciok a 16. szekvencidhoz: (C) Topologia: lineéris

(1) Szekvenciajellemzdk: 45 (D) Szalszam: egyszeres
(A) Tipus: nukleinsav (ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(B) Hossz: 21 (ii1) Szekvencia leirasa: 19. szekvencia:

CATCCGGGAG ATGTACAGCC GGCCGCCAGA GGCAAT 36

Informéciok a 20. szekvencidhoz: (i) Szekvenciajellemzdk:
(i) Szekvenciajellemzdk: (A) Tipus: nukleinsav

(A) Tipus: nukleinsav (B) Hossz: 24

(B) Hossz: 21 (C) Topolodgia: linearis

(C) Topologia: lineéris 55 (D) Szalszam: egyszeres

(D) Szalszam: egyszeres (ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS (iit) Szekvencia leirasa: 21. szekvencia:
(iii) Szekvencia leirasa: 20. szekvencia: TACCTGCGGG CCCTGGGCCT GAAG 24
GCTGTGGCCA TGATGCACCA G 21 Informacidk a 22. szekvencidhoz:
Informaciok a 21. szekvencidhoz: 60 (i) Szekvenciajellemzdk:

16



(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 51
(C) Topologia: linedris

HU 218411 B 2

(D) Szalszam: egyszeres
(i1) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(ii1) Szekvencia leirasa: 22. szekvencia:

CATCCGGGAG ATGTACAGCC GGCCGCCAGA GGCAATGCCA GACAGGTCAG C 51

Informaciok a 23. szekvenciahoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 17
(C) Topologia: linearis
(D) Szalszam: egyszeres
(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS

(iii) Szekvencia leirasa: 23. szekvencia:

GTTTTCCCAG TCACGAC 17
Informaciok a 24. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 17
(C) Topologia: linearis
(D) Szélszam: egyszeres
(i) Molekula tipusa: szintetikus DNS

(iii) Szekvencia leirasa: 24. szekvencia:

CAGGAAACAG CTATGAC 17
Informéciok a 25. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 20
(C) Topologia: linearis
(D) Szalszam: egyszeres
(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS

(iii) Szekvencia leirasa: 25. szekvencia:

AATTATGGCC CACACCAGTG 20
Informacidk a 26. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 20
(C) Topolodgia: linearis
(D) Szalszam: egyszeres
(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS

(iii) Szekvencia leirasa: 26. szekvencia:

ACTAGCCGCT ACAGTCAACA 20
Informéaciok a 27. szekvenciahoz:

(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 21
10 (C) Topologia: linearis
(D) Szélszam: egyszeres
(i1) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(iii) Szekvencia leirasa: 27. szekvencia:
TTGCCACTTG CCTTTGAAGT A 21
15 Informaciok a 28. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzok:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 21
(C) Topologia: lineéris
20 (D) Szalszam: egyszeres
(i1) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(iii) Szekvencia leirasa: 28. szekvencia:
CTGATGCATC ATGGCGACTG C 21
Informéciok a 29. szekvencidhoz:
25 (1) Szekvenciajellemz8k:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 21
(C) Topologia: linearis
(D) Szélszam: egyszeres
30 (i1) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(iii) Szekvencia leirasa: 29. szekvencia:
AGCATTCACC AGCACCATTA C21
Informaciok a 30. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzok:
35 (A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 1950
(C) Topologia: linearis
(D) Szélszam: kétszeres
(ii) Molekula tipusa: cDNS
40 (iii) Eredeti forrds: humén
(iv) Kozvetlen forras: A431

(v) Tulajdonsagok: human megakariocita érési fak-

tort kodolo DNS
(vi) Szekvencia leirdsa: 30. szekvencia:

GGCACGAGAG GAACTGAAGC CCAGCTGTGA AGGCCGCAGA CTGCAGTGAG 50
AGGAGGCTGC ACTCCATTTT GCA ATG GCC TCC CTT GCT GCA GCA AAT 97

Met Ala Ser Leu Ala Ala Ala Asn

1 5

GCA GAG TTT TGC TTC AAC CTG TTC AGA GAG ATG GAT GAC AAT CAA 142
Ala Glu Phe Cys Phe Asn Leu Phe Arg Glu Met Asp Asp Asn Gln

10

20

GGA AAT GGA AAT GTG TTC TTT TCC TCT CTG AGC CTC TTC GCT GCC 187
Gly Asn Gly Asn Val Phe Phe Ser Ser Leu Ser Leu Phe Ala Ala

