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A talalmany targyat egy Gj, szekretalt polipeptid, az oszteoprotegerin képezi, amely a tumor nekrézis faktor receptor
szupercsalad egyik tagja, és amely résztvesz a csontmetabolizmus szabalyozasaban. A polipeptideket fokozott
reszorpcioval jellemezhetd csontbetegségek, azaz példaul oszteoprdzis kezelésére hasznaljak.
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Slands erin nevi poli-

wnor nekrozis fakior reeeplor szupsraal

tdel fokozotl cxontveszidsse! jird csontbetegsdzak keveldsdre husznihiak,

A polipeptid nivekeddst fakiorok de cilokinek szekretdlt faltorok, amelvek

jelzdd a sejtek oSvekedésében, differeucidlddisiban &s

it receptorolbior. Mint fo-

netabolizmusibay, specifibusan kétddve diszied

axtabynak, a receptoroknak valtozik a szerks o jeldtadisd mddia. Aszzal lehet

jellomeznt  dket

egy olyan extracelinldriz domdénnel, amely

2

seerepet 314

ben, valamint rendelkesnck egy sivan ciio-

r,,,
e

plazmatihus d egy megfeleld intravellulinis jelot, A receptor exp

s mintazatok végsd soron meghatirozzak, hogy melvik sejt reagdl sgy adoit -

3 ok B e o e S sy T4
gandwrs, mig egy adott receptor strultivgia dikidlia & Hgandum megkdtése altal

madukalt celiuldns vilasat. A receptorolad! kimutattdk, hogy az intracelluldrs jeleket

citoplazmatikas doménieth seglisdgdvel mzak tovibly, a fil .érj.& i‘imziﬁ_;‘é,t aktivaiva,

nd-

aasziormald ndvekedest faktor-Brecepior-

S, X

I o 4 e vy Ay, A 3 en NS N
ak serkentésével {axar példdd a §» adronerg re-

lnzroatikns seigndl transzduledld fehérs

as/APQO) [Heldl

guninl
4
‘

L Cell R0, 213223 {1995)].

A tumor nekrozis fakdor receptor {TNFR) szapercsalad az T-es tipusit fransz-

wienbran fehegéhnek egy olyan ceoporia, amelyvek gy megfrzddstt, cissteinben
5 J . &

gazdag motivaniot tartalmarnak, and hévomszorhataror smattdil ar extracelhulsis

doméuben [Smith &5 wisal Cell 76, 953-962 (199431 Baek az tsmétlddd csoportok

Chen &8 mitsa;

jak egylitt ezebnsh a receptorokuak & Hgandumbtd doménjeit

(1995} Eueknek @ roceptorobmal & Hganduma

82 & THFee-val homoldg fehérjék rokonat [Goedde! &s mitsat: Cold Spring

i, Quart. Bioll 31, 397-609 (1986); Nagata &5 mizsan Science 267, 1448-
¥ = £

-

:.5133, an levi re-

1456 (1995)) A TiNFo egyméstol eltérd, de egyvmdssal sroros rob

'O‘Vi osv&
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CTNFR-2-hz katddik. & TNFo axdmmos E8nha8

eceptochordond seilekben, beledrive o szaporodast, diffs

5"‘!

¥ apoptézist {Beutler & mwitkal Ann, Rev. Blochem. 537,

ey

vidlaseok kdzverfifs

TNFee szisztémis boaddss oxikus solkot & nagy kiterjedssi ssoveti nekrdzist nkaz.

a b3
N

shen o TDFn felelés sudmos kildnbord fertézd betopséghez

Ennek kdvethazid

stifvos mortaditdsért Ss moalitdzért, A Fagl-ben

(P99331} levd motdeidk ax auoimmunitishor kétdduek {Fisher & misal: Cell 81, 935~
Y46 (1995}, miig a Fash tiltermelédése asere at @ gydgyszer dltal indukdlt

Tehat u INFR-rel vokon fohérick Hpandumal gyakran hefelvaseliak

x haddsant, ami szt sugallis, bogy arckrwal av dgenselwek,

etk ezeknek a Hgandumolkngk a hatdsait, terdplas &riskik lohet Az

wegaltak,

MER~1 recoplorokat, o5 a TNFu-hoz kaidds ellen: wyagokal megwl

bogy képesek-o somlegesifent a spisztémés TNFo-t [Loetscher és misal: Cancer Cells

seekvetalt TNFR-1 mRNS természetes Hrm&dt nomrég

vizsgitak azt & rulgidons

alitivitdsdt [Kohno £ mi

G, B33 1-E335 (1990}, Ennek a fohériének

DY

1.33 ;S
PR SIS 3 P 5
&F GIanaG 1

receptorok gy mitkSdnek, hogy megkatik &5 s

z

zel blokkobva a TIER- hordozé sejtek citotoxikus *‘u}.a_:_is;?.. onsdzat.

A taldlmény tirgva & TNFR coupercesiad O {agiainak aroncsitisa, Vichatd,

w e

° -

hogy az 0 csaladtagok transzmernbrin fehéridk lchetnek, lletve exck oldhaté forméi,

<

amelyek extracelhiidnis doménsket

rtalmarnak, S8 hanyeik beldlik 2 anszmemb-

rap ds cifoplanm

atikus domeén. Azonositottuk a TNFR szupercsalddnak egy W tagidt,
ami egy, a TNER-I-hiz kizel 410 szekretdlt fehériét kédofa. & TNFR-1-gyel vald

<

anaid

gia alapidn a TNFR-2Z-vel rokon fehérje negativan szabilyozhatja Hpandumdnak

B

ehret bizonyos undn betegséeek keveldedben.

N Pl

aktivitasdt, &s gy hagmos |

Azonositottuk a temor nekrdziz faktor receptor {TNFR) seupercsslad egy

B

tagiar, pathduyenbnid cDNS kSnyvthrbdl Egy teljes hosszdsded cDNS kidnt srono-

<
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o5 szekvenaltunk. A patkiny oDNS-uek opy transzgenikus cgdrben vald exp-

z

enszida jelenifis nbvekedést ersdményer a csontok sirliségéhen, fleg a hossz
csontokébay, leginkabb & medencecsontban és a gerinchen. A cDNS altal kddolt poii-
peptid neve Osleoprotegenin (O, és szerepet Jatsmik a ceontfolhalmorddas
elfisegitdsdben.

Az alibbiakban roviden ismertetjiik a melléhalt dhrakat.

2. abrat A feljes hosszdsdgl patkdny OPG géunek, a TNFR szupercsaidd egy

&

1 tagidnak szerkezete & szekvencidia. B, ©: A patiény OPG cDNS nukleinsav & fe-

hérjeszelivencidia, A virt szigndipeptide! aldhimtak, majd ax N- “kapesolt ghikozilezés

potenciilis portjait vastagitott, alahdzoit bettikkel jeleraiik,

8. abvar A homéan OPG ¢DNS Kidnok struktliviia &s spekvencidgia. 4,B: Budr
cDINS és feléneerekvencis. CD Humén cDNY és feliérjeszekvencia. A mes grdenlt

szigndlpeptideket aldhfiztuk, majd az N-kaposolt giikozilezés potencidlis poutjait

vastagitdssal jelezziik. EF: A patkdny, egér és humén OPG anuncsay szekvencifk

-
3
<

whor tlesziése &5 Sxszehasordfdon

'w.

L1 dbrad A hondn OPG héromdinenzios bemutatdsa. A human OPFG 25-183-
as csoportjainak (széles vonal) egyiitt hristilvositva a humidn TNFEJ-val (vékony
vonaly megiosolt hiromdimenzidy szerkezete Molesoript bemutatdsdunak oldal-
latvamya. Az orientdcid irdqnyitisdra arx OPG polipeptid gerine mentén levd vastag
nyilak az Netermindlis és a Cfermindlis irfnyba matatnak. Megmuistiuk az sgyes
cszteincsoportol oldalidncdnak pozicidiat a polipeptid gerincben, szzel sepitjik olf a

=

kilon ciszteinben gazdag domének bomutatésdt, A TNFP molckuldt Banner ée

7.

mnnkatarsar (15935 ledrdsa szerint iHeszjitk.

o

13 dbrar Az OPG ciszteinben gazdag domds fwza,i\ strukfirdgga, A humdn (felsd

sor, 136, szdmi szami szekvenciavaziat) €5 az epér (alsd sor) OPG aminosav szek-
venck lieszitse, Memelve az OPG megidsolt doménstroktirdjdt. A polipeptidet ké

felre oszthatiuk: ax N-termindlis (A) & 8 Coernindlis {B) részre. A N-termindlis

reszeol megitsolbatd, hogy négy, viswtelnben gazday domént tartalmaz (I-degyel

oh e

jeldivel. A megjdsoli, lancon beliil diszulfid hidakat vastag vonalakkal jelerzik,

vagy VBS37 jelzéssel A 2X-as trozimdl &8 a 7588 hisztidine!
{alahtzva) azt gondoljuk, hegy lonos kolesSuhatisha épnek egymassal. Azokat az

aminosavakat, amelyekrd! azt josoljuk, hogy kdlesdnhatdsba Ipnek sgy QPG ligan-
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dummasl, & megleleld csoport folett portoldal jelezziik. Az OPG Cuterminabis foldhen
fevd eisztein csep{}ricﬁg&t bedeeretentitk,

2% z OPG hatdea az oszivoklaszt differoncidlédas termindlis allapotia.

buOQPG{22-401 -Fo flids fehéridt adunk az oszteoklasst képziddst vizsgalatokhor az

osztecklaszt érés intermedier allupotdban (5-6. nap; OPG-CTL) vagy ax aszieokluszt

o~

eres termindlis alfapotibas (7-15. nap; CTL-OPG]. A TRAP aktivitdst mennyiségileg

meghatdrozauk, ¢ Ssszehasontitink az OPG tavolldtehen {(CTLXOTL), vagy az OPG

~

jelentétében (OPG-OPG) megfigvelt aktivitdssal,

e e,
3

22, dbrazAw insi‘eréﬁ-.u;b:i}:vl:ﬁ wierlevkin-loe &8 az OPG hatésa a v&r ionos

calctuntartalméras egere - Kévetiik a vér jomzalt kalehwmtariabninak szingiét

ey

csals interleukin- 18, csak interleulin- Lo, nterleukin-18 plusz meOPG{22-401 1-Fe, in-
terlenkin-lo plasz muOPG [22-4011-Fe, & osak muOPG {22-401-Fo injekeidrdsa

utan. A kontrol esovek csak fattal pulferelt sdonldat inickeidkat kapnak., Az inger
= 4

rleteket az A-ban mwdstink be; s mterlenkin-lo kisérlerst 2 R-her

230 dbrar Az OPG hatdsa koponyatetd oszieoklasrtokra kontroll és interleuidn-

-

Az egér koponyateld csontmintdk elemadsére szolpdld

' 5,
2o e

slogial modszereket a 1B, példdban tsmerteffik. A nyilak a 2. napon kezeh
egorekben  jelenlevd  oszteoklasziokat mutatidk. A koponyvaietd mintdk olvan
egerekbél szdrmaznal, amelyek naponta négy PBS injekeist kaptak (A), naponta sgy

interlevkin-1 és harom PRS injekeidt kaptak {:B_}; papouts gy PBS &8 harvam QPG in-

jedoiot kaptak { varom OPG injekeiot kaptale

24, dbrar Normdlis egerek  csomtveld  firegeiben  akkumunlalédd  ceont
radiografiar elemzdsz. Az egereket 14 naplg soubkutdn injekeldzzuk séoldattal {A)
vagy muOPG {22-401-Fo firidval (3 medkg/map) (B}, majd a coontsiintisdget & 118
peldaban letrtak alapidn hatdrozauk meg.

25. abrar A oseut-akkurulacid sztomorfometrial elemzése normal egerek

csoniveld i“;resgffbcn Az injekeics kisérlets]

ke

oldgial vizsgalatokat a

26. dbrar A csont-aidkumulicid hisztomorfometrial elemaése novudl egerek

canntveld firepdben. Az injekeids kisérieteket &8 a csont-hiszioldgial vizsgalatokat o
11T, péidaban lefrtak alapin végezriik, A stoldat injekeidzds; Br wouQPG [22-4011-

z

o fizid wyekeidzasa.



te  veax @ Ny Naaw
» . & »
* E 2

¥ EX R ] L3 P Py

X
v

®  Eee
x

>
4

27, dbrar Petefszek kiirtdson atesett patkényoknak beadott OB aktivitdsa

thetes kiserletben a osSldient csontslin@iedy trendidt Mokkolnt latszik a
agy egyéh anti-reszorptly tevdpia, A potefiszek kiirtds dfpoutidban valamint a

 DEXA méréseket végeptink, Az sredményeket o kinddag

Atozasaban fejerrtik ki {8tag + SEM).

28, dbrar A combosonti metaphiyaizben mért csontstietiséy, Meztomerfometria

kkel wérve, alacsonyablmak ek a petefszek kirtdson fesett (OVX) pat-

X

.

kdnyokban maint 2 hands operdcidn &tesett dllatokban {SHAM) a potef®

¥

>

atan 17 nappal. Bzt a hatdst blokkolia ax OPG-Fe, az OPG-Fe-vel kezelt, petefészek-

3

Kifrtason dtesett patkinyokban (OVX+ OPG) jelentlsen nagyobb a osomtstirlisdy mint a

ped

csak hordozoval kezell, peteffszek Kiirtdsom dtessit dllatokban (OVX). {(Atlag

A tumor nekrdzis faktor receptor {TNFR ) szupercsaladnak gy 0 tagidt azons-

sitottdl mant OF

Rpresszall szelovenciardaxt (EST), patkduyembrid bél oINS kényv-

sy vala-

Arbél zoldiva o

any ¢DNS Kdnokat &5 a menieleld ¢

wint homan DN klonokat az 1. és 6. példdkban meghatérozott mddon hatdrozzuk

et a FR-2C. dhrdn (120, sxdmt szekvenciavaz-

tat}, PA-SE. dbran (122, szdmd szekvenciavizlal) & a 9C-00 dladn (125, sedowt szek-

mntatiok be. Mudhidrom szebvencia sriis hasonddsdent mutat & TNER

anciavaziat

csaldd tagininak extracellulivis tagjaival. Az izolalt telies hosswlsigh oINS kio
szl egyik sem kodel transzmenbrin & citoplazmatibns  doméneker, amiket
dnhor RO receptorokid], sugallva czzel, hogy szek & oDINS-ck

by cldhatd, szebretalt febiéo ket kddolnak mint segtfelezin recepiorokat. A humén

)

{(H3-1353-as nuldectidokat tartalmazd réazét, amil a 9D, Abran mutahuk

2 .

a Genebank sdatblzishan belyeptik Jetdthe 17188769 szdmon, 1993, noventher

A pathany s a homén mRNS szdveteloszlisdt a 2. példdban lofrtak alapiin

batdrozzuk meg. A patkdnyokban a mBNS  exprosszidist vesében, mihan,

méhiepenyben és szivben halirozzek meg, a logpagyobb expresszidt a vosében

kapjuk. Hwberekben az expressziot ugyanczekben a sedveiekben Ieheiett kimmatm,

3

amellett, hogy a nyvirokmirigyten, csecsemdmirigyben, ¥pben ds vakddéiben is ki lche-

telt mutathi,
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A patbduy cDNS- tansugenikns sgerelben expresszaljuk (3. pél

Apol promoter sxpresszics rendszer atkalmazisdval. Ax express

prdse azt matalia, hogy ex

co, Bleg 8 hossed osontokban
{combesontok), 8 gerincosontokban €8 a lapos osontokban {(vesemedence). A csout

szekeidinak hiszioldgial elomzése © yezteopetrézist mutatott (Hsd 4.

3,oami ords egye 2 & esontképaidds &y felszivadds

a osont valammt az iztletek erfs akkumulaléddsdh

gerendazatos osztenklesziol s2dmidual csdlkenése az OPG- exprossz4ld allatok

»'édé.;ct, amit ax oszteoklasziok kbzvelitensk, A

TNER-

végre wiegakaddlyorhatia a oson

Atasinsk fenvében ax alibbiakban fum

et OFG-kaek nes

A patkany cDNS szshvencia felhasendlisdval tzoldlnk ax egdr s human

cpér PG expresszidiat 293 sejtekben $5 & hundn OPG

LAz egdr OPGH Fo

coold, amit azutdan Profein A aff

mertetiik a telie an s egdr OPG

1634t CHO 88 2823 sejtekbe 2G1 Fo régididhor

X T3

polipeptidel, aldr nem-figondlt ”\E;p cpidek formdidhan. A telis

‘.’h

caonlitolt humdn és egér OPG-k Escherichia cofi-ban vald expresszi-

Hzids polipeptidel vagy nem-Riziovdll polipeptidek forméjdhan, a 8.

peldaban temertetiik. A rekombindns mddszerrel oldallims omida ds talteridlis OPG-

in vitro csvtecklaszt &rdst vizsgala felhasz-
Hal indukdlt Wperkaledmia ia vive meodedl-
galataval hatdrozenk meg, normilis egerskber

{lasd 11 pelda). Az aldbbi, CHO &6 293 scitekben elddllftott OPG rebombindrs fehér-

shig eofl ossteoklasst drdsi v

ssgdlatokban: QPG
Fe, mudPG [22-1941-Fe, mu0PG [22-4011-Fe, muQPG {22-4011, mOPG

e, heOPix {23-4G10-Fe. A CHO scitekben elddliitott maCPG {22-18¢ } -Fe

Sacherichia coli-ban el6altion heOPG met {
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A Rildnbézé forrdsokbdl szarmazd OPG- dimer, és bizonvos wértékig

b mnltimer fornuiiaban &1

gule eld, A ranszgenikus egerekben elalifiow pat-

kany QPG {22401, « relombingns polipeptid formdidhan CHO sejtslben «ld&lifton

i3

muOPG [23-4017 &5 heQPG [22-401], valamint ey citotoxikus Tessitvonathan termé-

o~

sxatesen eldford

,;

k formdjsban expresszdiads OPG féleg dimer Mletve trimer,

ha nem-reduls 3 pslda) A 1R6-401 o8 régidhan

peptidel

F oxalid oldhaid

binszintézix dthan réarny m kilosOnbatdst. A azabdlvords egy
szamduak cxtikentdse lehet,
A tsldlmdny Wrgvdt Képeni ax OPG, a TNF receptoresalid egyv O tagia,

amelynek ax aktivitésa kapesolatban &l a osontmetabolzmussal, pontosabban olvan

akfivitdssal vendelke tolis a csond felszivodasdt, és ezzel fokozzs a csomt

v humdn OPG vagy e2el egy sehrmazéka szekvencidiival rendel

eNr e P R PR Y 4
el rendeikezik, A p

. SE&E szedovemy

bamian OPG aminossv g2 E} RA-OB,

z

azdnmt szekvenclaviziat) &hrdkon

3T i N i
{1233, szdmu szels

ngdatiuk be. Az OGP0 spdmaedk szalddfejezds fale

zy olyan polipeptid, smely
ogy vagy bl annnosav addicidval, delécioval, inszercidval vagy helvetiesftéssel ren-

hogy & keletkerd polipeptid az OPGanek logaidbb epy binlsgial

a‘.’»‘

Ax OFG bioldgial aktivitdsal k6z¢ fartornak, andlkil, hooy
magunkat, o cenntimelabohizmushan szerepet (itsrd aktivitdsok, A
3

1 tarfalmazzdl a2 21 amdvosavhdl 1S vezdrszedvenciat

t OFG polipeptidek kied tanozik » pathdoy [1-401], pat-

~1841 pa{;‘mm E:‘ZZ«&R}E}, paticany [22-401}-Fo fazid, patkdny [1-1808Fo
er {22-4017, hurndn [1-401], egér [22-188), humén

;gﬂ}, hwndn [22-1801-Fo fitzid és a humén mel-

VO XK HEAXS
x @
L A
* °

EX 24
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amt seekvenciavariaston (pat

- szdoh szekvenciavizlaton
A talalmany thrgvat képezik tovibbd azak 2 polipeptid

$0-407 08 aminosav csoportial részben vagy

I
!
g
o
4
e

i ey r oo . Ai mow waow R AW LNy
vagva a4 C-lenoindlisedl egy vagy bbb aminosay

feo 3 PR X

]

tartalmaznad az QPG 180-401-es cxoportiaiban; az OFG egy ciszieinben

1 vEn vagve, Eildudsen adi

gazdag dowmdnben, kildndsen a diszidbs (C-tormuindlis) ciszteinben

N 7

gazdag doménben. -

("7

’ 3

wasil megvaldsitist méd

3 N - - NP Ry RN 5 R T
21G-08 arninesay osoporiiy tededd résg e v

.

w OPG drett N-termindlisded! (shiolis az érett Nfermindls o 22-e¢ ceoportndl

53 1-10 aminosav lo van hasfiva, €8 adett eseiben a C-tormindiisral 14216 ami-

nosay van iehasitva.

2atdteeede ‘Z, ;: K
Ctaldimdny targvit képezik tovibbd an

homan (232018

3
1

. C(\ {

SEG polipe ;mx..es\ I humén met 2;2'-2*"‘{3},}, Fo-

{0216 (az Fo régld a 8. példdban jsmertetstt

kvencia N-emoinalisahor van fliziondlatva), umdn me \Z‘ui} .

_»:.U & Y(" }(u. ‘h’. ....:ui:si?g‘ :

ad

n et {27401, humén met

{ PALER
SIS R

{2-12-—1* 4], humén met {22~

i)

1851 homidn me {27-189],

mdn met-arg-glv-ser-{hisk

1 humdn metdys 22-4011, humén
22-4017 (P23AL,

3

2-401], egér met

| 7
]

401}, human met =,;m+0i§~Fc {}325--?&}, humdn met |

met {22-401) (P26, b

pR ey

ggdr met-1ys
(P33E, (G368, A4SP). Az ayitvanvald, hogy a fentl, prokaridta gardaseitekben

cldatlirott QPG polipeptidek Netermindlis metionin osoportot tartalmaznak, akkor is,
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ba 2t o esoporiol new feltliik. A spreifibus példikban ax OPG-Fe Mzidt ngy Atk

<

gy & humdn fgGiayl 327 aminosavbsl a6 régididt hasma} ak, amelynek a

G csonkitisok humdn fgGl Fo ofgididhor vald Rzidianak

bioldgiar aktiv egy kortttbelil 146 ammnosavbol & OPG

amedyre feltétlendl szitkedg van az aktivitdshor. Bz g régid a 22-185-8s amino-

at tartalmazza, eldnyvdsen a SO dhvdn (125 szamyd szekve snctavariat)

C & TNFR

lathatckat, valamint tartalmaz négy, clssteinben gazdug domént ame}}

Rt

drts domanjeinek ciszivinben gazdag domdny

%
PR

cetlnlins zandnmkaid

roceptoresalad taw

ménjel kded homoldgla felhasznalisival «l8alotuk az QPG-nek egy héromdi-

181, a ITNFR-T extraveliuldcis doménie ism

Ert & modellt haseniliuk az OPGon beldl azoknsk & csoportokuak az

5

azouesitdsiry, amelvek fontosek lehemek a bioldgiar aktivi

szempontidbal. Azona-

veszt vesznek & ndgy ciszieinben gazdag

a esoportokat,

sitottuk

33

szerkezetdnek formtartisdban. Ax alabhi disenifid Létéseket arzonositottak a

g, oysi24-l ovsidZag deen domén oyal 458! ovs!

Azcnpsitothunk slyan csoportokat is, amelyek @ TNFE sworos kéreledeében vannak,

st az a1

2 QPG kotidiK a megleleld lgandumboz; 8 TNFB hasrndlink modell Hgan-

hogy
dombént az O és o Hgandomal koz&tt kslcenhatds serkentésére. Frnek a mo-

ek ez slapidn @ Ugandum meghkSiéedben az aiébbl OPG csoportol lehetask

G ogindg, lysdl, proo6-1dl gln9l-g (pontosabban a pro&i, Wisd8, nréd, trT

Cglu?9, leulBl, fye82, pro®s, valls,

1.4

tatdsa, akdr sgvenként akir kombi-

"'1

athatja az OPG akuivitdsat. Példaul speoifikus o

soportak

megvilioztatisa megvalinziathatia az egyes ciszicinben gazdag domének szerkeretét,

&

wEE
”
v
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mig & ligandam hs’nf:g\%-:mc&dm‘ fomitos nzZiatise

WA
- A swerke-

ctnek azoknak sz analdgoknak g avonositdsiban, amelyeknek

¥

iobbak a tulgdonsdgal, axaz fokozott bloldgiar akiivitdssal, nagyvobb stabiliidssal ren-

,,)

.

FkSrmyebbon formulizhatdk

+ polipepiidel médositden szintén 2 taldlmény tdrgvat képesi, és ide

szi-iranszldcids wddositisok {azax példanl ax N-kaposolt vag

cenll szénbidrdt Mancok, w2 N-termindlis & Ctormindiis végek processzdlisa), Mémia

solasa az aminasav gevinches, az N-kapesolt vagy O-kaposolt szénhid-

.
LA S B
HER Ew&g

it lancok kémmal mddosiidsy, valamibd egy  N-lormundlis  metic CIOPOTL

3

b & prokanidta gardussithen vald expre

sry kivutathatd jeloiésss

254
N %3\ L ‘\ﬁiﬁ(

f.(,

ST FOR P o Sy viratdan &g
vilior n fehidnie imutatiss &

z by

Az O tovibd mddositisal kdzé tartoznak arok a loméra

aclyekben az OPG egy heteroldg mninosay szekvencidhor van fziondltatva, A bete-

roloy szebvencia lshet bivmely olyvan szebivencls, amely lebetdvé toszl, hogy a

rie meglartsa QPG aktivitdsdt, A Heteroldy szekvencidk koze

mm-‘;uﬁgiozbuim fawidk 1, 2

reszesitiink egy olyan heternldy szekven-

.

monomerek asszocialddisat dimerekkd, trimerekkd &

1

b, magasabh multimmer formakkd

A talabmany szennti polipeptideket az OPGH exprosszald sedvetekben, sgjtvo-

natakbap es transzformalt gazdasoitekben jelenievd egyéh polipeptidek melidl fxolal
R - & &

sttuk, pedig a szekrotdlt fohéndt tanalmazd sejdenvdszetek

s A

mdd szerint a polipeptid

Komoponenset melid uk, Az egvik mepvaldsitis

mentes nuoden, egvel humdn fehérickkel vald ssszoctacidté], anaz pSidial exy bakte-

s gazdaseft sxpresszids termeke,

A wldlmbny thrgyit kdpezik tovdbba az OPG kémiatlag widdosHott szdr-

ped

mandka, < tovabi elény

zodgdthatuak, axaz példiul a fehéde Bkozou

stabilitdsaval és kent ;gé:?i wejevel, vagy pedig csdkkent irnrpumitaséval

417930

es szdmd Amertkal Bgyestlt Allamol-bell szabadalmi hejelent:

74« & ’\i

céprésher & Rémial egységeket valaszthatjuk vizoldhatd polimerek ke

Ha e 2dow
°
& 9
»

¥
> o wd
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& stilénglikol, etilénglikol/propiiénglikol kopoline

7

karbeximetidcelinldz, desivin, polivinil-alkehol &5 hasonlék. A polipeptideket a mole-

bodan beldl véletenszedd pozicidkban, vagy elfire meghatdrozott pozicidkban médo-

Y

sithaipd, es fartalmazhainak egy, kettd, hdrom vagy 10bb kapesolt kémiat sgységet,

A polimemek bdrmennyi lohet a molekulasilya, ¢ lehet egyenes vagy eldgand

tanci. A pmiic:fiééngﬁiikgz eseteben gz eldnyben részesfteil molelulasily kilvitbeltid §

sedil TO0 kDa kézdtt van {a “kortlhelil” kifejerds axt mutatja, hogy &

¢ soran néhdny molekula wolekulasilva lehet nagvoll, lehet

CJi\ i

i

Gi, ha van idver, & kezelss cgm?‘u‘x‘egni Az sutigenivitis

sert, egy terd-

S ot hatdadtdd fFivooder)
& gyakoroll hatdsdud TUEEGEn;

A poi‘if:t.éié—ﬁg'ii}mi molokulikat (vagy egyéh kémial egyeéeeket gy lebet

3 &
hozzékapesolni a fehérjéhez, bogy figyelembe vessrlk a felidrje fmbciondlis vagy

domenjeire gyakoroll hatdsdt, A swzakteriileten {drfas szakemt

szimos kapesolast modszer iomert [RP ¢ 401 384, amely publikacidt a tova

alik s witsat: Exp. Homatel 20, 1028-1035 (1992 {amely

sgilezdsal wmertetik trezilidonid alkalmardsival}l A poli-

etilénghiol példdul kovalens kStéssel kapesolddhat ey aminosaven, letve annak

reakeidképes csoportidn, azaz példdul gy szabad amino- vagy ks 3xi~es«3j;}ori;@n

L Azokat el

ik reakeidképes esoportoknak, amelyekhez hozzdkapese
tuank egy akivalt polietilenglikol molekult. A szabad aminosav csoporttal vendelkezs
smunosaval kOxé tartozik példanl a lzinesoport, valamdnt &y N-teuninglis aminosav

2

csoporiok; a szabad karboxicsoporteal rendeilezd aminosavak kizé tartozik példdul a

glutaminsey valamint 8 C-enmindlis aminosay ;.:smpoytc}x; A sealfhidel :s{spmmk 18

hasznalhatdk reakeicképes csoporthént a polieti

Y

ol motekulak kapesoliss sordn.

ut az N-teg-

egy aminosavndl vald kapesolds lehet eldny@s, azar pék

mindhison vagy egy lizinesoporic

fchet péidau! arva, hogy a fehénjét az N-termindlisdn mdédositsul. A
Y

relen faldimany szerinti Osszetételek linsstraldcdusk oljara valaszthatonle szamos ki

Habs

zi polistilénglikol molelnla kéxdl {moleknlastly, eldgazas, stb. alupin), a reak-
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a fohérje (vagy peptid) egvmdshoz

viszonvitott ardn

femundlindn pogticzelt fio-

nény eltallitdsara hasz-

& {azan g egysegnek selikseg osetdn egyéh monopegilerett
‘
HS ’&h\iﬁima} san monopegilerett anyag Nsz-

slezelt fehéremolekuddl populdcidiabdl), A szelekiiv N-termindlis kémial

végerhoiitk redokify alkile ami az ogy adott fthérjében a szdr-

Sr tipustt priner aminocsopariok (o lzin az

9 %f ~ 3 AT SRR Lot ok NN Yy 8 evieerfotalA
§OIREHCIOROPDLRSEEST akndzza R A me EIRIND
g o3 &

Srithnduy

wegtben szelektlv szarmardhdnal sléallitasa

erhetd e az N-tormindlison, e

karbomlesoportot tartabmazns

sobuner alkaimazasival,

céiidbdt adiuk

¥

Az alably példdkat a talilmdny Hhusatvdlisa,

iobl mogérts

&

,nem tekinthetdk o tddlmdny oltabn kire korldtozdstnak,

ONR azonosiidsa &5 woliddsa

A CIINS kiduozdsdnak & clomzdsének mddszereit megtalithatjok a szakiroda-

X RS ST A JUUR, AR R S sty RA anrals
holeoutar Cloning: A Laboratory Manual; §

.

“id‘ By 132 ]S, L0

KUY {19893 A polimerts Mucreakeickat ?(FR}

-Blmer 9600 tpust beronderésben Iajthik végre, PR reakaitelegy

c)

r

Mannheim} alkalmazdsival, & gvintd 4dlial spee T honmcentvd-

daban 25530 abes wreakeidclegyekst denaterdlunk 94 °Coon,

ke 84 °Ceon, § miasodpercig , 50-60 °Coon & masodpercig

A reakeidelogyebet 345 percig 72 °Clon fartiuk, A real

szakiradalomban talithatd

t RN feihase-

SRR, T 1N SRS S 3
avolijuk, majd B

Lan
andi-

fenol-kloroformn extrabeidval  dszfitiuk  [Chomezynski & Sscchit  Amalviieal

Biow 6-15% (198731 A}J-&ii{ Aty mRNE fakoid! az Sse2-RNS késait-

aderorhedlassyd &s
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elualassal, a gedel

ajdnlott ohidcisokat kévetve, By random mddon inditodt

)

,
s..‘
/
gt
P
[
=
st
%
f
<
&
el
5
&
'{
7 %
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N

szithak a Superseript Plasmid System (Gibeo BRL, Gaithersburg,

3. A haeled Nodd L&:" Ast helyvet tartalmazd random ¢DNS prumert

z

hasznaljuk az elsd szal szintézisének infcidlasdrs, szelovencidja av aldbbi:

i exelovencia

5 -AAAGGAAGGAAAAAAGLGGCCECTACANNNNNNNNT-R?

Az elsd szal srintéziséhez hdrom kilGubszd reakeiot végziink, amelvek 2,5 ug

e
Y]

polti{Ay RNS-t és 1280 ng, 360 ng vagy 1080 ng random primert fartalmaznak. A

masedik  szdl  czmigwise  utén Cildn-kiion eximhé@ju};

ORI T RN SV NI ST & SIDTG SOV S Pt
tenolikiorodomizoany :~.ﬁs.;\s3,=‘10§ 2

‘el mrid etanollal Kicsapjuk

A harow reakeidban Kapett kétsmalt (dy) ¢DINS termékeket epyesitjitl, waid aw aldbbi
oli gom‘:kier@fiﬁl adapterre! Hgalj

LTCGACCCADGOOT OG-

&
3
rd
@
&N
5
o
o
o
£
)
f1
~
3
%
o
)

3-GOCTGUGCAGGUR-S™ (3. sedomd szekvencia).

.
H
N

Lighlas utan » oDNSAt teljosen megemésstjitk

evel, fonolkloroformizn-

vevel extrahdljok, majd etanollsl osapink, Az Gira

I3 1.4

CRNS-t méret alapidn frakeiondljok gélseliréssel, elére elkészited

Superseript Plasunid System, Gibeo BRL Gaithersburg, MDY, a aydrtd

KS

ajanlasainak megfeleldon. A legnagyvobh cDNS fermékeket tarfaimazé frakeidkat

wad irdnyitottan Hgalink Notl és Sall enmimelket

smdsztett pMOB vektor DNSH

an &8 motsar (129130 A Hgéh cDNS+

De3

kompetens  BleotroMax chia coli-ba jattatink be {(Giboo BRL,
7 \ ;

wersburg, MD), elebtropordcidval. Az amtomata szekvencia-clemzéshez kdritthe-
10000 transelonminst szélesziink 20x20 cmees agaclomerekre, amelyvek arapicil-
lnnel kiegdszitett LB taptalajt tartabmaznak. A kindvh telepeket zoldlink, maid 96
tukas mikrotiter lemezeken rendezstile of, amelysk 200 wl L ~taptalait tartabmaznak,

ol

glhicerinmel €8 30 pg/ml ampiciliinoel Megészitve. A tonyészeteket fiszakin &t

szaporituk, mad a mikeotiter lemerekedl mdsolatolot késaditink epy steril 96 s

&y

szerspAmmal, mad mindkSt csoportol -80 "Chon tarfuk & tovibbi

cleruzesekig. A teljes hossalsagh ¢DNS Konozashor kirilbelll egymillio transefor-

minst szélesztiink 90 lukas, balteridlis ampiciliin lemezekre, amelvek egyenként k-

ritlheltil 10000 Kidnt tartalmaznak. Az egyes poolokbdl szérmand plazmid DNS-t
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vid Maxi Kit (Qiagen iiii'ssga., Plémetorsgd

gt}

sekher 86-lukas mikrotiter lenesekye rendeey

wyrnageal-td clINS kidook szekvendldsthos a glicerines

. o § s gt & godione s 33K T evidvrandy Fesmeeta
muntakat megolvasztiul, wmapd Ms allkvot részeliet 1235 ardnvhan meghigitunk desssil-

2,0l bhiglott halaerialis fenvészetet adunk 3 POR reaked

-
o), amely ax alabbi nuklentidekat tavtalmeeza
AACGACHGUCAGT-3 (4 sednud szelovencia)

CAGUTATGACE-R (5. sndmd szekvencia)

ehet epy POR berenderdsben (Porkin-Blmer 9600} in

Fanea camay sy '.‘: S TR Sirline O A O e, R
imazva: B4 0 k&t pere; 30 akdos 94 °0 § miédsodpere

wdso ip”":. &g 7270 3 pergy 72 70 4 peve. A PCR borpndezéshen vald ink

reakeide vizzel higiihak. Az amplifikdlt DINS fagmenseket tovibb

K {(Princeton Separafions) &
A PUR reskeidtermekeket Applied Blosystens 3724
apaileotid: %

ey

TAAAGG-3T), (6 snfvold seokvenclavariat) s Tag festdh-

Y

eakeidkat {Apphied Riosysiorns) alkalmazva, & gydetd Altal

erten kividaszion és transs

it Sssvehasoniitiuk az fsmert fehérjeszelven-

watval, & CA progranmak egy wxddostion verzidiat alkalmazva

i Methods in Engymology 183

(1990)L. A tras

ANREIAIGNY

- ismaert, specifikas, cinben gazdaz mothvam jelenlétét,

amely
il

thatd a tomor nekeds

- fakior recepior {"}('5\4}4'3{} szupstusalad Ssszes

ismort tagiaban 2 (1%, CGribskov és munlatir-

K szebvenca-prolll mddszerdt aikalmarva

bekov &8 mtsat Procosdings of

C.’,3
s
(22
.
.y
ort

139-146 (199431,
ST, FRID (pat-
. Az FRI-

A FASTA

at ‘:‘}f’fi~'§.} volt azonusithatd, mint a TNF

imaz, benne ogy knilbell 150

i

fitva 3 legiobb k&xel

.
Aot
v'\?gh A

©3

z asszedrasoniitott rdeid kSritibehil
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43%-0ns homeld

az FRI-1 kézoit, 2 LORFnak chben a 180

A AT edervait ARy A TN avvmercrantad alced Se o mAcraa e e N
aminosevbel alld régiciiban. & TNFR srupercsaldd olsd &5 masedik clssteinben

gazdag smétléddseinek profilclomadsel alapidn egy koriitbelill &-as 7 éridket Kapunk,

jelerve, hogy az FRIL gén valdszindleg & esaldd sgy ) tagi®t kédelja, Az PRI

termiek szevkeretinel loveretdsther dtvizsgdliuk a patkdnymagrat-bél cDNS kénvy-

kg
3

gredeti FRI-T sselovencidhdd w2

¢ . X,
tarat, teljes hossal

N %
i oligonakdest

ERY ,zz}"'ifl :,*..\‘\‘— v"hh&’}‘? i B

3 -GUATTATGL

. szdnmh szekvenciavaria

5T-AGGTAGUGCCCTTCCTCACATIC-Y

a primereket haszadlink & PCR reakeidkban 96 plazmid pool

éra, aholis kmags X pool 10000 U

Kidnbal szdrmard plaz-

¢ tartalmaz, Korlidbelil 1 pg plazanid pool DNS- amphifiilank egy PCR

Boehringsr M

3 berende-

annheim), oy Porkin-Bloer 96 lukas PO

He¥t)

~

mest alkalmazva, az aldbbi ciltusokkal: 2 peve 84 °C, 1 oikius; 15 misodperc 94

O {f'(
Ny

mapd 45 masodpere 65 °C-on, 30 cikdus; 7 pere 65 "Ceon, 1 ciklus. A PCR

3

reakeidtermekeket gilelekirofordzissel clemezzik. A 96 Hazmid DNS pooibdl 13

x

adott wyphfkalt TS ef, & vart relatlv molekudasidivel,

oolbéd spdrmaed DINS-t hasandljul foomipetens BleciroMAX

{inboe BRL, Gaithersburg, MDY transeformalisira, a2

zoteszitink stend

widdon, Kortitbelill 46000 ¢

wivenelinioz szivblapokra (BA-RS, Schletcher &5 telephibridizdlissal

ViE

paljuk at Sket, az eltedkben kapott PCR fermék ™

célra. A sativblapokat eléh

bridiedik ‘Sz"SS(; ¥ doranentesitett

{ Denbuardt oldat, 0,5% SDS ée 100 ugiml denaturdlt lazacsperma DNS

-

datban, 2-4 ora hosszat, 42 “Chon A seiivdlapokat azutén 5K S8, 508

wnmentesitei formamid, 2X Denbardt oldat, §,19% SDS, 1060 wghml denaturdls

L% r

csperia DNS és kéritlbellil § ng/ml jelzett proba Ssszotdtell oldathan hibridi-

dra hosszat 42 “Chon. A selvdlapokat azutdn 2X SSC-vel

zobahdmérsdkleten

PX S8C-vel 10 percig S§ °Chom, maid

X

o\ o e

SSC-vel 10-13 peraig 35 °Coone A lubndizdlddd Kénokar awsoradiografidval
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mutatiuk ki, megd 2 wdso
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gos srficdvizsgdlathor nlivocellnlde

wtirlapra visszik 4t

rs

A masodik sziwdvizsgilat sorin tzoldlunk egy plaznid kidnt (pB1.1), maid szt szapo-

X

az, &3 Kinventik a plazmidot.

>»

amely 100 pg/ml ampioillin tartaly

dazmidnek mindkét sz
A 'pub}ikus adathizis FASTA
& Nem

agol ax EST ismert génjeivel, idllchet volt egy § ot 453%-0s8

an-¢ szek

hasoplosdy a hundo és ogdr TNFR-Z génekkel. T?.gy netionin startkedont taldltank a
feiates { o C, avoely 401 amino-

safamint van 4

fndrofoh fransrmembrin szelvencias, *{»i‘“ot PROETAG

fosomag, Rl-ey verzid), Azutdn a kikévetkozictont

Sy o Ty S S1EA N wete  a
S0 anunosevddl &S szebvenctit hasznaliuk a

HEE
NFE

LY

PR

oy iitdara
O 2ROSTS

o ves X

vel. A Piloup program segiteégdvel Hloseteitil oot a szebvenciat a TNFR spugercsalad

gl

al, mad modositottuk a FretivPlot programamal (Wiseonsin GO

z
S

Be az illeszigs egy viligos howoldgidt mutst & teljes

o YN SIS
CsOomag, &i-es

- géntermekkel, valaming 8 TNFR csalad 8ssees

sk az extracelnlivis

zhetd, &s megfe

a hgandemkddy domédngdben taldlt clyzieinben gazdag

e

hogy az FRI-I gén a TNFR csaldd gy 4 at

chetett kimutatnt franszmennbrén régid

retalt reeeptor fehet, @ TNFR-1 oredetl oldhaté receptorn

Rt

roceedings of the Mattenal Academy of Solences, USA
8335 (19903 Ax IFRI gén nyilvaovale biologlal aktivitdsa kévetkeziében {(vide

Isteopretegerin {OPG)

sxnreastidia szdveiskben

searmazd Nerthemn biottot (Clonetech) vizsgilunk 3

1 POR tormckkel, hogy megtudink a bumdn dtirat méretét és
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wh ax expresezit mintdzaldt, A Notthern blottokat el8kibridizilink

areshativos
334

{,

)‘2
.