25

35

CTG GCC CTG GTC CGC TTG GGC GCT CAA GAT GAC TCC CTC TCT CAG 232
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Ile

Gly

ATT

Ala

40
GAT
Asp

55
TCT
Ser

70
TCT
Ser

85
AAT
Asn
100
ATT
Ile
115
GAC
Asp
130

Txp
145

Glu
160
GTG
val
175
ACC
Thr
190
GTC
Val
205
GAG

Glu
220
ATA
Ile
235

Leu

ARG
Lys

AAT
Asn

GAT

Asp

Gly

GAG
Glu

TTT
Phe

GTT
val

GGT
Gly

TAC
Tyr

ATA
Ile

GCC
Ala

GAC

Asp

ARC

val

Leu

AGT
Sex

ATA
Ile

CcTT
Leu

TGT
Cys

ACG
Thr

GAA
Glu

GGC

Gly

Phe

AAT
Asn

ATG
Met

CCA

Pro

ATG

HU 218411 B

Arg Leu Gly Ala Gln Asp Asp Ser Leu Ser Gln

CcTT
Leu

CAG
Gln

AAT

Asn

Phe

GCC
Ala

AAT
Asn

AAT
Asn

ATA

Ile

Lys

Cys

ATG
Met

TCA

Serx

TAC

CAT
His

TCA
Ser

GCA
Ala

GCT

Ala

Glu

CAT
His

GAA
Glu

AGC

Ser

Gly

CAT
His

CAT
His

ATG

Met

GTT

Asn Met Tyr Val

GAA AARC AAA CTG ACC

45
GTT
Val

60
GGG
Gly

75
TCC
Ser

90
GAA
Glu
105

Lys
120
TTA
Leu
135
ACA
Thr
150

Ser
165
AAG
Lys
180
TTC
Phe
195

Gln
210
AAG

Lys
225
CTG
Leu
240

AAC
Asn

CTC
Leu

CAC
His

Lys

TTA
Leu

GAA
Glu

CAT
His

TCT

Ser

Trp

Lys

GAA
Glu

ATT

Ile

CTG
Leu

ACT
Thr

CAG
Gln

ARG
Lys

GTG
val

TAC
Tyr

GAC

Asp

Gly

GCT

Ala

Gln

TCT
Ser

CGG
Arg

CTT

Leu

cCT
Pro

GCC
Ala

TCT
Ser

GAT
Asp

TAT
Tyr

GAT
Asp

ACT
Thr

Lys

GTA
val

TCA
Ser

ccc
Pro

AAG
Lys

GAG

Glu

GAG
Glu

50

TCA GGA TAT GGA AAC
Ser Gly Tyr Gly Asn

CAA
Gln

TAT
Tyr

GGC
Gly

GCC
Ala

AGA
Arg

ATC
Ile

ATG
Met

GCC
Ala

AAG

Lys

Phe

CTC

Leu

AAT

65
CT6
Leu

80
GAT
Asp

95

Phe
110

Lys
125
CGT
Arg
140
AAG
Lys
155
GTG
val
170

Phe
185
TGC
Cys
200
AAT
Asn
215
AGA

Arg
230
GAC

AAA
Lys

CTC
Leu

CAT
His

GTG
val

AAT
Asn

AAC
Asn

CTG
Leu

ACC
Thr

TCT

Ser

Leu

TAC

Tyr

CTC

Asn Asp Leu

245

CAG AAT CTA ATG GAA TGG

18

AGA GTT
Arg val

AGC ATT
Ser Ile

AAG GAC
Lys Asp

GAG CGA
Glu Arg

ATT AAT
Ile Asn

GTG ATT
val Ile

GTG AAT
Val Asn

ARG AGC
Lys Ser

GGG AAG
Gly Lys

TCT GTT
Ser Val

AAT GGT

Asn Gly

TCT GAA
Ser Glu

ACC AAT

2N

322

367

412

457

502

547

592

637

682

727

772

817

862



HU 218411 B

Ile Glu Asn Lys Leu Thr Phe Gln Asn Leu Met Glu Trp Thr Asn

250 255 260

CCA AGG CGA ATG ACC TCT AAG TAT GTT GAG GTA TTIT TTT CCT CAG
Pro Arg Arg Met Thr Ser Lys Tyr Val Glu Val Phe Phe Pxo Gln

265 270 275

TTC AAG ATA GAG AAG AAT TAT GAA ATG AAA CAA TAT TTG AGA GCC
Phe Lys Ile Glu Lys Asn Tyr Glu Met Lys Gln Tyr Leu Arg Ala

280 285 290

CTA GGG CTG AAA GAT ATC TTT GAT GAA TCC AAA GCA GAT CTC TCT
Leu Gly Leu Lys Asp Ile Phe Asp Glu Ser Lys Ala Asp Leu Ser

295 300 305

GGG ATT GCT TCG GGG GGT CGT CTG TAT ATA TCA AGG ATG ATG CAC
Gly Ile Ala Ser Gly Gly Arg Leu Tyr Ile Ser Arg Met Met His