SX SBPE, 53096 fewamid, 3X Denbardt oldat, 0,5% SDX &3 100 ugiml denaduralt

~NA&

T rry N o N A A ~ gy A DY ey & ImiNtiead
lgzacsperma DNS-sel] 2-4 Sra hosszat, 42 °Ceon. A Blod

(J,

azwian 53X SRFE, 5

?

X Devbardt ofdat, $.1% SDS, 100 pg'ml denaturalt lazacsperma DINS és
wimd jelzett proba Ssszetdeld oldathan hibwidizaltatiuk 183
cn, & blotlokat szutin szobabdmérsdllcten mossuk 2X 88C-ben, 1X S8C-hen 10
¢SO Con, maid G.5X S80-ben mossuk 10413 pere

szarmazd proba  folhaszndddasdval szdmos

vl 2.4 kilobimis relatly moleknlastlyn, predomingn

a vesét, majat, méhlepényt ée a szivet, A logmagasabb a

fehotent

s mdretit mRNS fajiar

imaiging, Egy nagy, 4
kimotaind 2 vézizowkban ¢ 3 hasnydhnirigyben, A bumén magezatl sedvetben a

Eideriity, hogy

GomRl

{ten V‘i.a':f.{_;zz‘y'i_ag

af mutathatd KU & oyvimkesomdban, &

irigyben, a iépben & g vakhéiben. A wind a patkiny mind 2 huds
& patkdny pBL1

sagh oINS kidn.

Smas equbatisa ranszeenikns eeerekbe

A patkdny pBILT OPG koot haszndliuk tomplathent sy polimeriz lnereak-

a kddols %a;m‘“ azzal @ wéllal, hogy seubkidnorauk egy

ApoB-oid speciiikus expresszing v imon 8 mteal L Clin. Invest. 84, 1310-

¥

5 USSR TIETS POT begelantds; 1.8, 08/221767 sororatszdm). Az alibhi §°

&5 3" oligopuklzond privvereket haszniljuk a PCR amplifiki
Q. srdmt szekvenvia
F-GACTAGTCCCACAATGAACAAGTOGUTETR?
100 szamd ssekvencia
F-ATAAGAATGIGOCCGCTAAAUTATGAAACAGOLUC AGT
A POR. reakeidek

GACCATTCY

et (Boehringer Mannheiny) a kvetkezdképpen kezelitik

94 90 1 pere, 1 ciklos; 94 °C 20 mésodpere, 82 °C 30 misodperc, 74 °C 1 pere, 25
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1 & nutakat (tagen POR oszlopon tisziiguk, maid &-

Noxt resirikoids endonakledrolkal. Az smspfett

ds kicsapjuk, majd ApcE promoter expreserids

A kapodt kb, & HE-OPGA mikromiekok et swekve-

tsuk, hogy muthoid wentes,

v

< -
‘

znudet két Csl gradions contrifigdlissal tisztiijuk. A Hsziftott
sndenokiedzokkal emésztiik, msd a 38
assel Haztitink, A taztftott fragmenst 1

{5 munel TRISZ pH=7 4,

Hobdmis tramar {Z@‘“‘i

vegites oxbwidlt injekeiderul, Jovegdben a szaki-

i Procesdings of the National

gy of Sciences, USA &2

ey R,
1

TEY A2 WCHCIS

felhasrnalds ot fuxg Az embndkat djszakan &

bt viszfink &t alerhes D1

Rapiunk & mkroimgekeidaoti &8

foft transrgdn POR amphifikaldsdval

a gevotmnills DNY mipuakbél. Az amplifikdids wepod

ar Apo E olron egy 369 bizisplr méretl régidia, ami benne van av oxpresszios
o e Nt ~

vekiorban, Az POR any aléshoz hasznalt oligonukleotidok az alibbiake

1
W
3

1. srdmd seelvenoia

SO TOT AGA AATG AGC TG GAC

retkeziik: 94 °C 2 pere, 1 ciklog 94
o K

3 mndsodpere, 30 oildus. A 49 eredent

Kilencst leheotett azonositant

czitty transzgenikug utdd

*f;z

8-10 hetes korukban &t ranszgenikus

z

i céljabal. A megmaradt négy trauszgenikus dllathd! véseleges hepatektomaaval

Dmidhor a2 sgerekel elaliatiuk é8 2 m& ey
434 3 Y SR

sebészeti

eitavoliguk. Mindegyik transzgenikus &llat, valamint gz &t

)a:“&‘a% ko reoldiank, o sraldrodslomban megjelent
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SRS S TR S . S Tont ond sepvyordind xadesoriimts Toscias & -
a mpntdkon Morthern blot elemudet végelink, hosy XUs expe

.

csk majahdt

Ortiibelnt

bl Methods in B

IIRARG { B pgeot

ehvilasstunk [Ogden & symology

an

Ag XS })*

e

mafd Hybond-N sylon wombedore {Amersham) visszik & «

vizsgaljuk &t A hibridizacidst

211 mszert DNS-sel mint prébdve

Is

%% formandd, SX SSPE, §.3% SIS, 5% Drenhardt

it lazacsporma DINS &s 2-4x 10° cpm jelesit préba‘mi hibri-

N

Gaszotoiohl oldathan, A Yovetben a hlodokat §

dleten 5-3 perolg, maid kdtszer
3-10 percig. A transsgenikus

3af avtomdiogedfidval hatvozand

TN \Q\

A Northern blot adatok ast mutatjik, hogy & ransegemkus utddok kozdl 7

3 vt oy e N Y S BT ves 3 RTINS NN 1 . €5 . ~ AN
kinnutathatd szinton transzgenikes RS-t {a 2-as, 11-gs, 18-aa, 17-ee, 22-

I ‘ ; v kanirall coveeale Bn ey cersN v he dreaen gy eyt brr Y,
%, 33~a0 da 45 5"0" A D Sgativ xontrol SRETER 8 &2 eEVIX iransegents kus uiod 23. X~ *$\§

e Faied

zgénher nem kaposolodd mRNS-t expresszal. Mivel azt varuk, hogy ax QPG

& tramsmgenthus mRNS tlexpresszidia 56

szisziénmdsan bevitt géntenm nfjensk. A PCR és Morthern blot alapian pozitivaak

bpzonyalt

S, 16-08, 17-o8 &8 28-z¢ &lis

b
S

i}
allatot) leditink honcolas ¢s

ardsavall Ar cutandzia eldst

.

ik sz azonositdst széredt, svutin megmenil s stlyuka,

feszivink a véritket, A vént mind szérum mind teljes vér formjahan

. a

sedromkénuial €8 hematoldgial vizsgilatok célidbsl, A radiogrdfist

3

8, haldlos U belélegeptetéedvel végrehajion olaliatds widn & a

Xx IS

v bonenids Bzt kdvetden a szbveteket eltdvolitjuk ée 109

Za-form

-G8

P

¢ hisztoldgial vizsgdlatok oflahdl A vizsgilt
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dvetek kizs t ssnyhbminigy, a gveamor, a patkdbel, s véebél, a
vastaghdl & vese, a wrs/erui\ a by &5 az emdOmirigyek, & osont, 4z agy, a sxiv &

gOk, ax sosphagis, a pajes

i, & cssrRerndTmng oV, & meh, & ceowy, a

Iyag e a vézizom. A fxdlds eldit meghatirnzzuk o

&3

5

& gYOmOr, & vese

¢, A nwiltkvesdk, a lép és a cseesmi&;.niﬁgy

Siftk, A csontsndvetat clmementesigiik,

ckeiot hamatoxilinnel & cozinnal fesiiik. Emellett Gomon

son irichrotanal srdveteket, Brring hiszto

kémudt végalnk a tarfardl remsztens savas fosefatizzal {*.{

Dan, & MO

sresvepet s seftekben A BedU &s

wnunkdmiat viz

. hogy kunvofassule a replikaldds septe

ef, valaming a monociis-makrofag

sorba fartozd seffekel. Ax F4R0 feolszing antigdn exprosszidgdnak Kirmula-

formatinban fxall, pavaffinba dgyasott 4 pmees seckeidkal paraffin.

i

idrogdupe-

P

¢ s
A

roxtddal gﬂm k1, Protein ¥ al {Lipshaw, 9?*\;%3 PAY blokkeljuk, maid pat-

U-ban mkubdipk (Harlan, Indianapolls, IN). Hzt az

iyl az}u»m“kz syl s sisutity oxiddzzal Rogjur

CAY mumtad
SNPGRS

i3

Santa Barbara) hasznd zekoidkat hematoxilinne! ellenfeatitik

szdvetel mend

expresszorokban vagy @ kontroll
2, hogy a transzgenikus sgerekben a 1p mdrate kin

‘

a koantollokbor viszonyiiva. Bayhe cmolkedss voll a

dee vadrethen €y ex ek sz A transegenikus
1. Margindlis odvshedés volt a vérlemeske seintben & transzgenilus

igysay, a vizele! nitrogén &s alkaithus foszfatis szingje

___—
5. Bmellett a o

x>

eonyabb voll a transggenikes widdokban, Ax expresszdldkedl ki

lovablba, hogy megndtt a viz radindenzitase, beledrive a hossed esontokat {eombeson-

T ot

Y

tokd, o hdtgerinest ¢&s a laposcsondokat (medence) A trangzgenikus expresszéld

utddokban a combosontok relatly mérete nem it ol 3 el mdraidtSl
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1.

tek csontial festett sxekeidinak hisziologiat

primer spongiosa-bil szhrmazd poreogd

& sombesont diafizishen a csont enddrathan

shatfrozott kortex nem azonosithatd & comboesont

arek han a kiizpontl diafizist ceoniveld @8l ki A gerine

STEKOIOT 18 asyieopst

deokal muntamak, beledrive, hogy az OPG fHal

ndukalt viz-vélozasok sxisetdndssk. A reziduddis csomtveld 8le ¢ misioid slemeket

mtat,

cudin festékekkel nem volt kinnrathatd a

Hddss. Az BARO aamt e

retioutin lerg

, az egérben monocita-makrofig szdmasék sei-

St

clszind aung é)“‘.,

povizaghlata FASO pomtiv
atia a veldterekben. Fokdlisan, behorpadt F4R0 pozitlv switel

srendaral osontoX

endézal metlett felsorakozd mesenchyma sejiek behorpadiak &

. TRAP festokel alapidn sz ossteoklasziok rithdn
5 . - SEN e Vet & N NI ¢ A NN T b
goveniazatos  veontol  felsaindén ax  OPGH expresszdk

Y N

g8/ vagy chendroklasrtok Jithatok & nd

. Brrel sremben o

3

srbedld poreok végididban, de szdroul a kontrollokhoz viszonyitva

anklasziok v

(/

a metafizis korikalis fdszindn, shol 2

X

ronteollok k@23 a
& az expwesszalok &s a

kontrollok kézét, mint 8 gevineben mind @ combesontokban, A csont-akinmaideis

orreldcithan van gz OPO transzgén wRNS szintével, amis az

Aty

-RNS Mortharn bk

BORF~Td .\_

»\f OG-t expresszals szerveretel Epjetben megndit ¢

o

i}.?k@:-::m*-: hematopoifzis  kovetkertében  fellépd

emstopoiet: mazék reprezentdlva van, Az FARG ponitly

mind aw OFG-t expresszald szervezetekben jelen vannak a v
rosardls szerverets (0 kettd {2 & 17-b6D) extramedullants hematopoidzia gocokat

tartalmaz 2 wmditan, 2 oszieopetrottkus caontveld miatl van.

Mupcsenek  megligyvelhetd  abnormalitfeok  a oseosembdmirigybes,  a

>3

ovirokesowmakban, & gassirointesztingdlis  szervekben, 2 pank reato-hepatobilidris

szervekh & Mgzisi szervekben, a szaporitészeveskben, s genifo-urindris rend-
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seerber, a birben, a2 iegrendszerhen, a szivben €8 & aortéban, az emnidhen, a

Az oodr és humdn cBNS oldldsa

Az opdr OPG mBXNS 5 vigh

toledd oINS Kidnt zoliltonk egdrvese
cINS kényviarhal (Clonteck), PCR amplifikaliseal. Az ohigonukieatidol a patkany
PG eDNS seelvenciabdl szérmaznak, szekvencidiukat az aldbbiakban mutatink be:
13, szémd seekvena

ATCAAAGGOAGGGCATACTTICCTGS

ik

14, szdnm srekvencis

SSOTTGUACTCCTGTTTICACGEICTG-Y

15, ezammd seekvencia
SYCAAGACACUTTGAAGGOCCTEATRS
1, szdmd srelovencia

S-TAACTTTTACAGAAGAGUATCAGE-Y

7. sehmd seekvenoia

FLAGCGUGGLCGCATEAACAAGTGGOTETC

TENETN SN A
AR G

vy

8 SEOKVanRCia

CTAGAGAAACAGUCCAGTGACCATTCC-3
Az czzel ax elidrdssal kapott részloges &5 teljes hossaisign cONS termékeket

srekvendljuk., A felies hossoisigh terméket Notl & Xbal restrikeids endomukle-
dzokkal emeszijik, mad iz‘én}fitot’fan Klonozzak a pReCMY plapmid vektorba
{Invitrogen), A Rapott plazand neve pBeCMV-Mu-QPG. A kldnozoit termék nukleo-

o3 .
s\.\-LE‘ uu\..k*\ J:}L'l\l ...g,t & ‘ A

y 0P DS szebvencidval hasovditink dssze. Az QPG
ot lefedd 1300 bdzspdros régichan a patlidny &8 az egér DNS szekvencidk ké-

>-han azonosak.

ggir CONS szekvenda sgy 401 amincsavhal allo

LORF-of tartalmaz, soll a psthdny QPG fehégeseekvencidval hasonlitottunk Sesve, 88

kidertilt, hogy koriibelt! 94%-ban azonos, kihagydsok nélkil. Be szt mutatia, hogy az
izolalt oS szekvevcls a rigesild OPG fehérét kodolin, 83 a szekvencia valamint &

sevplr ey et eyt PO AT A O FE e Arrey it vyt A eacrdre EYTIEN it e e I TN O
szerkezet erbsen meglrzddii az evollold sordn. Az egdr OFG fehéresrekvencia tar-

~

azonos, fzlictelezett szigndlpeptidet ax Netermindlisan, &8 mind a 4

zést hely megdrzédSit. By résrieges hamdn OPG

<&
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CDINS- kidnoztunk sgy bumdn vese oINS kinyvidrbdl, az alibh, patkdnvepecifikus

STG AAG OTO TG AAG AALD OTG ATGHY

zt & polimeriz Jdncreakeld tormdlst spekvendliuk, €5 ama haszodijulk, hogy

rimereket tervezzink a hamdn oINS 3 végének

f.v

amplifikiidsirs, ogy homdn ORG

o

genomuilis kidnt §

zndiva o lambdiabar i

=3

emplatiént;

oo

25, szdned srekvencia

STCOGTAAG

AAACAGCCCAGTGACC-

21, swlemd sekvencia
S-CAGATCCTCGAAGCTGUTCAGT TG-S
Az amplifikdll PCR terméket szebvendiiuk, & ax §° vég szelovennidval sgyiitt

arra bassnaljuk hogy 3 s 37 specifibua

ahus primereket tervezzink,

s P4

amelyek @ {ehes imdn OPG oM kodald szebvencia ampl fkildssdra haszndlhatdk

CHGOGUOGUGGGLACCACAATGAACAAGTIGH

AGAATTGTGAGGAAACAGOTCAATGGC-Y
tarndn POR tenméket szekvendljuk, majd irduyitotian

Ivitrogen), Notl és Xhal restrikeiss endo-

felhasznd plagnud neve pReCOMV-human OPG. A

kldmozot termsk nokdeinsay

i hasonlifjuk dssxe. Az QPG LORF-01 lafedd 1300 bazispdr mdreidl é

gioban a

patkany €5 az egdr DNS szekvencidk kdrfifbeltt! 78-88%-ban azonosak a amdn OPG

o

o

cEINS-gel. A humdn QPG c.E}NS rekvencia tavislmaz egy 401 aninosavhS! Alld
LORF-ol 15, 8 eal dssrohasoniitjuk a patkdny & az epér fehérjesselovencidkkal. A

megidsolt humdn OFG fehdoe kéuibeltd §3%-ban sronos &8 koritbell 90%-ban

Ay e we oo il dyna L o Foyama s Sy -
azonos a patkdny &s az ¢ A patkdny, opdr & Innvdn fehéndk szekven-
cla-illeszigse axt muatis, hogy crdsen megdrrddiek ar evelicid sordn. A human fo

azt josoljuk, hogy van egy M-termindlis szignalpeptidie, &5 van 3 potencidlis
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helve az N-kapos czéshen, amelyvek ki megdrzdddit a patkdny &s az

G DINS- & szdmitor aminosay seekvenciiidl a AL &s 8B, dbrakon

srdvott szekvencial, A humén OPG DMNE- & megidsall aminosav

}OLes B dbrdkeon dthatd {125 szdowt szekvencia). A patkdny, egpér

s homan OPG awonosay ssekvencidtnak Ssszchasoniitdsa a 98, & 9F. brdkan

A}

Tovilbi humdn QPG cDRE kidnok folidass felfedie

5 je-

ottt DNS ssekvencta 183

e QT -
a SO dbrén bemuis

3

hogy aszparagin helyvettesit egy

a B dbrdn

""‘f‘.
st

bevradatolt speloveneia 3-a8 peefcididban, Az ezt a vallozdst hordozd 9bb kidnban a

4 o S RV i~ A Oy P NP R S
encia 1O rdsze sronos avzal, any a 2. £5 9D, dhedkon lathatd

Az QPG kezetl modellandse

worndnenmios sz

¥

Az OPG Nefermindlis résre homoldg & TNFR szuperosalid Ssszes ismert fagis

extraceifulins rdszdvel {100 Abra). A legielentdsebh mothvum a TNFR-rel rokon

gonekosk ebban a vépd&idban sgy kiriiibelil 40 amincsavar tartalmazd, ciszisinben

£

8 szekvencta, amely kEldnbd=d stroktirdkba szervesddik {Banmer éa

-

73431445 ( .ii?_‘}}}jé. fz a motivem dltaldban adgy (3-6-0s tariomdny}

iancdeny

ax O dbrat), s tudoty, hogy szevepet dtszik
Boutler ¢s van Huffel Science 264, $67-663 (190431

altaldban hat elvilasutd clsvtein-vsoportot tartalmaz,

St dispnifd hid | 1 jatszanak szerepet (8

Banner és mitsan Cell 73, 431-445 (189331, Néhény receptorban, miut

CD4G receptorban a tomdtlddd domének kdzal néhany

uldnts dowmén profiljghoez

3 moankatdveal mddszerdt alkabmarva [Locthy &5 misal: Protein

Seienee 3, 139-146 (1904}, mad az eredményeket grafibuwsen dbrdecljuk, a

U(

Wisconsin Package {(&1-es verzio) ProtyPlet progravid haszndlve (Genetic
Compuizr Group, Madison, W (18 dwa). Az Hlesutés vildgosan mutatja, hogy az 1=

dees domdnek kdpzddesdben arerapet Jatand cisrtein-csoporiok kenzerviladiak, Bzt ax

tesztest haszodljuk anutdn a hundn OPG N-termundlis doménie hiromdimenzios mo-
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K konstrudlasdra, a ps

20w struktivipanak mint temphitnak 2 fothasznalisdval [Ranner és misal; Cell 73, 43

Fanek

grésther @ peplidgerine & a2 azonos  csopartok

oldailincainal atomi koordivdidlt o TNFRI Irsztdlyszerkezeténsk koordingtéinél

~

k¢ eligrd oldallancol 16bbi koordindtdist o

masotiuk le, Bzt kivetben az inszen

LOGK programmal generdljuk {Molseslar Applcations Group, Pale Als, CAL

Arutan Inomifjuk g hdromdimenzids wodelll, a LOOR §

wenatasgval mandmali-

zaiva a honformfcd

\ ¥ Teeres & e .
jarval vald anaddgin alapidn axt foltételes gy

7 QPG heandwmdval vald kélostnhatisdnak mo-

pos
Lo

tyezerkezetdt hasendlink egy “OPG ligandum™ hdromdi-

grafikusan mutaguk be (lasd 11 &bral, a

A P/ Hgan

5 3 OPG molakuldbdl készigik el amelvben az

f: \}‘4‘ ST

(“,;

e
s
o

then. Bt g mode

sminde 2, &4 $88208 CroPL

OPG modellt szémitiul B Azok a csoporiok, amelysknek elidr @ homplex

howrdférbetdsdglik a monomerben vald horzifirhetdadatdl, valdszindleg kole:

tasha épnek a Hgandummal.

.

y

A humdn & ar egdy OPG anunoesay 3

o 1438t egymas mellé iles &g

et az wformacidt b

clifik azokat a szekvencidlat, amelyek

dag domengket tartalmazzdk (124, &8 128, dbra). Mmdegnik
gidsolhatd strubturdliz jellemzdt vannak;
tavtalmaz, amelyel gz 382 {C41481 O34-1g) &5 az 8§83 {(C44-C82-

1g) diszulfld bid kalakitdsdban vesznek részt, Jollehet az S81 kotés nem evidens a

lapfan, @ konzervall trozin 8 28-38 pozicidhan homeddy a TNFR]

% ’

amir®l lsmert, hogy a Ho6-tal kdlostnhatishan réezt vesy a

derdn K Ar O r-nek van egy homoldg hisztidin osoportia a 75-8s pozi-

3 -~y
i

cidban, sugaliva, hogy az PG Y28 & H7S ceoportial Sesretartanak & tormderetes foo

heéxjében, ugyanigy, ahogy a homoldg csoporiek teszik a TNFRI-ben., Fnnek
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Nucleio Acidy Research 10, 4071-407% eiS?B}}, a csukiodomén elst aminosavatdl

{Ghe-09Y a Coenmmalisig, &s evsbet hatdrolja egy §7-Nuott fizids hely valamind egy 3

Sa'f és Xbal hasitdsi hely. A plaznidot hamdn 1p kdnyvtdr (Clontee) PCR amplifi-

N

calasdval allifuk elb. A PCR reabeidkar 100 pl végtérfogatban végerziik of, &8 2

&

egység Vet DNS polimerdz (New England Biclabs) baszrdlank, 20 mmold TRIS-

N

H{pH=R8.8}, 10 mumol/} KCL 10 ol (NH:80,, 2 mmoeld MeSGy, 0,1% Triton

X-100, 400 wmoll az egyes dNTP-kbAL, valaming epy ng az amplifikslandé cDNS

e g

kKomyvtarbel, 1-1 pmol az egyes primerckbdl Ssszetételll oldatban, A reakeidkat Ggy

)

wicialiul, hogy &35 “Ceon 2 perag den cSvetl 30 oikius 95 *Clon 30

masodpercg, 55 “Coon 30 masod L percig. Az §7 primen

24, szimy szekvenoia

SSATAGCOGGUOGUTGAGCCCAAATCTIGTGACAAAACTCALR

amelvben taldlhatd egy Notl hasfdst hely kdzvetlent] az IpGwyl csukiddomenie olsd
soportia nidn §7 irdayban {Gla-B9). A3 primer ax alabbi

- .
25, snéent szekvenocia

SSTCTAGAGTCCGACTTATCATTTACCCGGAGACAGUGHALAGGUTOTTE-

ameiyben taldihatd Sall &s Xbal hasitést hely. A 717 bauspdr méretit PCR termsket

ot &s Sall restnbetds enzinumel emdésaipik, elekwofinéeisse] fxolilink gy 1%-0s

agardzbal (FMC Corpl), € a (Geneclean sljdrissal tisztitiuk BIO 101, oo, majd

s enzimekkel emdaztet! pBluescript I K8 vektorba {Stratagene)

kKidmozzuk. A kapott plarmddbag, & pFe-AS-ban levd inszertet szehvendlink, hogy

Huk a PCR reakeid pontossagst,

A kidnozott egédr eDINS- a pReUMV-MuOPG plazmidhan amplifikdljuk az

alabbt ket primer-pér alkalmardsa

26, srdmi srekvencia
SLCCTOTGAGUTCAAGOTTICCGAGGACCACAATGAACAALGSY
27. szhnd szekvencis

SLCCTCTGOGHUCGUTAAGCAGCTTATTTITCACGGATTGAACCTG-Y

2R, swdpal srekvencia

FCCTCTCGAGCTCAAGOTTCCGAGGACCACAATGAACAAG-Y
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30, szdmu szekvencia
SSCCTCTGOGGUCGUNTTGCATTTCCTTTCTG-Y
Az elsd amplifikdlia g {elies OPG LORF-of, és egy Notl basitast Eaeiyet hox

i

tre, amely hompatibilis a leolvasist keretben levd Notl hasitdst helivel g pFoAl

fzrds vekiorban, & pFeA3 vektort Guyv aliftunk elb, bosyv cev Netl hasftisi helvet
Lot e P D2 o

hozuuk 1éire & laan Igi3] Fe oDNE 216 aszparag insav csoporija mellett § irdnvhan

cidval egy olyan linkert visziink be, amely két irrelevins aminosavat

El

ik az OPG fehére & az g0 Fo régié kizai kapesolddast. Bz a

szhez kapoesoljuk, akkor kodelia mind & 401 QPO csoportot, amit

Kovet a humén IgGl Fe ég‘é 27 aminosava {F1LFo) A mdsodik primer-
par az OPG eled 180 aminosavat kodeld DNS szelvencidkat amplifikilia, amely a

felidtelezett Hgavdunkd domdnt tartalnazza, Ugvantgy mint az eldztkben, a 37 pri-
e Lol Lot R

mer egy mesterséges Notl restrikeids hasitdsi helyet hox létre, amely a C-termin yhlisén

ceonkiiolt OPG LORF-ol 2 i80as pozicidhan  levd treominedl fizdonadlista

z

tleniil ax 1gGl Fo doménjével {T

S

RS

z

Az OPG 401 csoporfdt és 2 humdn Fo régld 221-ss sminosay csoportidt
fovy E e

Kapesold ammosa‘v- seebvencia kaposolds modosithatd, az alibldsk szerint A

DS&x

huumdn Fo régld 216-220-a¢ csoportjalt kddeld DNS kivighatd, az aldbhiakthan emer-
tetett mddon, vagy a humén Fo régd C2I0-as csoporfiimak megfeleld cise-
teincsoportol watdliathatiuk spevinre vagy alantura, Az ezek dltal » mddosivott vel-

o : : N

tovok dital kédolt OPG-Fo fimds felérje transzfeitathatd humdn 293 sejtekbe vagy

10 seitelbe, mayd & rekombindns OPG-Fo fehége az aldbbiakban ismertelett madon
tisztithate.
Mmdkét terméket Jramyliottan konozzuk a pUEP4 plammid  vekiorha

{Invitrogen}. A pCUCEPY tartalmazzs az Bpstein-Bary viras rephikicis origdidy, és képes
¥ 3

szdmalis rephilcdeidra 293-BEENA-T seifekben. A kiindoldsi pCEPS vektort, vala-
mint a pCHEPY-FLFe 63 pCEP4-CT Fo vekiorokat lipofektaijuk 292-EBNA-1 sejtekbe,
2 gyartd altal aifnlol modszercket alkalmazva., A transzfektdlt sejteket srutdn 100
ng/iml higrouvicinen szelektdljuk, hogy a vekior expresszidjdt szelektaliuk, maid a
kapoit  sntibiotiRuim-rezisziens mmeo"* enydszeteket  Ssszefdlydsie tenvésztjitk. A
tenyészeteket azutan szérwm-meniss tdplalajon tenyésetik 72 dra hosszal, maid a
kondictonalt tiptalajt eltdveolifuk & SDS-PAGE-val elemerzik. A poliskrilamid gél

~

ezlistisetéadve]l X lehet mumfatnl a2 antibiotkom-rezisziens 293 tenyészetek &lial
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termelt 15 kondiciondlt tpaly feldridhet A pUEPAFLEC &5 a pUEPALT Fe kone
dicrondlt thplalaiban a josolt rodrelll egyedi cstkok nagy mennyisdghen szekretdlddaak

(laad a 138, &3 1300 Abrikat). A teljes hosszlisdgn Fo f wie magas koncentri-

cidban akkumulalodik, jelezve, bogy stabil lehet. Mindkét Fe f feliénét anti-

Tamvean

gal (Fiorce) mutagiuk K Western hlottokon, jelesve, hogy

an (}‘E’(r«?c farrds fehéndt Protein-A ows

%
5o
"?‘
=
e}
o)
5
£S
L‘.?
'I;\
a/‘

alfal ajdndott mddszert alkahnmzva. A fhén

szekvencla clomuxémck vehjith ald automatizalr Edman dsgm&é&io‘v&i,

& miunkatirsal Allel mmertetett modseersl

witsatr Journal of Binlogical Chomistry 262, 1035 (188N 19 ciklus ntdn ar aldb

 fehetett meghatdrnenic

"DPETGHQLLOOH
Bz a spekvencia azonos & szdmitott egée QPG antnosay szekvencidval, a 22-es

anunosavval

zel, hogy a termdszetes emifis verdrszekvenoia

hasitass hely a Q21-E22 andnosav vsoportok kG288 van, é8 nomy az Y3152 Koz,

~

shogy azt eredetileg gondoluk, A 293-EBNA seitekben a pCERG-FL e & a pCEPY-

B P TS IRV I PR S 23 ravesa Tefeeded W et SN RS
Ko keustrukewdhkal végrehaptot exprossaids kisérictek axt igaroligk, hogy az (PG

(y\

asan hathat a Hpanduma megkdidsers.

3

A (NG 22- 18001

o &3 a amOPGZ2-4011-Fo flndk koseitésére & exp-

X

> hasondd elidrdsokal hasendlnnk tovabbi egér &

A humay 1 1185 smincsavakal B5d0ld rdeesdld

S
e

oINSt {MaOPG G ESS}VFC} aw aldbbdak szedint Alliguk el A pReCMV Mu

13

Osteoprotegerin plazmidbol szdrmazd ragosdle
> e 20t

£

OPG oDNSA {ert ax 5. példdban intuk
ley aovplilikaljuk, az aldbbi pumer-piat slkalmazva egy, az elézdkben ismertetett poli-

G2 Hooreakeidhan

32, erdentt seelovenoia

FCTCC OTT GOC CTG ACC ACT TR
I3 szamu szekvencia

1233808
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FCOT CTG CGE CCG CAC ACA COT TGT CAT QTG TTG ¢

an

Exoa primer-pdr az OPG leolvasdst koret 63-

;»w
()")

REAs

s

aminosay psoportiait {ex a
27264505 bhasparckoak felel meg) kdold rdgesdld OPG NSt amplifikilia,

x

st st a 9AL dbvdu mutatjuk be, 8 3 primer tarishnazza @ Notl resirikeids hasitas:
helyet, amuely kowmpatibilis o pFede Fo fixds veltor Notl hasités 1 helydvel, & termék
fefedt a 436-os basispdrmd! taliihad sgvedi EcoRY restrikeids hasidst helyet, Az amp-

ihall PR tormiéket fswtiguk, Notl és EeoRI restrikeids endomulleszzal hasitud

~

atd a kapont BeoRI-Not restrikeids Sragmenst tszifgul A rigesils 1-401 GPG-Fo

: X
CTERBOKKSE

oRY &g Mol reatrikcidg

sen eifdlifion POR termdkhes Hgdlink A kapott
S OGP csoportokay kédodja, amig
an Igll Fo régidnak mind 2 227 aminosay caoportia. A rég-

. N

¢ fiaids velitort 292 softekbe ranszfektilink, antibotikummal sve-

teletdijuk, maid az eléa8kben ismertetett médon kondiciondlt tiptalaiokat Allitunk olb,

Felehtdll ragosdld OPG 1185 Fe fivids forméhet Protein-A oszlopkromato-

asokat albalmae

~154-e8 aminosavakat kadeld rig-

alabbiak seerint Alftuk elé. A pRoCMY

Mu-Osteoprotegerin gger OPG ocDNS- az aldbbi privose-pdirat

SETCCOTT GCC OTG ACC AQY Oy

35, szamn szekvencia

1

SCCTTCTG OGO G CCT TIT GO TG CTT OTC TGT -3

,m
529
o
[ %
o

Fe a primer-par az OPG leolvasisi kevst 70-194-e5 aminosav csoportjait {ami

o~ &
3

glelel a 298-672-es bizisparoknak) kodold sigesdld QPG oDNS- amplifikalia. A

\

M
3 prituer tavtalmazr egy Notl restriketds hasitdst helvet, amely ifomth a pFeAl

-

Fo fuzids vektor leolvasdal keretben levd Notl hasiidsi helyével A termek tartalmaz

210 hasiidst helyet a 436-c3 bazisparnadl Av amplifikal PCR

R Sy
egy agvedi BooRI resird

,A,

csald OPGI1-401] Feo fads vektorba kidnozzuk, amit az el

smertetiiink. A kapott pCEPY alapt expresszios velitor az 1-194-e3 QPG ceoportokat
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kadolia, amit kdzvetlend] kivet & humdn IgG1 Fo répidnak mind a 227 aminosava, &
vigosald OPG 1-194.Fe flxids vektort 293 sejtekbe travsefekialiok, sutibiotiromal

i sdptalajt Allitonk o8, A kapott szebrdcids termadket

sval (Pleves) dsatithuk, & gydetd altal gjdniott eljdrdst

alikalmarva,

A lorudn QPG 1-401-es aminosavall 2 hwmdn  fgGl Foo oégidid

fuzionaliaiva kodold humdn O DNS- a2 aldbbiak szerint dllitul ol A pReCMV-

hu osteoprotegerin plazaidban lev M-t {18sd & péiday amplifikdlink,

1254-54;

SLCUT OGS AGC TCA AGC TTG GTT TCC GGG GAC CAC AAT G387

SLCCT TG CGG CCG UTA AGU AGU TTA TTT TTA CTG AAT GG-¥

EITRRY

G huredn OPG fehéndt kidedi

A kapott POR tormelk @ telies hossaisdey

el

Motl restrikoios hast

(V./

ebyet hoz 1éire, smely kompatibills ax FoA3 Fe

Grishan Yevd Mot hasfids

helvevel, A POR termdlet Irdnyftottan

-

‘mozzek & pCERE plaxzmid vektorba, az eléa@khen ismertelett madon. A kapott

expresszity veklor a humén OPG 1-402-28 csoporait kédolia, amil kSzveilentt! kovet

a homan 1gGl Fo oéghd 227 aminosav csoportia. & transefekidll s antildotikummal

pet

szelehtdll septekkel kondictondlt tapm } gt allitank elb, €8 a hoQPG FlFe fizids

ferniéket Protein-A osslopkromatogrifidval (Flerce) Haziftuk, a gydrtd Htal ajanion

i alkalmazva

A lowndn OPG 1-201 anmunosav cxoportiait a hamén [eGl Fo régidishoz

mndliatva kodole humdn QPG DNSAt az aldbbiak szerint dllithuk eld. A pReCMY-
hu osteoprotegerin plasnadbal srdrmexd bumdn kidnozott OPG oDNS-t PCR-rel
amplidikaijuk, az alabhi nulleotld primer-part alkalmarva:

AL sy et r s e

38, sramd szekvencia

1253480

SWOCTOTG AGUTCA AGUTTTG GTT TCC GGG GAC CAL AATOR

T STEKVEIIA

1254-92;

Co XN XSS
x x

e taa
x a

s o
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S-COTOTG CGG CCG CCA LGOTAA CATCTATIC CALY

Y

Ez oa primerpdr az OPG lechvasdst keret 1-201 aminossvait kédold human
OPG cDNS régiot ampliftkalia, & Notl reatrikeids hasitist helvet hoz e 2 3 végen,

o~

amely kompatibilie az FoAd Fo fizids vektor leolvasdsi keret

& tormdl, b az Fo vdszhez kaposoliuk, alkor ar 1-201-es OPG

£y

hasitisi helyével. Bz
ceoportokat kédolia, amit Idevetlendl] kivel a humén 1gG1 Fo régidnak mind a 231
-

aminosav osoporija. A POUR temudket irdnyitottan kidnozzuk a pOUEPS plazmid vele

torha, 8z ¢ fz zokben smerteted mddon, & transefekialt & antibiotonumal sroleltalt

sejtekbdl i(@;mi‘.ic.is' Sszititnk, magd a hu OPG G201 Fe fiwide termeket

54
ey

. Limcyme $rvaprnenen ms fhon o ‘:'..-,g i v, Sy LY SN e
A oszlopkromatogrdfidval {Pleree} tiszHyguk, a ayvirtd dllg

atkablmarva,

re

Az alabby elpirisokat alkalwazouk npeme-fsiondlt egdr &8 human OPG

b3

e diaves s SR NI
2itdadre &8 oRprosszal

Ara
2QrA,

‘,‘w—

.

A teljes hosszdsdgyd rdgesdid (PG {1-401 -5 csoporiok) emids seitekben vald

expressrdlisdhor plazaidot késs a pReUMY Mu-Osteoprotegestn plazmisthdl

szarmazd végesald QPG cDNS inszert PR anplifikdldséval, maid a SR

{DeClerck & misalr Jownal of Biologicsl

Chemistry 266, 3893 {1991}, Az aldbbi oligonukicotid primereket haswndliuk:

SCOG AAG OTT CCA CCA TGA ACA AGT GGC TET GCT QoW
41, spamg gzekvencia

jd

’J ]

TOTGTCC AT ATT ATA AGC AGC TTA TIT TCA OGG ATT G-3°

A

A ragesald OPG teljes hossatisdgd leolvasisl Reretét PCR-vel amphfikalivk, az

= = % B

alabbigkban wmertetett médon, A& POR terméket Hsziftuk, majd Hindl és Xbal

restrikeids endonukledzokikal (Bochringer Manheim, Indianapolis, IN) emészijii, a

utd altal apauiot! koriimények kdzdit, majd HindlT és Xbal resirikeids endonuide-

chal emésztelt pDSRa plaznudba lgdhuk., A rekombindns kKidnokat restrikeins

’

srelonukisdr emésrtéssel motsgak ki, maid szekvendijuk, hogy igaroliuk, miszerint

nem vittliok be mutdeidkat & ginbe a PCR amplfikicids iépések sordn

<

=S,

A kapott plazmidel, a pDSRo-mel¥PG- aranvhiresiiy patefészek {QHOX

)

sejtekbe visszik be, kalclmmos transzfekoidval fWigler és mitsat: Cell 11
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Ao oegyedt kicnokat a dibidrofoldt redokide (DHFR) gounek 2 phlonided] vald exp-

2

sessziCpara alapnis szelekeidval vilasaiuk ki és szdmos kiont izoldhmk. A shgesdlé

At a CHO sejiele kondiciondlt tdptalaja Westsan

presarale seyteket valaszynk ki, maid az QPG exp-

> <

noinde kezolésael, a  seakirodalonthan

~

YoClerck és rutsal: Joums! of Biological Chemistry 266,

X

1A CHO septvonalakbdl kondicionalt téip‘a&kyﬁt kKésritiok, amibdl tovibia

stAIE rdgosilo OPG fehéné

.

s hosszisagh human OPG {1-401 -cs aminnsavak) emlds septekben vald

hasznalhatd plasmmdot dgy aligek o8, bogy a pReCMV-hn
Osleoprotegerin plazmidban levd ¢INS Inszertet szubkldnozzuk a pDSRa vekiorhy
[DeClerck és misat Jownal of Biological Chemistry 266, 3883 {19913]. A pReCMV-

plazmidot teliesen megemsartiik Notl cnzimmel, tompavégiivd alakitiuk

enow fragmenssel, mad wliesen megewmdertiik Xbal ensimmel A veldor TINS-

\SGL ERES d. X?tsaﬁ

~ A rekombindns

azatin szebvendljnk, bogy jgazolpk a homdn OPG cDNS helvex

orientaciofat

A kapott pRERu-haOPG plazmaidot armyyhdreadg petefszek (CHO) sejtekbe

visszlik be, az eldzikben ismerietett médon. Az egyes telepeket a plazmid vektenhan

X

lewd dibidrofoldt reduktar {DHFR) gén expressedéis alapidn spelebtdljuk, mad

szdmos telepet woldlunk. & huwdn OPG rekombindns fehérie expresszidiat a CHO

sgptekkel keszilett konliciondl taptala) Western blot elemudsével kovetjitk. Az evbsen

.» X

expresszale kldookat valasstiuk K, mgd ax OPG exprossziot tovabh erdsititk,

netotrexatos  kezeléssel, A humdn OPG-L expresssdls CHO  sejtvonalakbsl
kendieionalt taptaiagt készittlink a feheérjetisziitishos,

A rdgesald QPG 1-185-8x cxoportialt kédold expresszids veltorokat ax aldbbi-

sie szermt allitjuk eld. A pRoCMV-Mu OPG-bH sedrmazd rigesild OPG cDNS«

amphkdijul, az olébh ohigonukicotid primerek fulhaszndlisdval;

sedmg seekvencia

[ 41
=

TCCCTT GO CTG ACT ACT CTT-8°

¥

43 szamd szskvencia
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1356-12:
CCTCTG TOG ACT TAA CAC ACG TTG TCA TET GTT GOW.Y°

Bzzel a prmer-paral sz OPG leolvasst kevet {27R-645-8¢ blwispdrok) 63-
N F

183-85 ammmosavait kodeld ragesald (PG ¢IINS< amplifikdliuk, wsmely egy
ol £\ e

mesterséges stopkedont tartalmaz klzvetlent] 2 ciscteln kodon (C183) utdn, amit egy
mesterseges Sall restrikeids basithst hely kovet. A kikdvetkestetett termék tartalmaz

~ 3 7.

EcoRd restrikeids hasitdsi helyvet, amely 16! hasrndlbatd egy eldkdazitett vek-

torba vald szubkidnozashoz, A PUR amplifikdlde utin & kapott terméleket FooRT és

’

Sall restrikcids endonukledrral hasttpul, magd 2 pagy fragmenst gélen thhatitek. A

tisztitott termeket anutdn ax elézdkben ismertetett pBlaesoript-muOPG FLFe plazmid
EooRI & Sall emészigsdvel kapolt nagy restrikeids fragmensével ligalink. A kapott

’

plazmidet Hindlll és Xbhol restrikeids endonukledeoblal emészijik, wajd a kis

1

fragmenst golen tsztiuk. Bzt a fagmenst, amely az 1-183-8s osoporickat kddeld

C)
nyitol lechvasast Reretet tavtaloazze, azutén 2 Hindll &5 Xhol restrikeids endomalcle-

1.

dzokkal emesziett plEP4 expresszids vekiorbs seubkldnezzuk. A kepott veltor, a

pmePG [1-185], egy csonkiiott OPG pobpeptidet kédel, amely a 185-8s poriciohan
fevd cisztein-csoporingl ér végel. A framsefekidlt & antibiotihnmmal sselekidlt

kondictonalt taptalajt ax clézékben famertetett mddon &lligak eld.