310 315 320

AAA TCT TAC ATA GAG GTC ACT GAG GAG GGC ACC GAG GCT ACT GCT
Lys Ser Tyr Ile Glu Val Thr Glu Glu Gly Thr Glu Ala Thr Ala

325 330 335

GCC ACA GGA AGT AAT ATT GTA GAA AAG CAA CTC CCT CAG TCC ACG
Ala Thr Gly Ser Asn Ile Val Glu Lys Gln Leu Pro Gln Ser Thr

340 345 350

CTG TTT AGA GCT GAC CAC CCA TIC CTA TTT GTT ATC AGG AAG GAT
Leu Phe Arg Ala Asp His Pro Phe Leu Phe Val Ile Arg Lys Asp

355 360 365
GAC ATC ATC TTA TTC AGT GGC AAA GTT TCT TGC CCT TGA
Asp Ile Ile Leu Phe Ser Gly Lys Val Ser Cys Pro ...

370 375 380
AAATCCAATT GGTTTCTGTT ATAGCAGTCC CCACAACATC AAAGAACCAC
CACAAGTCAA TAGATTTGAG TTTAATTGGA AAAATGTGGT GTTTCCTTTG
AGTTTATTTC TTCCTAACAT TGGTCAGCAG ATGACACTGG TGACTTGACC
CTTCCTAGAC ACCTGGTTGA TTGTCCTGAT CCCTGCTCTT AGCATTCTAC
CACCATGTGT CTCACCCATT TCTAATTTCA TTGTCTITCT TCCCACGCTC

ATTTCTATCA TTCTCCCCCA TGACCCGTCT GGAAATTATG GAGAGTGCTC
AACTGGTAAG GAGAACGTAG AAGTAGCCCT AGGGATCCTT TTTGAAACTC
TACAGTTATC GCAGATATTC TAGCTTCATT GTAAGCAATC TAGGAAATAA
GCCCTGCTGC TTTCTAGAAA TAAGTGTGAA GGATAAATTT TCTTTGTTGA
CCTATGAAGA TTTTAGAGTT TACCTTCATA TGTTTGATTT TAAATCAGTG
TATAATCTAG ATGGTAAAAA ATGTGAAATT GGGATTAGGG ACCAACCAAA
ATATTTCATT AATGCTTTCA ATTGACAAAT TTTGGTCTTT CTTTGATAAG
ACAATATGTA CATAGTTTTT TCAAATATTA AAGATCTTTT AACTGTTGGC
AGTTGTTATC TACAGAATCA TATCTCATAT GCTGTGTAGT TTATAAGTTT
TTTCTCTATT TATCAGAATA AAGAAATACA ACAT

19

907

952

997

1042

1087

1132

1177

1216

1266
1316
1366
1416
1466

1516
1566
1616
1666
1716
1766
1816
1866
1916
1950
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Informaciok a 31. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:
(A) Tipus: nukleinsav
(B) Hossz: 20
(C) Topolodgia: linedris
(D) Szélszam: egyszeres
(i1) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(iii) Eredeti forras: human
(iv) Tulajdonsagok: 5’-nem transzlalodo régio
(v) Szekvencia leirdsa: 31. szekvencia:

10

CTCGAATTCG CGATGGCCTC CCTTGCTGCA

Informéciok a 33. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemzdk:

(A) Tipus: nukleinsav

(B) Hossz: 49

15

GGGAATTCGC GGCCGCGTGG TGGTTCTTTG

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Megakariocita érési faktor, azzal jellemezve,
hogy a kovetkezd sajatossigokkal rendelkezik:

(1) stimulalja a megakariocitak differencidlédasat;

(2) gélsziiréssel és SDS-poliakrilamid gélelektrofo-
rézissel (SDS—PAGE) megallapitott molekulatémege
55-57 kilodalton, és intermolekularis diszulfidhidakat
nem tartalmaz;

(3) izoelektromos pontja 6,5+0,5;

(4) tartalmazza a szekvencialista szerinti 1-9.
aminosavszekvencidk legalabb egyikét.

2. Az 1. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy human sejtekben termel6-
dott.

3. A 2. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy rékos human sejtekben ter-
melSdott.

4. A 3. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy A431 humén epidermoid
karcinémasejt eredet(i sejtekben termel6dott.

5. A 4. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy proteinmentes tapfolyadék-
ban tenyésztett A431 humén epidermoid karcinomasejt
eredet( sejtekben termelddott.

6. Az 1. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy alapvetéen a 30. szekvencia
szerinti aminosavszekvenciaval rendelkezik.