44 szami szekvencia

FACCOTTGCCCTGACCACT ST
45, 3zémy szekvencia
54130

FLCCTOTGTCG ACT TACTIT TGC GTG GOT TCT CYG 1T

oy
(57

IJB

Bzzel a pnmer-paral az QPO leolvasasi kerst {298-672-e3 bawispdrok) 70-

194-es aminosaval kédold rigesild OPG <DNS régidt amplifikdljuk, amely egy

mesterseges stopkodont tartaimay kfzvetlendl] a Bzin kodon (K154) atdn, amit egy

b
el

mesterséges Sall restriketds endowikiedz hesftdsi hely kével. A kildvethertetett

&

termék tarishoazr egy belsd EcoRl
elkészitett vektorba vald kidnozashoz. A PCR amplifikdlss wtén a kapod tisztitott
terméket BeoRI és Sall restrikeids endonukledzzal hasitiuk, majd a nagy fagmenst
gélen tsztitjuk, A tisztitott ferméket azutan av cldzlkben ismerietett pBluescript-

oG FLFe BeoRD és Sall restrikeids endonukledros hasitdsdval kapott wagy
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fragmensbe szobkidnozzak. & kapott plazmidot HindIl é5 Xhol restrikeios endowm-

smnesatiilk, maid 2 kis fragmenst gélen Hsztitiuk, Fxt a fragmenst, amaly az

o

3
i
R

kddedd myilolr leclvasds! kevetet tartalmaz, azutin Hindld &

_;,
7.

kal  emészieft pUEPY  expresseids  vektorba
szubkldnozzek. A kapott vekior, @ prunOPG [1-185] egy csonkitott QPG polipeptidet

gradik, A travsziokialt &5 antibioti-

kddod, amely 2 194-e8 pozfcidhan levd lxinndl vé

v
kuramal szelekialt kondicionalt taptalajt ar eldizdkben smerietett médon ailiguk elé,

Szérmos nuddciot hozank Kire s he(PG (22-4011-Fe gén 57 végén, amslvekkel

vagy amnosay helvetiesitéadket vagy delécidkat visziink be az OP{3he a 72-32-e5

csoportek kdzdi Mindegvik mutacidt a “Cuickchange™ Site-Directed Mutagonesis
Kir"-tel {Stratagene, San Diego, UA) vissuik be, a gydrtd sltal ajdnio karitlndnvek

kot Rovider, a huOPG [22-4011-Fo plazmid DS i‘&mg_:s}étofi tartalmard reskeid-

elegyet Piu polimerdzzal Kezaljik derovimddeotidok jelenlétében, ma apd egy POR be-

P
b
’\

1” ’

rendezdshen amgiiﬁf it eldzdkben tsmertetett modon. A reakeidelegy egy

altkvot optens Escherichio colfi XL1-Blue soitekbe vissatd

ik Gket. A tanszftomdnsokbdl sxdomazd plazmid DNS

fnidk wgavoilsina,

e

(’)

soporiaimak
Kivagdsara, gy slliguk o & hadPG {37 401 Fe fhzios fehdnét

140, sedvmd szekvensia

143011

STTHGCACT ACC CAG AAG TACCTT CAT TAT AL

LaR

4-.

P436-12:
N-OTC ATA ATG AAG GTACTT TG GUT GETOCAY

Az alabbi prmer-part haszodljuk 2 humdn OPG gén 22-28-as csoportjainek

Kivagasdre, {gy allftjok ¢l a huOPG [29-401]-Fo frids fehérdi

FGOA CCA CCCAGUTTOC ATT ATG ATG AAG AjA G

143 széam szelivencia

ANA TR
1436+ O

SLGTT TOT TOG TCA TAA TCA AGC TGH GTG GTIC O
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Az alébin ~31':fmef~§3ém haszndlngk o homdn OPG gén 22-31-e¢ csoporijainsk

e

o
&
W
Peda
[eN
s
O~
)
b8
faad

3 z > svs
kivagasara, 1gy 4l

eit a PG {32-401-Fe §

144 spdrad sweak

v e
T80T

P

1A NG
1530280

5-GAG AGG TTT OTT OGT CCT GGG TG TCC AC-Y

Ax aldbby primer-part basznddink & humds OPG gén 28-as tiro~

X

sinesoportis kodompdunek fonilalanin kodonra vald cseréléeére, fov Allithdk old a

e
HaOPG {22401 1 Fo Y28F fiwid

P46, szanut szekvencia
1456-29;
SLOGTTIC CTC CAA AGTTICOTIC ATT ATG ACY

o 4

P47, swiret spekvencia

AL GAACTT TOG AGH AAA (G

Az aldbby primer-pirt hasendliuvk s hadn OPG gén 26-0s

v

prohincsoportia koedonidnak alanin kodonra vald eserélésére, {oy ok ol a QPG

143983

STLOGA AAUGTT TCCO TGO AAA GTA COY TCA TTA TG-Y
148 swdn szekvencia

1429-84:

S NA

-UAT AAT GAA G

fEACTTTOCAG GAA ACG TTT 0.3

Mindegyik kelethezd QPG [22-4011-Fo plazmidot, amelyek a megfeleld
v RS 3

a8t tartabmazedk, azutén buman 293 sejtekbe transefektdlink, maid s mutins
OPG-Fo fixios fehéndt az eldzliben ismertetet! mddon tsztitiuk a kondiciondlt tipta-
lafhdl, Ax egyes & cmi biologial akitvitdsdt a 11, példaban luwertelelt in vitre

sesgdlattal hatieoreud men

S
poey

Az QPG sxpresazidla Escharichia coli-ban
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pAMGRT
A pAMO2T eypresszids plazmid a2 Arsgen pCFMIE3S expresszids velaorhd!

razik (ATCC #69576), and visront az Amgen exprosszids vektor rendszerhél

rmazik, amit a 4,710,473 srdmt Amerikail B

rvestilt Allamok-beli szabadalmi beje-
ismertetick. A pUPMISSS plazmid & mér left pCFMR36 plazmidbdl

srtathatd (4,710,473 szdmt Amerikat Egvestilt Allamok-heli svabadaind beje-

ivhi médon: {2} T4 polimerdzzal elroncsolink a két bels

r

def restrikoids

is\. \\b}\ (j/ '%
hasitdsl belyet, majd tompaveg Hgaldst végziink; (&) ax egyedi Aatll 85 Clal rostrikeida

hasitiss helyek k&

Ulevd, a sanietikus Py prowotert tartalmazd DNS szekvencidt

< PR ‘. - ~

2gy hasonld, a FL promotert tarfalmazd fragmenssel helvetlesititk, amit a pUFMS38

F Al el 4,710,472 szangd Amerikal Bgyvesitlt Allamok-beli szabadaimi

F O UTAATTCCGRCTCTCALCYALD

VAACAATGOUOCOCTOCAAAAAATARATTCATAT

AGATTAAGCOCAGAGTGERATGGT T IO TTACGOOGGGACOTTTTITAT T TAAGTAT A

ATACAGATAACCATCTGCOUTGATASATTATOTCTEOCGETATTGALS TAA A

GTOTATTCQTAGACGCCACTATTTAATAGAGALUOUCACAATTHTATTT-

AAAL
STTETTTGH

TACTGAGTATAT 3

SATGETBACCBUCACTATGACTOGRTGTAGK saden szebvenef)

{lal

majd (¢} az aldbbi ofigomakdeotiddal helve rvedi Clal és Kpnd hasfidsy

helyek kozdtt levd D CYenCat:

VT s

FOGATTTGATTOTAAAGGAGGAA TAACATA TGO TTAALGOGTI GGAATTCGGRTASY

{48 sedvoi azekyvencia)

3 TAAACTAAGAT

CCTCOTTATTCTATACCAATTGCGCAACCTTAAGD &

{49, szdmid szekvencing

Clal Kpal
A pAMGILT expresszids pluzmidnt a pCFMI656-0s plazmidbd] dllithatiuk 18, egy
sovozat helyspecifikos bdzisesurével, amit PCR-es oligonnkleotid mutagenexissel &

DNS szekvencia helyvettesitéssel hajnnk végre., A plazmnid PoopB roplikicids promo-

ere kbzvetlen szomszddsdgdban 57 i‘;‘é;nj_sv"bsa;n fevd Bl hasttdst helyiéd (180-as bixis-
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pavy kindolva, & a plwoid replitdeids génjel indnyvéban heladva wz alébb

Wi % .
CEZRK €100

bdmsoserdks

nAMOGIT bp# bp a pUFMiess-ban amegvaltozott bazispdr a
pAMGZ 1 -ben

# 204 TiA CiG

2428 AT GC

HI09 GIC A

)-;.,f‘

- ket G/C bazispéar beszlrasa

FLO07 GG A

F1028 AT T/A

#1047 e LA
#1178 G A
#1466 GIC L
300K IO bp delécid
£2187 00 1A

F2480 AE /A

AGTE GTCA

TCAC CAGT

#2642 TCCGAGEH 7 barispdr deldoid
AGGUTOG

435 H AT
#3446 GiC AT
#3043 AT TiA
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o8 posicio a pUFMI656-ban} és Sacll ($4385-4 s pozioid

helyek k626t restrikeids hasftdsl helveket ax aldbhi DN

szekvencrdval helyettesitiok:

SN

GOETAACITATEBCATOETONC-

TTGCACGCATTGCATACATACDAGAGG

AGOEAAUTEOCAGGCATCARATAAAALGAJAGH

COCTOTCATCO

TEACGOTCCOTAGTTTATTITGOTTTOCOAGTCAGCTTIONGA

HTCTCCTEAGTAGGACAARTUCGT

o~

FEAAAGUAAAATAGACAACAAACAKC AT TOOAGASGACTCATCUPOTTTAGGOG-

FEQAGCGGATTTHRAALGTTGCEAAGCAACGGRCCCAGAGHGTEGOIGGCAQGACGCOOGE

ACGCCTARACTTGC AACHUTICETIGCCGOGUNTCCCACOGOCCETOOTGOGRGRG-

AAACTHICAGGCATCAAR TTAAGLAGAADGUCATCOTGACGOATOGCOTY T TGOS T
STCCETAGTITAATRCHFICTTCCGUTAGGAL TGO TAO UGG A A AR ATGY
Aaill
ACTCTTTIGTTTATTTTTCTAAATACATTCA TATGOACGTCGTACTT AL
TIGAGAAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATACCTHUAGUATGAATTO-

STTTTAAAGTATOGCOAATCAATTINCPCUTGTTAAAATTGUTTTAGAAAT,
AATTTCATANCOETTAGTTAAUGAGGACAATTITAACSA

CTTTGGCAGS
AATCTTTATGAAACCG TG

SGOTTTREE TG TATTCAGTTTCATTTGUGCATTOOTTAAATGEAAAQTGACOGTGCROTTAC

CAAATAACATAACTUAAAGTAANCGUETAACOAATTTACCTTTOAL THGCACOCGAATG-

STACAGCOTAATATTTITGAAATATCCCAAGAGUTTTTTOCTICOCATGOCOACGUTA A AL

AAASAGGAAGCETACGGHTERGATTITG

TTPCATTTATTATTTGOTATAT

ATTTTTC

RO

o x
x

s 02
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AAGAAAAAGABAASACCAATTTAGDA ACAAALTAAATAATAAACGATATAAATAAALAQ

SATTATUAACTAGAGAAGGRACAATTAATG

FATATQTTCATACACGEC,
ATTAATAGTTGATUTCTIOCTIOTTAAT TACUATATAAGT

TAAAAATA:

ATETECSTACATTTTITAT-

TATAL

TTGTCTTTCTCTGAATHTGA

STTOATAGATATATCAACAGAAAGY

VITATOAATAGGEAAACTAMACCCAGTSAT AAGBACUTCATGATTTCGCTTCTET A A

SATCOTCATACTTATCOCTTTGATT TG GG TCACTATTOTGOACTACTARAGCIEAAGARATT-

A T GGA AT T T T AT T LA A A T TG T T T TCASATATATTOOAAT
AATGTAAAD

AKTCG
FCTAAAAAATAAATOTOGTAACAARAGTT TATATAADGTTAA TTAGCCAC:

AATCATTGGAGTTAGAATAATOTAL

TCATATTTTATTAAATTAGUGTCATCAT-
TTANTAACCTUAATCT TATTAGATGATATCCTAGTATAAAATAAT CGCAGTAGTA

TAAT

-AATATIGOD ITTTTTAGGOTAATTATCCAGAATTGAAATATCAGATTTAACCATAG

GIUTTAACTITATAGY

‘ATA

& v A
1 EATAAL

CEAAATTOETATS

SAATGAGCATAAATCATOSOGAGTAAAT AR TAT I ACAATOTACDATT T TAG TOATATCAG-

STTACTCCTATTTACTAGCEUTC AT TTAT TATAAGT G TACA THGTA TCAGTATAGTE-

TEATEATTCUTTCTACAGGCT

TATTARTTATTOTGT-
FTATAGTAATAACGAAGATOTCOC AAATTAAAATAA T TAA TAAGATA-

SAAGTOTCRTCG

CATTTATETCTTTCATACCCATCTOTTTATOC T LACCTTATIOTTTATC-

A

TITACAGUAGICGTAAATS

CAGAAAGTATOLGTAGAGAAATACHAATGGATAATCASACAG

SGUAAGTTITTGCOTOTTATATATIATTAAAAUGGTAA TAGATTRACAT T TGATICTAATAA-

ACTOTAAACTAAGATTLTY-

~

SOGTTOAAAALY

FOACASTATATAGTASTTYTGUCATTATC

\<

PIGGATTTITGTCACACTATTATA TGO T TCAAATACAATTGTTTAACA T AAGTACOTG
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TAACCT AAAAACAGTGTGATAATATAGCOAACT T TATGT TAACAAA TTGTATTOATGRAS

~TAGGATCO TACAGOTITACG A AGA AR A TG T T TU T TATAGTOG A TTAA TUGATTTGATT -

AGUATOTCCARATOCOTICT T TANTAAACAATATCAGC TAR TTAGO TARACTA A

SN

TTAGATITOTY

e N

FAATTASAGGAGGAATAACATATGOTTAACOCGTTGGAX TTOGA-

SGATUTAAACTAARATTG T ATTOTATACTUAATTE

HCAACCTTRAGST-

GUTCACTAGYOTOCACCTECAGGGTACCATTOGAAGUT TACTOCAGGATCCGUGGA R AT AA-

FIGATCACAGUTGEACGHICCATGGTACCTTCGAA TGAGCTCOTAGHOGOUTTICTT-

CGAAGAAGAATGAAGASAGCCUGAAAGGAAGCTOAGTTGEOT GO TOUCACDGCTRAGCAATA

CAATCGACGACGETOEUGALCTCGTTAT

ECTAASDGHITOTTGAGGGGTTTTTTGO TG AR AGAL
GATTRROCCAGRAALTOC

LAAARAACGACTTTCCCC

R IRENE

STTGGQCOAGAALTGUGAGAAQTG 5 {13504 poz

i @ pAMGET plazmidban) (46, sadoud spehv

Eonek s seeiovenciined & tapadds végeinek o Hgaldsa sordn o kiilsd

ogyedi Aatll €5 Sacll hasitdst belyek

]
fae )

=k elronianak, Vannak

waszins plasmidot az Amgen

atlithatink =i, a8 pAMG2EY epyvedi Ndel {#4759) é FooRi

A

S szekvenciat arx aldbbi oligonukicotid duplexszel helvetteaitjiin

Neled Whel EooBl

ACATCATCACCATCACCATCATGCTASCGTTRARLGTYIGG 3

eencia)

¥ ACTTTGTAGTAGTGOTAGTGGTAGTADGATOGCAATTGUGUAATCTTAA ¥

salaarValsonalalenGia
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A pAMG22 expresszits plazmld a2 Amgen pUFMI

szarmazhal, amit viszont az 1987, decomibhe

siift Allamok-beli svabadaln bejetentéaben smer-

tetell exprosszids vektor rendszarbél allfthatd elé. & pUFMISS6 plazmidot elsal-
Hibatiak a szakirndalomban temertetett pCFME36-0s plazmidbal (4,710,473-s azaba-

dalm bc;_iiz}f:z tés), ax aldbbiak sperint:

cdsdh Mdel restrikeide hasitdst helvet, T4 polimerdrzel folisltve,

magd tompaveg Hgdldst hajtva végee; (B) a szintetikus PL promotert tartalmazd, az

vedi Aatll e (lal restrikeids hasiiast helyek kostut levd DNS szekvensidt egy
nasonid, a PL promotert tartalmard fragmenssel helyveitesititk, amit a pCFME36-08

N

b ol lebet kinyernt (4,710,473 a8 svabadalmi bejelenidsy:

olap
&
Aatli

g

¥ CTAATTOCGURITCACCTACTAAAL S

ATQOORCICTSUAAAAAATAAATTCATAT-
FTGCAGATTAAGOUCAGAGTEGATGOT T TGTTACOGGOGGALGTT T T YA TTTAAGTAT A

A4

~AAAAAACATACAGATAACDATS

FTGATARATTATCTOTGGUGG TG TTGACATAAA

STTTTTTGTATOTCTATTGOTAGACGUCACTATT TAATAGASACCGUCACAATTGTATTT

STACCACTQOUGOTGATACTGAGCACATY

CCACTATGALTCETOTAGES {54, szanyd ssebvencia)

Ol

wapd (o} ax alibbi oligemullootiddal helystiesitith az egvedi Call #x Kpnl restrikeids

K kdedn kis ]

fven it o }\ S N
fasias: feive

JEAATAACATATGOTTAACGCOTTEGAATTOGGTAC Y

3 TAAAUTAAGATCTICOTCCTTATTGTATACCAATTIGOGCASOCTTAAGS &

{36, szdrovt szekesanial

Clal Kpud

A pAMIEAZ expressnds plamidot a pCPFMI656-08 plazmi ithatjuk elS, egy

sorezat helyspecifibus bazisoserdt végezve POR atlapold oligonubklectid mulagene-

%

zissel &s DNR szekvencia helyvortesitéssel. A plazmid PoopB replikicids promotere

f}

mellett 57 irdnyban levi) Belll hasitasi helyndl (#180-as basispdy) &s a plazmid repliki-

X

ci0s génjel irdnydba haladva, az alabbi baziscseréket hajtiok végre:

it
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#3444y

#3643

Ax epyedi Aatll {(#4304-es porieid 3 pCEM1I636-ban) és Sacll {4*5“—&5 pOFACIO 3

pCFMIGSS-ban res

vencigval he i‘c"‘
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MIBSE

TR

AGYG
TCAC

TOCGAGG

AGGCTCG
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frikeios hasitdsd helyek |

kxd
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3-as pozind a pAMGI2-ben}

3 GCOTAACGTATGCATGOTOTCCCCATGORAGARTAGGRAALTGCCAGGUATIAA-

FTGCACGCATTOCATTACGTACCAGAGUGETALGCIOTCATOCC T RGATG TEALTT

';\ o~

ACTCGAAAGACTGOGUCITICGT T T TA TOTG Y TOT T TG TOGGTS-

TITTOCTTTOOBAGTCAGCTITCTGANCOOBAAAGUAAAA TAGACA ACAAACAGCDAD.

GUGGATTTGRACOTTOOGAABTAAUGG-

GOCTAAMCTTGCAALGCTTCGTTGCC-

COOGNRAGGETROCEERIAGGACGOCOGCCATAAADTGOUAGGCATCAAA TTAAGC AR AAG

CEACCOLCOETCOTEOGGGUGOTAT T TRACGGTCOG TAL TTTAATIOOTOTTO-

N

R

PCTACAAACTOTTTITOTTTATTUTTCTAAAT-

IARARATAAKTAAARAATAY TrA

~AUATTCAAA

R ¥ \4‘\

FALGTCTUATAATTITTARAAAATTCATTTGACAAA TOUTAAAATT

STORTAAGTY ACTCTGCAGAGTATTAAAAATTTTTTAAGT AAAUTATTTAURATTYTAAG-

STTGATTAATATICTY

CAATEGTCAGOGUTCACAATTTATCOATTTGATTCTAGATTTIGTTT
AATTATAAGAGYTAACALTCOUBAGTOT TASATAGUTAAACTAAGATUT A AACTOA-

TAACGCGTTOGAATICGAGUTCALTAGTGT-

SATTCATTAATTTCCTCCTTATTOTATACCAATTCCRCAACCTTAAQCTCGAGTGATCOA

CHACCTRUAGGETACCATGRAAMGUTTACTCGAGHA TOCGONGAARGAATAAGAADAAGAR

FOCACHTOCCATGETACCTTCEAATGAGCTCOTAGGRGUUTTICTICTICTTOT IO

GUCCGAAATGGAAG

LA

TCAGTTGRUTQUTGOCACTGOTGAGCAATAAUTAGCATAALS-
CAACCGACGACTOTOGOBACTOGTTATTGATCOTATIGG-
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CHTGGGACCTCT A AACGOGTUT TGAGIOG T T TITGO TEAAAGGAGHAR L CGUTOTTCA -

GATTTGOCOAGAACTCCCCA AR SAAUGACTTTOCTOU T TGGOG A A AT

NNy
AFGAACTOCGGA

SCGOTOTTONDG

seekvens 1‘»\)

(¢ T 8T, sukont szekvencia)

Bzeu helvettesitd DINK az

vencia tapadds végeinek Hgdldsa sordn a széled Aatll &

A hasitdse helyek elvorolanak. Varmak egyedi Astll & Sacll hasftasi helyek a
whvettesiiett DNS-bey

B Humdn OPG Met [32-4010

A példdban a haszndll expresszids vekior 2 pAMG2I, ami & pCFMwiﬁmak

egy ssdrmaréka (ATCC letdl szdm: 69376}, amely megfoleld restrikeids ha

et tartalmaz

a célial, hegy a lux PR promoter utén géneket lehessen

&

heilesstent [a lux expresezids rendszey lofriaat 18

53,3188 ssdmd Amerikat

gyesiilt Allamol-bell szabadalmd bejelentéaben]. A haszndll pazdaseit a GMIZ0

Eseherichia coli K12 gazdaszervezet kromoszdmiiin egy masndik helyre integrald-

dostt. Mas, dhtalinossn haszadlt Escherichio coll expresseids veltorol éx vazdaseiick
A !

18 alkalmasak az exprosszalisra.

5

A bhuwdn OPG polipeptid N-termindlis metioninidt és 32-401-u8 anvnosavait

&p
kéddold IING seekvencidt a pAMUGZ] exprosszidos vektorban a luxPR promoter szabie

vezzik, az alébbial szoring. Ennek végrehajtisdhon az #1357-20 &3

cligonakieotidokkal mint primerekkel PCR reakeidt hajtunk  végre,

sernplatként a pReCMVY-Ha QPG DNS haszudlva, amely tartalmazsa a bundn OPG

khust haytunk végre, az alibbi pavandierckiel 94 °C 20 masodpercig,

o~ o 5 .

adsedperez, wmajd 72 °C 30 masodperciz. A kapott POR mintdt aga-

roz gélen sestvilasetink, a POR torméket Mvigiuk, tisztiijuk &s Ky valannt Bam¥]

restrihoios endomukledrokkal cmdszhok maid deztiink, A #12S7T-21 & #1257-22

szintetikus oligonukieotidokat Mmmkcm foseforilezziik T4 polinnkisotid kindzzal ¢

}

X

rvamelegitlk &y lassan hagyiuk ssobahfméesél-

il

ATP-vel, mapd Sssx

fetre itlni, hogy cligonuldeotid tinker duplex, amely Ndal &5 Kpnl

tapadds végekel tartalmaz, A #1257-21 & #1257-27 oligonuklentidak kdzdt kialaladt

toszfonlezett linker deplexet, amely Ndel & Kpnl tapadds végekkel rendetlenil {lasd

a 14A. Abedty, valamint @ Kpnl &5 Baml resivikeids endonukledzakial eméarteti s

Jetdth srdmar 35764). Ehben a lacl) promoter &3 a lacl zén a protodf
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usztitott POR torméket, anit a #1287-20 o #12587-1%-es oligomukieotid primarekkel

altimnk eld, wényitotian bedpigiik & pAMG2T plazmid veldor két hasitdsi helve, azas

az tedel &5 BanHI hasitdst helvek kasé, standard rekombindne DNS sechuikdl alkal-

mazdsaval (thsd a 144 abrdt és aw aldbbi szekvencidkall A szintetikus Hokerben

¥ -

Escherichia cofi kodonokat alkalmerunk, és exzel vissziik be az N-tsnmindlis metio-

}

et
(223 BB R

Ket kiont vilasztunk ki, exslbd! plagomid DNS< zoldlank, maid a buman

BTN < s
3

OPG inezert szelovenciaidt DN szebvendlassal ellendrizasik, A kapott pAMG2T plae-

wadet, amely tarialmazes a humdn QPG polipeptid 32-401-es aminosavait kadold
R TV

=

1

szekvenciakat, €s kizvetlentl olotie loolvasast kerstben egy metionint, pAMG21-

BQOPG met [32-401] vagy pAMG2 L-hu(HNs met {32401 jelzdssel 18tnk ¢l

<

#i ¢ szamt oligonukdeotid

FTACGUACTGUATCCTTATAAGCAGCTTATTTTTACTGATTGGAC-Y

ukleotid

SLGTCCTCCTGOTACCTACCTARAACAALYY

{60, sz szekvencia)

HI2F7-22 s2émd obigonnkieotd
SLECGGCHGACATTTATCACACAGCAGUTGATGAGAAGTTTCTTCAT A
{47, szdmd szelovensia)

Az Ezcherichio colt GMIZO pAMOT-buOPG met [32-40171 e IXYT 20

YN

wéswitet! tenydszetell az indukeid el 30 *C-

3
X

af kanamicint tartalmaro wéptaiajban }

on inkoebaliuk. A QPG met 32-401] géotorméknsk a PR promoterrdl ©tdnd

gy ériik el, hogy szintetikus antoinduvcert [N-{3-oxchesanoill-Di-

mdukeidias

homoszerin-lakion] adunk a2 tiptalajhoz 30 ngiml végkoncemtricioban, majd a

tenyészeteket tovabbi 6 dra hosszat vagy 30 °Coon vagy 37 “C-on inkobiliuk. 6 éra

a baktérinmienyvészetehat mikroszhoppal dtvizsgdlink, hogy tartalmaznak-e

zarvinytesteket, mayd cendrifugdldssal Weptik, Fényited zarvinyteste

wey an wndukdll tenyészetekben, and azt nowatia, hogy a rekombindns huOPG met
[32-401] péntormekbol valamerayl oldhatatlan forméban kelethesik Evcharichia coli-
ban. Valamemnyl bakténum-tledéket 10 mmoll TRIS-HCYRHR, 1 mmoell EDTA

&8ss

¥
«.“-Z

ctételll oldatban szusrpenddlunk, magd kozvetlenill bzdliatipk 2X Lacmmili
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wintapufier 1X végkonesntrdcidban vald howzdaddsdval, B-merkaptoetanol 5% vég-

soncentracicban vald hozzdaddsaval, majd SDS-PAGE-val slemezzik. Lénvegesen

erbsehb, kérilbeliil 42 kDa méretd, coomassie fesidldoe] feotdidd oaik figyelhetd meg

azon az SDS-PAGE gélen, amely a 30 *Coon Hetve 37 °Cuon tepyesziett, nslukal

Sesz-lzdtumalt tartalazza, mint a 2-es sdvban, mmely sgy 3G *C-on,
mdukalés néill novesaietl tonydez dssz-Nefiuomat taralmazza (14R. dbra) A varnt

[a¥ad

i

-~I

atermek 270 aminosav hosszdsdgl, virt molekulastiiva koritheltil 42,2 kDa, 37
e

om hat dra hosszat végzett mdekalds wtdn sgy wovibbi fenvészetet tlepitink, majd a

ax Fi g ,M kB SN
zérvimytestek  iroldlisy,

ranyvibag

mivkrofingdg mmoeld TRIS-HCVRHS, (08 meld

wétriun~kilond “shii rhen svu

Z}}ﬁr.ldé}fij‘{ﬁ\ majd fisszor Stengediik egy Microfinidizer
Model 1108 {(Microfluidics Corp) berendezésen, mgid daszegyfititk. Boy alilove

véaxt eltdvolitunk az dsszegylittt nuntdbdl (mikrofluidizdll Sssz-Brdram), mad a

..... - \
megmaradt anveget 20,000xg-vel Wlepfgik 20 perclg. Contrifupdlds atdn elidve c‘ﬁifgit:-.k 2
ot Gntkrofhaidizalt oldbatd frakedd), majd az Weddkek G szaszpendalink 23

TRIS-HCEPHS, 0.5 moll néttum-ddond, 6 mol karbamid dsszeténld
oldathan {mioofludizalt oldhattian fakeidd, Mind az oldhatd, mind ax oldhatatian

frakeid alikvot részt azonos trfogatt Lacvuall mintapfferhier £ 5% véghenoentsd-

enlevi f-merkaptostanothor sdiule A mintakat SDS-PAGE-val clomereik,

2

Yy ;§égL rekombindus hoQPG met [32-4017 eéntormek talilhatd ax

1¢ fehérie zdrvanytestelnek Hsrtithsdt az aldbbiak

”

1 siirdségeradiens

X0 oa babtoriglis sejt

assal ef a tapla-

‘t.!‘

votorral felszerell Becloman 168 cenirifugdba, 4900 x gevel, 18

z

“Con A bakteridlis dledsket 5 ml vizben szosypenddlink, wmaid 10 ml

‘iogatra higiuk, ot 2 sowsrpensidt (gbehittdts rors

l

damentes acdl csészébe
witrahanggal olroncsoliuk, standard hegeyel folszerell Branson
mény=3, cichie=R3%, &0 impulzus). Ax ultahanggal hesugdrzott

Apszpenzist egy TLA 1003 rotorral felszerclt Beckman Optima TLX ultracentri-

centrifugdijuk, 19500¢ x g-vel, $-10 perciy, 23 *Coon A feliliszdt elémtjilk,

magd az ledékel mosdpalackbs] vizsugdrral Sk, Az tledékeket dsszegyitik,

aly mdden, hogy egy mikro-spatulival felvakaruk, majd egy fiveg homogenizdidha

visszik & (15 ml & kapaciidsa). Of mi Percoll oldatot (75% folvékony Percoll, 0,13
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moil  nétmom-klonid)  adunk 2 homogenizéldhoz, maid  tartalmat  addig

homogenizdliok, axdg egvenlotes sruwrpenzidt kapunk. A térfogatot 195 mbars

b

ntveliik, Percoll oldaet hozzdedistval, Seszekeverjik, majd 3 Beckman Quick-Seal

-~ N

resszitl (13 x 32 mm) A csfeeket & gydnd ajdnlisal szerimt zarjnk le A

csdveket Beckman TLA 1003 rotorhan cenirifugdbink 23 *C-on, 20000/pere fordulat-

(21600 x g) 30 percig. A ostveket atvizspdljuk, hogy tartalmasnak-e
sikemintazatol. A zdevanytestek  hinverésére o gradions  frakeidkat
mapd vizzel higiuk, A& wdevinytesteket centrifugdiissal

Uepitiik, wmad SDR-PAGE atin meghativorzuk a fehério-koncenirieidt.
A zarvanytestek egy alibvot részét sr aldbbiak szerint izoldliuk, maid 1X

Leewmmbl mintafelvivé pulforben (3% S-merkaplostancll tartalmaz) oldjok, mad

SDS-PAGE gé

a«,x}aw? uk, exiltal 8 zdrvanytestokbd! erfsen tisziftont rekombi-

s hudPG | 1} géntermdist bapurd. A sdrednyviestek SDS-poliakrilanid gélen

<

G, kfiibeltd 42 ka odretlt ostkot kivagink ax
frpzzak ar Nefenmndlls awminosay  ssekvencid,
fenyegeben Matsndaira &s munkatirsal lefrise szerint [Matsudairn &8 misal Journal of

i Chenistry 262, 10-35 (1887)L 19 ciklus utdn az x13bbi aminosav szekven-

rhea X ',w PR A O TON
opft hatavosink meg:

SMDEETSHQULCODKOPPGTY-COOH (62, sxdmd szokvenaa)

Bzl seekvenoidt azonosnak faldluk o pAMGR] Ho-OPG met [32-4017 expresszids
vektor altal kodolt elsd 18 aminosavval, amit a bakterialis oxpresszios veldtor egy me-

=iy fernvel.

fionin ceoportial megfeie

40
v

Az ppy M-torminglis metioning 88 a humdn QPG 22-401 -es aminosavait kadold

it a foxPR prometer vezériése ald helvezzik, a pAMG2 prokaridta

mitd expresszits vekiorban, az alabbiak azerint, A pAMG21-haGOPG met {32-401)

Svvers

rroldlt plammid DNS-t (Idsd B. seeketd) Kpnl és BamB restrikeids endonakledrolkal
hasitiuk, maid & kapott agmenseket sgardz gélen vilasstiuk szét. A B fragmenst (ko-
Sretit fragmens) standard mddszersk alkalmazdsdval izoldlink

S &g BE26TO7 ardms sz

aligonuiizotidokal egyvenként
oszfordezzik, maid bagyiek bogy cligonekleatid lnker duplexet képerzenek, amely

»

Ndel és Kpul tapadds végeket tadalmaz, 8 B, szekoidhan tomertetett mddazersk alkal-

1A saantebibus Haker duplex Escherichia coli kodonokat hasenal, 85 Neer-
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mindlis retionint ad a fehéridher. Ax Ndel & Kpnl tapadés vé sgeket tartalmazd

11 izolak, koral~

fosziorilezett oligomiklsotid lakert & a pAMG21-uOPG met [32-46¢

264 hazispar meévetd fragmensét Kprd éo BanHl restrikeids endonuikledrollal

.

ik, maid iré&'z}»‘i‘-‘;{ma‘a klonerenk 8 pAMG2 MNdel & BamHl hasiids s belvére,

o middse

(/J

zersk alkalmazasival, A lghld elogyet elshtiopori-
szervezetbe ranszivrmédliek, & gydrtd dltal megadott

Sx‘“i\kwkm}\ plazmud DNS- tzoldiunk, majd DNS szek-

venalast végzitnk, hogy {gazoljuk a huCiPGomet (22-4017 2én DNS szakvencidiat,

63, azdunt seekvencia

#1267-08 szdma ohigonukleatid

SLTAT GGA AAD TTT TOU TCC A&A ATA TCT 1A TTA TGA TGA AGA
COTTC TCA TCA GOT GUT QTG TGA TAA ATG TCC GUC GGUG TACY

&4, crdmd szekvencia

26707 szimd oligonukientid
3-COG GUG GAC ATT TAT CALC ACA GCA GCT GAT GAG AAS TTT OTT
CAT CAT AAT CAA GAT ATY TTG GAG GAA AAG TTT COAY

yond

Az 33 pAMOG2Ihu(PG-met [22-401] pazdaszervezst
tenyészetét IXYT tdptalajba tessrilk, amely 20 pyml kenamicint tartalmas, rwajd

v

wdukdlds elftt 30 *Coon idoubdlink. A rekombindns péntermek expresszidianak

wdukaioidt & pAMGRT velctor kPR promoterdrdl Ggy &tk o, hogy szintetikus
antolnducert fn-(3-oxoheranoil}-DL-homosrerin-fakion] adunk 2 tiptalajhos 30 ngimt

o

veghoncentriciohay, majd fovs

pR

3b & Ora hosszat indoekdlink 30 °Coon vagy 37 *Coon.

Iy

Hat dra elfeltével & bakteridhis tenvészoteket contrifugdlfssal Wepititk (=30 °C, 146
vagy 37 °0 +6) A bakteridlis tenyészeteket is vagy dozvetlendl az indulcid elén

Glepigitk (=38 °C Prel), vagy egy misik megvaldsitasi mdd swerint nemn adunk

- omasik tenyészether, amit tovabh 6 dra hosszat inkubdhmk, igy

<

alt {UT) tenyészetet (=30 "C UL A 30 °C Prel, 30 °C U, 3030

PRO vagy 37 °C I+6 tenyészeteket szasependiijuly Hrdltaguk, majd SDS-poliakeilamid

gélelehtrodoresiasel (PAGE) elemezziik, a B, szekoidhan inmertoiett mddszer szarint,

L poliakrilamid géleket vagy vovmassie blue-val fostiitk és nydl anti-mou OPG-Fe



XO XK XN ONNO KW P
13 % . X
* LAY Y
» x
RS N . X 00

[
o)

poliklonalis sllenanyagaal reagdlistiule, a 10, példiban leirtak alapiin. Az indukeid

utdw géntenmek spint vagy a pem-indukdlt (30 °C UL vagy indukedsd

Proly mmtaval hasoniiijuk Ssaze.

D Régesdio QPG et [32-4011

Az egy N-termindlis metiouint &s a rigesdld QPG 22-401-es aminosavait
kGdold DNS szekvencift a luxPR prowoter vezérldse ald helvemnil, a pAMG2I

prokaridte plazmid exprosszids vektorban, az aldbldak szerint. PCR- véertnk 2

15 oligomubklooiidok mint primerek, valanurt 3 pReUMY-Mu
QPG DINS mmt templdt folhaszndléstval, o B. szekeidhan twmerteteit POR ciklusok

CR ermékey tiss

mad Xpnd & BaaHl restrikeids

erzimekksl hasith a B, szeketdban ismertatent modon. A #1267.81 & #1287-82

»
"
o
fioecs
oo
7
4
5%

szany szintetikus eligonnklectidokat egyenként foseforilezziik, majd hagyiuk hogy

(RIS

wakieotid linker duplexet képezrenck, auely MNdel s Kpnl tapadds végslet tar-

:..,6.*

talay, & B sxeboidhban lsnmerietstt modszerek alkabhoazdsdval, A& szintetilus Baker

2

duplex Eroharichic cofl kodonokat hassndl, és Netermindlis metionint ad 2 &hérishez,

Az Ndel ¢ Kpnl tapadds végeket tartalmars, & #1260-61 & #1260-82 oligonnkies-

(;c

nidok ké sukleotid Bnkert és ¢ #1257-16 &3 #1257-18

ehgonikiestidol alkshonazdsdval oiballitoft, emdertett &y Hsrtiiott POR tormdket

wanvitottan kidnozzek & pAMG21 Ndel és BamHI hasitast helvére, standard rekombi-

nans DS wddszerek alkabmadsdval, A lgdld elegyst e}t:}»:.::mpﬁm il Escheriolia

ranssformdijuk, & gyirtd dlia] megadoty fefrist hasmndlva.

fo

dlupk, plazmid DS zoldluak, wajd DNS szebvendlist vdgziink,
hrogy igazoliuk a MaOPGeamet [22-4017 géo DNS szekvencidgjas,

A pAMOGRT-MuOPG met [22-401] plaxmidot hordond 393 sejtek rekombindns

mOPG met {22401 polipeptididnek ax ax nduleld otdn a O

whban ismertetedt modszerrel hatdrozad meg,

6%, szams szekvencia

STWTAC GCA CTG GAT QUT TAT AAG CAG COTT ATT TTC ACG GAT TGA

ot R
A0, SZAMD szelvenoa
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3G CTOOTG GTA CCOT ACC TAA AAU AGC ACT GCA CAG TG

$7. szdmi szekvencia

ST GUA AAC TCT QUC TOC AAA ATA COT GUA TTA CGA TCC GGA
AAMTTGO TCATCA GOT GOT OTG TGA TAA ATG TGO TOU GGG TACY

&R, szamd szekvensia

A0 CAC ATT TAT CAC ACA OCA GOUT GAT GAC CAG TTT O0G
OAT CET AATGCA GGET ATT TS SQAG GCA GAG TTT OCALY
. Raecsald QPG met 132-404

Az egy Nesrmipalis metiomint &8 & rigesale QPG 22-401-es mmtnossvait

kodold DINT szebvencidt o hoePR promoter vezdriése 2 gk, a pAMG
prolandta plazmid expresszids vektorban, az aldbbiak srerint. A #1267.08 &z #1287-

{9 s2éma szantetils ohigonukieotidokat egvenként fosefovilensitk, majd hagyiuk hogy

ehgonekieotid nker duplexst képerzensk, amely Ndsl & Kpud tapadds végekat tar-

talmaz, a B, svekciohban ismertetelt mddszerek alkalmazisdval, A seintetikus Haker

2.

duplex Escke

pq

donokat hase

ndl, do Netermindlis mstionint ad a fehérjéhex

Az Ndel és Kpnl tapadds végeket tartalmazs, a #1200-08 és #1260-09 nligonukiso-
ndok kdzdtt Bireidt, foszfortlerett olgomikleotid lnkert 88 a #1257-16 & #1257-15
oligomukleotidok slialmazasdval eiddllitott, & 2 Kpnd valamint BamHI restrikcios
endomikiedzokkal emésziett & tisziftott POR torméket (leivdsdt Med az oléztkben, a

L. szekeidban) winyitottan Kidnozzok a pAMG2T Mdel és Bant hesitisd helvére,

S nudiszerek alkabmazdcdval. A Hgdld elegyet slektropori-

{.\)

s .
vitad wsgadoti

2

gardaszerverzethe transeformalink, & gvded
szelekithank, plazoid RINS< izoldbuk, maid DNS szek-

Guk a muPemet [22-401 ] gén DNS szekvenct

A rekombindns pAMG2] plazmidot hordozsd 393 sgjtek rekombindns muQPG

met {22-401 1 polipepiididnek ax expresszididt az indukeid utdn 2 €. szokeidban tsmer-

et moddszerrel hatdqrozzak meg.

%

Sy e ey 1
62 3pame szekvenoia

S AU

P \
3 2O

4‘5
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PAT GUGA QOC AGA AAC TGG TCA TCA GOT GOT GG TOA TAA ATG
TGO TOC GGG TACY
FO. axdoed szekvencis

§7-09

By

SU0G GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GUT GAT GAC CAG TTIT TG

GGT COA-3’

F. Ragesale (PG met

egy N-lermundlis metionint & azt kévetden sgy lizincsoportot, valaming »

?’} vt o

~401-es amnposavait kédole IMNS szekvencidt a luxPR promoter

> ald helyezalik, & pAMOGEL prokaridte plazmid exprosszids vekiorban, az

aldbbiak szerimt, A #1282-95 &8 #1282-96 svémn szintetikus oligomdisotidekat

ik, waid hagyiuk bogy oligonvkleotid  linker duplexet

<
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pacds végeket tartalmaz, & B szekeidhan ismerte-
tett wddszersl alialmazdsival & windethw lnker doplex  Fscherickio colf

kodonokat hasendl, &5 N-termupdlis metionint ad a fohéridher. Az Ndel & Kpnd

fapadde vé

eiet tartalmard, a #1282-95 & #1282-9¢ oligonukleotidok kazdit Wireidt,
fosetort 3 livkert €8 a I ezckeldban ismertefstt, Kpnl és Bam¥l

restrikeids skkal  emesatet,  Hsatilelt POR terméket  whnyiiottan

Klonozauk & pAMGZT Ndel & BamBl hasitdst helyvére, standard rekombindns DINS
dugerel alkalmazasival. A Hgdld clegvet slektroporacisval Escherichia coli 393

gardaszerveretbe anszlormudlink, o gyietd dlal megadott leirdst haszmdlva, Kionokat

szelektdlunk, plazmid DNS-t izoldlunk, wajd DNS szekvenalist wégeiink, hogy

TaOPG-Met-Lys [22-401] gén DNS szekvencisiae.