7. Az 1. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy a 30. aminosavszekvencia-
val rendelkezik, egy vagy tobb alabbi modositassal

(a) a 30. aminosavszekvencia szerinti 1-30. amino-
savmaradék deletalt,

(b) a 30. aminosavszekvencia szerinti 1-10. amino-
savmaradék mas aminosavmaradékkal van kicserélve,

(c) a 30. aminosavszekvencidhoz egy vagy tobb
aminosavmaradék van hozzaadva.

25

30

35

40

45

50

55

60
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AACTGAAGCC CAGCTGTGAA 20
Informacidk a 32. szekvencidhoz:
(i) Szekvenciajellemz6k:

(A) Tipus: nukleinsav

(B) Hossz: 37

(C) Topologia: linearis

(D) Szélszam: egyszeres
(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(vi) Szekvencia leirdsa:
32. szekvencia:

GCAAATG 37

(C) Topologia: linearis

(D) Szélszdm: egyszeres
(ii) Molekula tipusa: szintetikus DNS
(vi) Szekvencia leirasa: 33. szekvencia:

ATGTTGTGGG GACTGCTAT 49

8. Az 1. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy génrekombindns eljarassal
transzformalt sejtek tenyészetébdl az 1-9. amino-
savszekvenciak legalabb egyikét kodold polinukleo-
tiddal hibridizalé polinukleotid felhasznalasaval allit-
hat6 eld.

9. Az 1. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy az 1-9. aminosavszekven-
cidk legalabb egyikét tartalmazza.

10. A 6-9. igénypontok barmelyike szerinti mega-
kariocita érési faktor, azzal jellemezve, hogy glikozi-
lezett.

11. A 6-9. igénypontok barmelyike szerinti mega-
kariocita érési faktor, azzal jellemezve, hogy a faktor
N-terminalis része biokémiai vagy vegyi eljarassal mo-
dositott.

12. A 11. igénypont szerinti megakariocita érési fak-
tor, azzal jellemezve, hogy a faktor N-terminalis részén
az elsé metionin deletdlt és a masodik alanin aceti-
lezett.

13. Izolalt DNS, azzal jellemezve, hogy az 1-5.
igénypontok barmelyike szerinti megakariocita érési
faktort kodolja.

14. Expresszios vektor, azzal jellemezve, hogy a 13.
igénypont szerinti DNS-t tartalmazza.

15. Gazdasejt, azzal jellemezve, hogy a 14. igény-
pont szerinti expresszios vektorral van transzformalva.

16. Gyobgyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy
egy, az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti mega-
kariocita érési faktort és egy, a gyogyszergyartasban
szok4sos hordozoanyagot tartalmaz.

17. A 16. igénypont szerinti gyogyaszati készit-
mény, azzal jellemezve, hogy trombocitopénia kezelésé-
re szolgal.

18. Ellenanyag, azzal jellemezve, hogy az 1-5. igény-
pontok barmelyike szerinti megakariocita érési faktor el-
len termel3dott.
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19. Eljaras az 1 -5. igénypontok barmelyike szerinti
megakariocita érési faktor eldéllitasara, azzal jellemez-
ve, hogy egy, a 15. igénypont szerinti gazdasejtet te-
nyésztiink, és a megakariocita érési faktort a tenyész-
1éb6l kinyerjiik.

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy gazdaszervezetként Bombyx mori selyemher-
ny6t hasznalunk.

21. Izolalt DNS, azzal jellemezve, hogy a 6-12.
igénypontok birmelyike szerinti megakariocita érési
faktort kodolja.

22. Expresszios vektor, azzal jellemezve, hogy a 21.
igénypont szerinti DNS-t tartalmazza.

23. Gazdasejt, azzal jellemezve, hogy a 22. igény-
pont szerinti expresszids vektorral van transzformalva.

24. Gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy
egy, a 6—12. igénypontok barmelyike szerinti mega-

10

15

21

kariocita érési faktort és egy, a gydgyszergyartisban
szokasos hordozdanyagot tartalmaz.

25. A 24. igénypont szerinti gyogyészati készit-
mény, azzal jellemezve, hogy trombocitopénia kezelésé-
re szolgal.

26. Ellenanyag, azzal jellemezve, hogy a 6—12. igény-
pontok barmelyike szerinti megakariocita érési faktor el-
len termel8dott.

27. Eljaras a 6-12. igénypontok barmelyike szerinti
megakariocita érési faktor eldallitasara, azzal jellemez-
ve, hogy egy, a 23. igénypont szerinti gazdasejtet te-
nyésztiink, és a megakariocita érési faktort a tenyész-
1éb6l kinyerjiik.

28. A 27. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy gazdaszervezetként Bombyx mori selyemher-
nyot hasznalunk.
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