A rekombinans plazmidot hordozd 393 sejtek rekombindns pAMO2 LVOPG

s

bet-Lys [22-401] polipepiididnek az expresszididt az indukeid utan a O, seekoidhan

% 4

ismertetett wadszerrel hatdrozznk meg.

T sdmd szekve

y,a
o
b

STWTAT GAA AGA AAC TCT GOC TCC AAA ATA COCT GUA TTA OGA TCC
GOA AAC TOG TCATCAGCT GUT GTG TGA TAA ATG TG TCC GGG TAC-

D ria§ orekorey
2. széamd szelovencia
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ATT TA
GLAGET ATTTTG GAG G

OO0 GAG CAC
GAT CGT AATL

fucsdld OPG met-lva-Chis [ 22-401
Az alibbi N

R

csa;mr&to&cat‘: Met-Lys

(_‘/i

MEKH), valammt a régesald OPG 22-401 -os aminosay

axPR promeotes

shvtak szeriy

orbaiy, ap alah
x muint primerek, valamint a

alkalmazdsaval,

wsmerteitiink, Ak

terméket kivagiuk, dsstituk, wald Nedel és BamHl

emdsziiiik &8 tsztitiuk, Az Ndel &

1

- alkabwazdsdve

i
ENEN

&

nukleotid  primersd

0k & pAMG2E Ndel s Bamt

-~
Sl

m\fztvt‘:a;; cidnos

ndne DNS mddsrerel alkalmaz

rdaszervesethe fra

aszitan

Aekitdlank, plazmid DNS<

4011 gén DNS

Rilonoka

T

‘maw

hogy igazolivk a muOPG-MKH |

A rekombindns pAMOGRE plaw

Mo {3G-]

{ hatdrozenk nies.

el

spelkoioba Ismevtetett modszerme

CATA TGA AAU
TGQUOTC CAA AAT ACC PGC

ATC ATC ALC
ATH

H. Rigesdld OPG met-lvs [22-401 ikusy

VOAC ADA GCA GOT GAT
HUA GAG

o POR- hajtunk végre az #1300-50 &

PAMOG2 -mudPGanet ({22

A POR koribményvek azoncsak

i i LhOLO‘Q,
Huk, a gydetd dtal megs

izetdionk, wajd DNS e

X
hordozd

MEKHIZZ-401] polipeptididnek az oxprosszididt az

CACG AT

CTG GAT COT TAT AAD CAG COTT ATT

ARSI S 2
° o

°
® e ¢ & LR S

x*Ve

GAC CAG TTT
TITOTT TCAY

it kodotd §

DS szelvenctdt a

erigse ali helyezziik, & pAMIRT prokaritis

s #1387

-15% oligo-
-4 ] T3NS mint

amikel a R

azakkal,

ezd PCR mindt agarde gélen slvalaszijuk, a FOR

strikeids endomidiledzokikal

& Kol enzimekie! omésztets, o #12300-50 85 #1257~

axstitolt PCR {evméke

HI hasitist belyérs, standard relinmbi-

fekiropordcidval Ercherichin

dott et

P ""‘"‘?f rdoretinde
SRR VEEIHUY,

srelovencidiit

393 whombindus

imdakeid wén a O

ATC ATC ATC ATG AAA

TTC ACG GAT TGA
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Az MN-terminahis metiomat, 8 régosdld QPG 22-401 -8 smsnosavall, valamind a

401-e8 avunosavar kdvetd hdt hisgtidinesoportot kddeld DINS szekvencidt vaQPG

}\‘. -

[22-401 W H7) & hax PR promoter vezdricse ald helyvezsil, a pAMIE2T prokaridta

plazrnid expressrids vekiorban, az alabbiak szerint, PCR-E hajt

300-31 oligonukieotidek mint privverek, valaming a pAMG2Z Lo QPG-met [[22-

4011 IANS muint templat alkabmaedsdval. & POR kériibuények azonosak azokkal,

ammiket a B, szekeichan ismertettiink. A kelethezd PCR mintdt agarde gélen slvalasat-

suk, & B

N termidket kivigink, usztitok, majd Ndel é&s BamHI restrikeios sndonokle-

azokical emészijiik ey tsztijuk, Az Ndel & Kpnd enzimekkel eméartett, tisztitott PR

termdlet iir;‘f%}:}yii's‘_?i‘i&‘-.} ilonceruk a pAMG2T Ndel és BamHl hastidsi helyére, slandard

rekomb wrdsdval, & hgdld elegvet clekiroporicidval

X

Excherivhia coll 393 gazdasrervezetbe travszformalivk, a gyvrtd dlisl megadon lefrast

r

S

3

talude, plazand DINSA iroldhunk, majd DNS szshvendlast

= A o 1." o] ‘< 2
Kidnokat spelel

hagrnalva
vegzink, ogy igazoliok & meQRG-MK [22-4011-H; gén DNS szekvencigiit,

A rekovabindns pAMG2T plazmidot hordozd, transaformalt 393 aejtek rekom-

bindny MaOPG-MK [22-401 15 polipeptididnek ax exprosszidiat az mdukoid utén a

iy

. szekoroban smertetett médszerre] hatdrezauk raeg

TATCGA AAG AAA CTC TEC CTC CAA AAT ACC TGO A-

e
e
TE. svaralt srekvenois

FLTAC GUA OTG GAT CCOT TAA TGA TGG TGA TGG TGA TGA TGT AAG
CAGOTT ATTTIC ACG GAT GTA ACCTGA TIC CCT ALY

L Ragosdloe ORG met{27-4011

A rvégesald OPG 27-401-es aminosavall és egy Neterminalis metionint kédold

DNS  srebvenctdt a pAMGIU prokanidta exprosszids vekior szabdlvordss ald

tak szevint, POR-t hajtonk végre a #1309-74 és #1257-15 oligo-

nukleotidok mint primerek, valamint a pAMG2L-meOPG-ame[22-4011 DNS mint

tewiplat alkalmazdsdval. A polimerdz lncreakeid kérilményel megegyernek a B
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crdbag lefrtakkal A kapott PCR mintat sgardz gélen elvalaszguk, & POR terméket

ey

kivaguk, tsetiguk, Nidel & BamHI restrikeids endonuidedzokkal hasitjuk, majd fsmét

tsztitjuk. Az Nde és BamB restrikeios endonuldedzokkal emésrtett & Gaztitott PCR

termeket irduyitotlan inszertilink o pAMG2ZY Ndel és BamiHI basités) holyére, stan-

dard mddszerek alkalmazdsdval. A Hgdld clegyet slelitropordcidval Ercherichin colt

Locd

383 gazdaszervezetbe wanswformdluk, a gvand dtal megadott lefrdst hasendlva

Kidmokst szeleitdionk, plazmid DNS4 zoldlenk, wajd DNS szelvendlist végzink,

ik a muUPGamet [27-4011 géo NS srekvenciajat

ekombindns pAMUG2Y plazmidot hordozd, transafonmalt 393 cejtek rekom-

biaus MuQPGamet {27-401] polipeptididnek ar exprosszidiat az indukeld widn a O

szekerdhan ismertetett modszarrel hatirozzak meg,

7O, szdm szedovencia
H1306.74

STGET CTC CTO ATA TGA AAT AQC TGO ATT ACG ATC OG0 AAA CTG
GO AT

SZORKYONCia

FTAC GCA CTG GAT QT TAT AAG CAG CTT ATT TTC ACG GAT TGA
ACY

o umdn OPG me 274011

A humnén OPG 27-401es aminosavait &s ey N-tenmindlis metionint kddold

& pAMGRED prokaridta oxpresssids vekior szabélvozdsa ald

e seerinl, POR-t hajtunk végre & #1309-75 & #1309-78 oligo-

sukleotidok mint primerek, valamint 2 pAMG21-huOPG-mesf22-4017 DNS i

&

nplat elkalmazéedval. A polimeriz loereskeld kirtlményel megegvernek a B

3

spekcidthan leirtakkall A kapott PCR mintat ag: gélen elvilasztiuk, a PR terméket

crvagiuk, tisztiguk, Asel és Bambil restrikeids endonuldedookkal hasitiuk, maid isndt

asztithuk. Az Asel & Bam¥l restrikeids endonukledrokkal emésztett 45 taetitont POR
terméket rdnyftottan inszertdliuk a pAMG2Z] Ndef & BamHI hasitisl helyére, stag-
dard middszerek alkalmazdsdval A Hgdld clegyet elektroporicidval Escherichia coli

393 gazdaszervezetbe transzformaljuk, a gyartd dltal megadott leirdst haszndlva
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Kignokat szelektaiunk, plazmid TNS- froidlonk, majd DNS szekvendldst végaiink,
hogy 1gazeliok a haOPG-met {27-401] gén DNS szekvencidjsi,

A rekombindns pAMG2T plazmidet hordozd, transzformalt 393 sejtel rekom-

mans uQPGamet [27-4017 polipeptididnek az expresszioidt ax ndubeid win a O

dsmerrel hatdrozzok meg

Py

Secrenyd
77 sxdyo szekvencia

HIIUWT3

SGTTCTC CTATTA ATG AAA TAT CTT CAT TAT GAT GAA GAA ACT T-%

]

TR, spam szekve

0578

PG

STAT GCA CTG GAT COT TAT AAG CAG CTT ATT TTT ACT GAT T-37

g8 egy Netormindlis metonint kddold
UNS  szelovencidt & pAMG2Y prokenidta oxpresamids vektor szabilyordsa alé
ciyezzdik, ar aldbbiak sperint. PUR-U hajtunk végre a #1309-72 és 8130973 oligo

auklectdok mint promerek, valsmint & pAMGZ1anuQPG-met[22-401] DNS mint

4

teaplat allkalmazdsdval. A polimerdy Rnoresbcld krilményel meppgyesy

\ WY

Shan lefrtakkal PCR nuntdt agardy gélen elvélasatjuk, a PCR termdkat

ok, Ndel és Bamil restribelds endonukledsokkal hasitjuk, magd ismés
ER:

tisehigak. Asx Ndel &3 BanH restrikeids endomiliodzolkal emdartett és tisziftott PUR

rrodket rdnyitotian inszertaljnk a pAMG2] Ndel &5 BamHl hasitasi helydre, stan-

cahmazdsival. A Hgald ologyet slektroporicidval Escherichin coll
393 pazdasperveretbe transefomudliuk, s gyénd dltal megadott loirdst hasrndlva.

Kidnokat szeleltdlonk, plazmid DNS-t zoldlunk, majd DNS szebvendlist végaink,
hogy tgazolink a maOPG-met {22-1807 2én DNS szekvencidjas,

A rekombindns pAMGRT plazmidet hordozd, travszformalt 393 sejiek rekom-

s P emet {22-180] polipeptididnek ar expresezidiat az indakeld otin & C

keithan ismertetett mddsserrel hatdrozznk meg.

STOTTOTCOTC ATATGG AAA CTC TGC OTC CAA AAT ACCTGC A-Y



(¥
3

FLTAC QUACTG GAT CCT TA

L. Régesald QPG ny

CITGCA TTTCOT TTC TGA ATT AGC ALY

1 OPG 27-180-a3 aminosavall & egy N-termiindlis metionint kédold

prokariofa  exprosszids velter szabdlvozisa #1&

helverzil, ax aldbbiak szerint. PCRA B

nk végre a #1309-74 (dad az L szekeidt)

2
£2
@
»

es #1309-73 (lisd a K. szekeidt) oligonulleotidok mint primerek, valamint a

r.~1-~3 AN

22-401 1 NS ming tomplat alkabmazdsival. A polimerdz lane

reakedd kdriiiménvel megegyernek 3 B, saekeidhan lefriakkal. A kapott POR mintit

voz gélen eivilasziuk, a POR torméleet kivigiek, tisaiitiuk, Ndel $5 Bam#l veatrik-

o

cidy endopukiedzokkal hasttjul, majd tamét tsziiguk. Az Ndel $5 Bam¥ resteikeids

huk a

erwlonukiedzokikal omészion da tiwthott PCR terméket irdnvitottan insver

pAMG2L D

1HT hasitdas helyére, standard mddszerek alkalmazasiaval. A

SR ot ole L I T e ST P S ey
Hgald elegyet cleltropordeidval Sroherichia coli 393 gandaszarvezethe transefor-

waljuk, a gyérte altal megadott leirdst haszndlva, Kldnokat szelekidlunk, plasmid

DINS- melalank, magd I vegrlink, hogv igarohuk & pudPGmet
X DS o) ~

rekombindus pAMGIL plazmidet hordozd, travseformall 393 seitek rekom-

-~ »

bindos muQPG-met {27-180] polipeptidiének ar expresszididl az indukeid utdn a O
szeveidban smertetelt médarerral hatdrozzuk meg.

M, Régesdld OPG meti22-1 891 8y st 1221947

A rdgesald OPG 22-189 vagy 22-194-ox aminosavait & sgy N-terminilis meti-

1

cmint kédold DN szekovenciit 2 pAMG21 prokanidta expreaszids vektor huPR pro-

3

woterdnek szabalvordsa &ld A RI33792 & #1337-93 GemudPGH1

et} vagy a #1337-57 és F1333-38 (mmeliPG-194 linker) srintetilous oligonukleotid

=

’

parokat egvenkdnt fosazfonles

tk, majd hagyiub kialalulnl s oligonuldeotid linker

duplex pérokat, a B, szekotdban alkalnmuzott mddszerek alkalmazdsdval, A pAMG2I-
wnOPG-metf 22-401] tsatitol plazmid DMNS- Kpal &8 BepEl restrikeids endonukie-
arokkal basiijuk, majd 2 kapott DNS fragmenseket sgarde gélon vilaszijuk szét, A ké-
eitibelitl 413 birispdr nwdretl B Sopmenst standsrd rebombingns DMS technildeal
zolaijuk. A #1337-92 és #1337-93 oligonukleotidokbd! (nmOPG-189 linker) vagy a

HFIX37-87 és #1333-58 oligonuddentidokbdl (mmuOPG-194 Gnker) kislakult foszfori-
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o, amstvek BapEi és BamHI tapadds végeket tartalmaznalk, va-

o

EC \.. Lah\&.i {. \13

fazoint a8 pAMI L-mu PGy oensst Kpnd &5 &s BepBI

z

ids endonokledzolial emésrmik, nm;‘d wrimyitottan beszirink a pAMG2I-

401} Kpnl s BamBi hasitasi helyeire, standard rmddazereket alkal-

cgyet elekiropordnidval Evcherichie ool 392 pazduazerve-

XL

i ; s readedt ladeder Fosomrr Afren i ot
gydrtd  dlig]l megadott Jelrdst hasrndlva, Kidnokat

hak, pis zaid DINSA zoldlek, 111;1_5:1 DNS szebvendlast wégelnk, howy

a7

A pekombindos pAMGET plazmidot hordozd, wanszformdlt 393 sejtel rekowm-

blindus nnOPGamet [22-189] vagy maOPG-met{22-194] polipeptididnek ax oxp-

ivedri e , v eats \Q-w\.-
ndukord atdn g O soekeidhan sme

L..
u:

SO0G GAA ACA GAT AAT GAC

SOAT COT CAT TAT OPG TTT-3°

i seekvencia

SAA ATA GAG AAG CA TG AAA ALT AAGY

wing srekvencia

FLGATCCT TACTTT TGA GTG QT ICT UG Ty
N, Rieesdlo QPG met [27-189] S met [27-1941

.

A rdgesdld PG 27-188 vagy 27-194-ex aminosavalt & sgy N-tormdnalis me-
tionint kddold DNS srelovenciit a pAMGR1 prokariota expressaids vektor lnxPR pro-

moterdnek szabdlvordsa ald helyerzitk, A “nn0PG-188 Baker”™ vagy 2 “muQOPG-194

fortiezstt tinker duplexeket, (Misd a2 M. swekeidl) amelyek BspBl és

BamHl tapadds végeke! tartalmaznak, valamiot & pAMG2L-moOPGamet] 22-401

rurd korifbeltil 413 bémispdr méreth B fragracnsét Kond 5 & RepFl rostrikeids

omfsriill, magd rduyitotian bosmirink & pAMGR1-mmOPG

E
J
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~401] Kpnl & BamHl hasitdsl helyveire, standard wodszereket alkabmazva,
ol elekivoporacidval Hscherichia cofi 393 gavdaszervezethe

o +

5 altal megadott lolrdsl hassndlva. Kldnokat szeleluidhud

plazwnd DS zoldhmk, majd DNS ssekvendlast végeilnk, hogy igazoljuk a

N

0P Gameet {27-189] vagy a mnOPG-neti 27-1947 gének DN szekveneidiat,

A rekombindns pAMG2T plaoidot hordod, tranezformalt 393 sefiek rekom-
bingns mmOPG-met {27-189] vagy mOPG-met{27-194] polipeptidisnek az exp-
ressEiopat az indukeid ptin a €. szekeidban ismertetett mddszerrel hatdrozauk meon

&

Q. Hurmndn QPG st 222184 moetf22- 189, met {22-194

8§, 22-189, vagy 23-194-c8 aminosavail s egy

4 I

A homan OPG polipeptid 22~

pinnt,

N-termindlis metionint kddold TINS seekvencidt & pAMGR1

5
=
7
=
z
33
C)
oy
;\,
/'
s
4
>
7
e
%

“
e
’l/

vekine JuxPR promoterdnel szabdlyozdsa ald helyversiik, A #1331-87 &3 #1331-88

a #1331-89 & #1331-90 (=haCPG-189 linker), vagy a #1331-

FhaOPG-194 linker) szmtetikus ohigormukisotid parokat epyenként

ol &

v

4 hagyyuk Melakulnt ar oligarnakleotid Hnker duplex parokat, 2 B

¢
(e

oy

szekodban alkaluazott mddszerek alkalmazasival. A pAMGE lonuQPG-met{ 224011

-

ftott plazamisdt DNS-t Kpnl és Ndel reatrikeids eudonuldedzokkal hasitiuk, majd a

kapott DINS fragmenseiet agardz gélen vilasziuk s2dt. & kSrGlbely 407 bézispér

meéreth B fragmenst standard veborabiodas DNS technikival izolaliuk, A #1331-87 &

M {(EaQPRG-185 nker), a #1331-89 4x #1321-90 oligo-

&
eotidokbd] (uOPG-18% linkery vagy a #1331.91 &¢ #1331-92 olizonukicn-
\ e oy

ol (huQPG-194 linker) kialakall foszforilezett linker duplexcket, smelyek Ndel

w ~

HE tapadds végelket tartalmaznak, velamint a pAMG21-mOPGmet{22-4011

z

plazeid kéritdbeidl 407 bizispdr rodrotdt B Sagmensédt Kpol &s & Ndel reatrikoids

7

endonukisdzokkal emésafiilk, mald whyitottan besztirpuk & pAMG2L-nOPG

wet{ 224011 Kpol és Bandl hasitdst helyeire, standard mddszereket alkalmazva.

Minde Hgald elegvet elckiropordeidval Evcherichin coli 393 pundaszervesetbs

transzformaljuk, a gyand dliel wegadol! letrdst haszundlve. Kldwmokat seelekidlonk,

~

plazmid DNSizoldlonk, mapd DNS szekvendldst végziink, hogy iparoljuk s hn(PG-

2-188] vagy a ImuOPG-met|22-194] gének DNS

mst (22-184] v

A rekombindns pAMG2] plaamidot bordozd, transzformalt 393 sejtek rekom-

bindns huPCG-met [22-1851, buOPG-met{22-189] vagy kuOPG-met{22-194] polipep-
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fididnek ar exprossaidi® ez uxdukeid offn @ € seekeidhan fsmertetent mddszerrsd

hatdvos

SVTAT GTT AAT GAG-3

S-TAT OTT CCG GAA ACA GTT AAGY

SGAT COT TAA CTG TTT CCG GAA CAY

9. erdumi szekvensia

B SEamm szekvensia

SLGAT COT TATTITTOA GTT GAT TCA CTG TTT CCG GAA CAY

PO OPG met 127-183 0 mst 127-1 890, muet 1271040

d
y
5
=

A hurado OPG polipeptid 27185, 27189, vagy 27-1%4-e8 aminosavait 85 egy

S

s e

M-tepmiundlis metonint kédold DNS szekvencidt a pAMGE2] prokaridta expresszids

vekior InxPR prometerdnek dlvordaa ald helyewsitk, A "huOPG-185 Huoker”, a

“huOPG-189 Hiker™, vagy a “hulP-194 Hnker™ szintefikus oligomikizotid parokat,
&

K Mdel ¢x BamBl tapadds végeket tartalmarnak, valamint 8 pAMG2 L-rauQPG-
goe)

s

aret{ 234011 plaznnd koridbeliil &

[

o~ ‘
3
£

bdzispdr mérel B fragmensét (dsd az O
szekeidt) Kpnd és &5 Ndel restrikeids endonukledzokical ensdartitik, maid irdnyitotian
beszdmpek & pAMGZImuOPG metf22-4017 (sd a 1 seekeid) Kpnd &5 BanHl

hasitasi helyeire, standard woddszereket alkalmazva. Mindegyik Hgdlo elegyet elektro-

PO 3 . oINS 2 NN O ey ¥ -~ 3 " \,
povicidval Escherichin coli 393 gazdaszervezetbe transzformadlink, a gyind dlial

2

megadott leirdst hasznalva, Kiduokar szolektdlunk, plazmid DNS«t s

funk, magd
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DS szekvenaldst végaiink, hogy igazelink 3 heQPG-met [27-1 & hlPG-met{27~
1891 vagy a huOFG-muet{27-194] gének DNS szekvencidiat.
A vekombindns pAMG2 plazides hordozd, transzformilt 393 sejtek rshon

bindne buliPG-met {27185}, luOPG-met[27-189] vagy huQOPG-met]22-194] polipsp-

hae~

tididoek az expresszidjdl az indukeld atin 2 € srekeihan ismerterett mddszerrel
hatdrozzuk meg.

. Bagesils QPG metf27-4011 (P33R, (G365, A4SP)

Egy N-termmalis metionint, a hamén OPG 27-48-as amincsavait 63 a rdgesdld
QPG 49-401 -es anunosavait kodold DNS szelvencidt a pAMG21 expresszios vekior
hax PR promoterének szabdlyozdss ald helyezzik, A tsztitornt pAMGZ H-huOPG:

1 DNS-t {Hasd a J. szekeidyy Aatll és Kpnl resirikeids endonnkle-

arokkal emvészgiik, mapd agardz gélbs] izolilhd a kartitbeldl 1075 bazispdr mérett B
fragroenst, standard  rekombindns DNS  médszerek  aikalmazdsival., Fmeliett a
pPAMGZE-muOPG-meti22-401] plazmidot Kpnl & BamHl reatrikeids endomukle-
drokial hastfjuk, mapd a kordibeliil 1064 bizisplr méretd B fragmenst ax

3 ¥

ismertelett moédon izoldlink. Az izoldlt korilbelll 1073 bizispdr méretd pAl

Nt . i . .~ -

haOPG-met [27-4017 resirikeids fragmenst, fime‘\ Aatll & Kpol tapadds végeket tar-

R PN T PO S 14
talimaz (dad az elézdlb

(1'

n) & kiviilbellil 1064 bdzispar méretlt pAMG2 LamuQPG-

met[22-401 | restrikeids fragmenst, amely Xpnl &s BamHl tapadds véget tartalmaz, és

5043 bazispar vodreffl vesirikeids fragmenst, amely Aatll és RamH]

ogeket tartalmaz, ¢ megfelel a pAMG2T Aalll & BamHl hasiiast helvei
kézattn nukleinsay  szehvencléngl, standard rekombindns DNS  mddszerekkel
deszeligaliuk. A Hgdld elegyet Escheriohia coli 393 gaedaszerversthe transzformatiuk
elelitroporderoval, & gyartd Altal ajdulott oljdrdst alkalmarva. Kidnokst szelektdiunk,
wmapd a rekowmbindns inszertnek 2 plazmidban vald jclenlétét standard DINS méd-
szevekbel igazoliuk. mu(PG-27-401 (P33E, G368, A4SP) géu. A muOPG-ben

)

elvagzett prolin-33 -+ glotarinsav-33, ghcin-36 —> szerin-36 és alanin-45 -+ prolin-

A

45 amunosay cserékmek az az eredménye, hogy & nwOPG 27-48-as csoportjait a
buQOPG 27-48-a8 aminosavaira cseréliitk le.

A vekornbindns pAMG2T plazmidot hordozd, transzormalt 393-as sejtekben a
rekombindns  muOPG-met [27-401] (P33E, G348, A45P) expresszidiat a .

szekeidban ismertetett mddseervel hatdrozzok meg,
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B Razesdlo OPG metdys-thinh-alaser-{asmie-lys [22-4011 (A4S T)

Fey Netermmndlis His
£

Asp-Asp-Asp-Lys (=HEK]}, amit a rdgeséld OPG polipeptid 22-401-es aminosaval

kivetnel, kddold DNS szelovencidt « Psd promoter &ltal szabilyezott fue represszoy

szabélyowiss ald helyerzill, az alibblak szerint. A pAMUGII-His plaxmidot {lasd az
Ao srekeidty Nuel és BamHI vestrikoids endonukledzokkal smésztjitk, magd a nagy

Huk, standard rekombindns DNX mad-

eket allalmazva. A #1282-91.es é8 $1282-92-e5 oligonukleniidokal egvenként
fosztortiezziik, map! hagyjuk hogy oligowakleotid linkert képezzenck, a kordbhan

mmertetstt wddszer alkalmardsival (Med & B. szekeldt). A F1IR2.-0%.e5 S8 #1282-92-

gonuklecsndok & i ey duplexet, amely Nhel és Kpd

vogeklel rendelkexik, a Kpnl &8 BamiHl resinkeds endomukledrokkal

Htott POR termudket (ldsd o £ szekeidt), valamunt a pAMG22-His
11 resirikeids ondonnkledzokkal emésatett A fragmensét standard
dsrerchbel hgdliuk., A Rgdld elegvet Srchorichia colf GMI2G

W]

ranszformaliuk elektropordcidval, a gyantd dllal gidnieott lefvast
R ks 3 o

erinttdlunk, plazand IINS- zolddonk, majd DNS seekvensaidst
végzink hogy igazolmk 2 nmOPG-HER [22-4017 gén DNJ szekvencigjdt, A DNS

b3
o

szekvenalissal egy hbde mutdcio! fedentlink fel & termdarates nnOPG szekvencidban,

aminek az eredményve egvetlen amunosay csere {(slanin-43 — troonin-45% a mulFRG

Meghatdrozzok & rekombindns pAMG2T plazmidet hordozd G20 sejiekben

muQPG-HE

KiZ2-4011 (A43T) expressmididt, a . seekeidhan
fefrtakhoz hasonld mddeverekkel, azzal av eltéréssel, hogy a szintetibus antoindacer

hozzdaddsa mellett 04 mo oncentracioit PTG adunk hored ax indukerd

elérdas celjabal

91, szamt srekvencia

HI282-91

S-OTA GG ACG ACG ATG ATA AAG AAA CTC TG CTC CAA AAT ACE
TOO ATT ACG ATC GGG AAA CTG GTC ATC AGC TGO TOT GTG ATA AAT

OTG CTC CGG GTA Y
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G2, szdmd seakvencia

"i 7\, \;")
STCOG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GUA GOT GAT GAC CAG TTT €03
GAT CGT AAT GUA GGT ATT 770G GAG GCA AL TTT CTT TOT ST OGT

ct-arg-ghy-ser-fhiay 1224013
Nyole oligomileotidot terveztiink (1338-00-631 1338-16-1g) gy 173 bawis

zz‘x alls, & i§<xp{\-<3, kétszale DNS «lodiliasthor. Ax oligomukisotidokat egvmishor

=
fed

g8 37 oligonukieotidokat haszniliuk PCR primesként

pdr méretd fragmens olfdllitisthor, A POR végterméiet

os Kpnd rostrikoids endonnkledzokkal emésziiik, {gy egy olvan fragmenst

v

kapunk, amellyel a homdan OPG 28 N-tormindlis kodonjdt lehet holyettositent. & Clal

g3 Ky restrikoids sudomukicdzedkkal helyeliesitelt PCR tormadhet o szintén Clal é

¥4

Npnd restrikeids endonokledrokkal eméaztett pAMG2L-uQPG [27-4011 plazmidha

A Hgalt DNSH konpetens Escherichio ooli 382 gazdassitekbe transefor-

kelotkezd klonokat dtvizagaijok, hogy

pesek-2 termel a rekombindns

3

ke, és terfalmarzdk-e a helven nukleineay szelvenci

al rensdelkesd

i expresamids s2intiét 30 mi-es rdzoft lombikos kisérletekkel hatd-

¥

rozauk meg. atumokban €s az uitralangos besugdradssal kapott tile-

..

a konstrukewd expressziojdt, Coomassie bloe festélkel foststt

ddkben \i“‘

FAGE géleken, valamint Western blot elemzdssel, régesdlé ant-OPG ellemanyagot

s
(53

haszndlva sre o oflea, A heOPG Met-Arg-Gly-Ser-(His)s {22-4017 expresszidia k-

B3

vetheztthen nagy zérvanytesteh keletherzack, & o fohéddt ar oldhatatlan (leddl)

~

st fehet lokalizaintd,

4

frale

ACA AAG ACA ATC AT TTG ATA CTA GA

G AAT AAA ATA TGA GAG GAT QOC
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AT CALC CAT CAC GAA ACT TTO 006 QOO AAA TAD OTS CAC TAC GAD
{3AA GA

Q6. srdmu szekvancia

L

#1338-12

t«,-}

AAC TTC CCA CUA GUT GOT OTG CGA CAA ATG CCC GUL GGR TAT CCA

AAC A

v szelvencia

A2URG GG GRAT

AR . srdmu szekvengia

COC ACA QA GOT GOT GGG AGG TTT OTT COT CGT AT GLA GOT ATT
TG GO

GGG AAG GTT TOG TGA TOG TGA TGE TGA TGO GAT OO ON0 ATA TIT

COTCOT TTA ATT AGT TAA AAU AAA TOT AGT AT AAA TCG ATT GIG
TITG

P

& Human QPG met-lys 122-401] 8 nuet{lve): 1334011

¢ ,

2-4017 met-lys &8 a met{iysh  versidimak «l8illitisdhox

& human OPG {7

oligonuklsotidokat tervezilnk, hogy a megleleld szdumd Uzinosoportot adiuk
} 27 }lk, AX \..\b\)
card DN

B reakeid

po—

han a templit a bumdn OPG 22-401 gént tartalmad

késztimidny. Az elsd PCR-rel adpuk hozzd & lzin csoporie(kai. A

madsodik PCR-ben haszadlivk az olsd POR termélet, & ar olsd restrikoids hasitdst

x

hehag, a Clal-ig terjedd szelovene

P ~ T o
adunk hovza,

g z

A vegsd PR gémtermskeket Clal & 1{;3*1 restrikoids codennkledzokikal

‘('\{‘

esafyiik, amu a bhuOPG 28 Mterminalis kodonidt helyetlesitl, maid 2 pAMG2Z -
PG [27-4011 p}a:zmidba Hedjuk, smit szinién mogomibaziettink a k&t emifiett

restrikeids endonukledzzal. A ligdit DNS kompetens Escherichia coli 393 sejtekbe
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trampszformalink. A kelethezd Kidnokat dtvizspdijuk, bogy képesek-e termelnd a rekomni

fehérjeterméket, & tartalmarzik-e a helyes mukleinsav spekvenisval rendel-

Lot

nftzict, A fohére exprosszidy szintiét

,.»

C’?\'

SO mb-es rizott ombikos kiséristekical

hatdrezzuk meg. A islies seft Uxdtumokban és az nlivabangos bes rgdredssal kapott

<

Gledékben }“wish a komstrukeid expresszididt, Coomassie blue fostéikel foatett

2

PAGE gélelen, valanint Western blot elemezéssel, ragesald anti-QRG ellenanyagot

slva omre & codlra. Hgyik konstrukvadval sem kapiuk a folénje expresasid

)

Kimatatietd szantdt, & sdvednytestel sem 18thatdk, A DNS szebvenciakat seekve-

naldasal gazolink.

A Met-Lys

Sallitdsdra hasenill oligonakisotid primevek:

101, szdt szekvenoia
#1338-17
AUA AAC ACA ATC GAT TTG ATA CTA GAT TTG TTT TAA CTA ATT AAA
GEA GUA ATA AAA TG
102, azdnd szekvencia

CTAATT AAA GGA QGA ATA AAA TGA AAG AAACTT TTC OTC CAAAAT

TOQTTTG GOT ACCCGG GG ACATITATC ACAC

A met-{ Lysh-huOPG [22-40

ke

oo
[

aliftasa sordn hasendlt oligonukieotid pri-

erek:

T8N A RO E:
O srdeend srelovensa

AUA AACACA ATC GAT TTG ATACTA GAT TTG TTT TAA CTA ATT AAA
GOA GGA ATA AAA TS

i‘ﬂ})} ,’c;jk‘(c gay K»‘i'd
»:-l TN '2 r, ,g <}

CTAATT AAA GUA GGA ATA AAA TGA AAK AAA AAG ARACTT TTC CTC
UAA QAT ATC
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HFIR3E-20

TRT TG GOT ACC CGO UGG ACA TIT AT ACAC

U Homdn 88 rdecsald OPG I22-401VFe fizidk

Negy OPG-Fo fizidt hoztunk iétve, amslyekben a humidn 1gGl Feo rdginidt

2

homdn vagy vége

ald Osteoprotogorin

V&

2-431~ex aminosaval M-ternuindlisdn (ezt a
tovabbiakban  Fo/OPG [22-401] wéven ewlifikl, vagy a Cermindlisén {ezr 2

ovibbiakban OPG :" 2

ndver omlGks f.~¢10‘1i§i¢zt31ﬁx Az Fo fwidkst a 7.

Mindegyik fazids gént standwrd PCR techmiksd

ceney boend i oo v A et 3 ry v g e et AN A T e
seakoidkhoz a2 megedizott géneket fartabmerzd phamid késsftményeket haszniliuk

temaplatidm 2dd oligonukicotidokat tervezitink, amslyekkel az ¢

ndlis részdt kombindljuk a masik gén Netermindlis réevével. ¥z az elidods lehotdivé

o

izezd, hogy a kit gént helves leolvasdsi fizishban Rwioriltassuk, 2 megfelelts PCR

A SR SRR a1 Res At 3 v 5 o
xor ax egyves gének egnik “Hizies” oligonukiso-

IS

sakeidelegybe, s megodizot gént hordozd vekior ogy univerzdlis

priveeriévell A komplementer "Rizids” oligonnklectidot haszndlink opy universdlis

privoerrel egyitt a Masik gén POR reakeiGidban, BEonek az olsdé PCR reakeidnak a

s

o két ko {emodiel kapunk, amelyekben ax egves génckben megvan a fizids

e

,}

a2

A8st hozva létre abbwoz, hogy a misedik POR-t végre ichessen

pe

hajtant, &s a kivint fzidt e lehesson hozni, A wmdsodik POR. reakeidhan az elsd kst
j
POR terméket konbindlink az univerzdlis primerebkel &s ax difedd régidkon kevesziid

atelies hossztedpl DINS szelvencidt o16 lehet diflant,

A wégsd PCR géntermdkeket Xbal £3 BamHl restoikeiss endomikisdzokkal

Ak, majd 2 pAMG2T veltorba Healiuk, amit elézdleg szintén megemdsatentiink

X

an emdifett két veatrikeides endonukledzzal, A ligdlt DNS-t kompetens Bscherichia coli

Ibe transziormadijuk. A heletkerd Midnokat dwvizsgdlink, hogy képssek-e

3

termelnd a vekombinans fehdrictenmeket, & tartalmazzak-e a hebres makleinsav szek-

venciaval rendelkext génftadt. A fohénge oxpresszids szingidt 50 wles rdrott

i

ikos kisérletebiel batdromzuk meg. A lelies sgjt Bzdtumokban &5 az ultrahangos

dssal Kapott fledékben vizsgdlink 2 konstrukeid expr“ssziéjéi, {ovrnassie

X

blue festekkel festett PAGE goloken, valamint Western blot clomzésse!, ripesdld anti-

&

PG ellenanyagot hasendlva eere a oéba,
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iGss peptid exprossziojdt Conmassie blue festdidke

gelen, valapunt Western blottal muvatiuk ki A sojtel nagvoun nagy

zarvéanytesteket tartalmaznak, & a tormék legnagyobb része sz nldhatetian (iledsk)

rakeidban taldihatd, Az aldbb primershet haszadlink oonck az OPG-Fo fzidnak ax

CAG OO GLGUG TAA AAT GGA AAD GTT TCC T8¢

AAAATATCTTCATT

TR crfimy wralrvenais
LS. SEAMIY STSRVEnRiE

CGUTTCCAT TIT ACC CGO GOT 0AG ODGA GAG GUCT CTT CTG OGT OT

FormaORG 12240103

A fizios peptid exprecyidi®t Coowassie blue fostekkel festett PAGE gélen,

tern blottal mutatiuk kL A eejtek wagyon nagy Anviosteket farial-

X

3
3
H

wrawval, € a fermek c‘m'zgv‘hb véaze aw oldhatation (Hleddl) fakoidban taldthatd, Az

&

alabin primereket haszndljul ennek az OPG-Fo [zidnak gz ol04allitAsam:

a0 TOA GO CGG GTA AAA TOG AAA CGT TG CTC TAA AAT ACC TGC

. .
11D swdond szekvencis
o o
‘:T;:}“jlu ek

CCATITTACCCO OGO TGA GUGAGA QGLTICT ICT GGG 14aY
QPG RE4011 e

A fixids peptid expres

i Coomasaie bloe festéldee] fostett PAGE gélen

valmrdnd Western Mottal nustatick ¥ A keletkezd rekombindns termék mennvisége

ning aroknak az OPG finids fehéritkuek az esoiében, amelyveknek ar Fo ‘régiffsja az N-

terminglis pozicidban talithatd, Nyilvanvald 2érvanvtestek rean mutathatok ki, és a
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fermal legnagyvobb része az oldha

N

an {Gledélk) fakoidban (aldthatd. Az «libbi pri-

-

Tuk evnel az OPGFe fizidnak sz 18 lHtdsdry

GAA AAT AAGOTG OTT AGE TGU AGC TGA ACT AAA ATC

zéwvanytesiek ninosenek jelen, Ennek az OPG-Fo firidnak ar o1041idsdre s alibhi

Sy be v
“Y‘ TUEPEE \.'{ (iLA\ R RE SR FARR SR

CTT AGCTGC AGU TGA AL AAA ATC

CAGUTG CAGCTA AGC ACGCTTATIT TTA CTG ATT GG

3

Y. Hamdn QPG met [22-401-Fo

Thien g boustrekordban sgy, 8 25-8s pozicidhan ycg ajtott prodin — alavin

<

aminosay cserdt kombindluak & QPG met {224

¢ Hizmdval. A plazmidor Clal
¢s Kpol reetrikeids endomkdedzokial emdsziiil, amivel & gén Netermindlisdedt 28
kodont tavolitumk el mgyd » kapolt ks (200 bazispamdl kisebd méretl) frapmenst
Bzt & profin - alain csorét tartalmard fragmenst azatén a2 emiitent

cstett pAMG2 QPG (22401

it DNSHt kompetens Escherichia coli 393
maijuk. & kelethezd Konokat atvizsgdijuk, hogy képesel-¢ fermelnl & rekombindns

Sriotermdket, fs lartalmazzéle-e g helyss nukleinsay szskvencidval rendelkesd

WX
>
2y

x
e
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SO mil-es vdzott lombikos kisdrioteldeel hatd-

3

- s v oot 13 ¢
ssal Kapott dle-

(7)-

aujt Bzdtumokban & az ulirg

~

délben v 3 kovstukeld expresszididt, Coomassie bloe festé

‘estern Blot elemzéssel, ragesdld ani-OPG elonavagot

£ \ ~

hérje exprosszids szintie a Coomassie blue festdicked

Ny

len s 2 Weatern bloiton is kimutathatd, A febérje az okdhatatlan (e

(‘»

festett PAGE g¢

"

deky frakeidban talathatd. A sejtelben napy rérvinviestel ildhatok

W Hundn QPG met 1224011 (P23 40

A obwendn OPG 22-401 08 aminosavall ogy M-termindlis metiontnnal egyiitt
kKodold, e a 25-88 poxicioban levd prolin helvett alanint kddold DNS szekvenciat,

z

amely a pAMGIT prokandta expresszids vektorban a PR promoler szabdlyozdsa

alat &1, ar &l&

A FUZES-84 &3 #12RG-E5 szinietikus olige-
Kaf egvmishoz illesziilik, igy kapuok gy oligonuklentid linker duplexet,

; ,ipxiﬁf tapam‘;és vegeket tavtalmaz, & saintetikus lnker duplex optimdlis

Iterminghis metionint kéddol, A Huker

vestukerds hasitast helyet, amely nines jelen az eredett szek-
plexet wényitottan satriok be o pAMG2 1 huOPG-22-401 plaz-

‘e

witdst helyeire, standard mddszorsk allalmazasaval. A ligdld

fa coli GMILT gardasrervezetbe jatatiuk be tanszformécidval. A

kldnokat elésedy atvivegdlink, hogy tormelik-¢ @ rekombindns fehériét. A pozitiv

¥
X
9

kiomokbdl plazmid DNS-t zolilund, 5 DINS szekvendlier véprink a HuQPGMet

401 ] {

a. Az aldbid ohigomikieotidoka

CTA GAA GOA GGA ATA ACA TAT GGA AAC TTT TGL TOC AAA ATATOT
TCA TTA TCGA TCGA AGA AAC TAG TCA TCA GUT GCT GTG TGA TAA ATG

TCOCGCC GGG TACY
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STCCH GUG QAL ATT TAT CAC ACA GUA GUT GAT GAC TAG TTT CTT
CAT CAT AAT GAA GAT ATT TTG GAG CAA AAG TTT CCA TAT GTT ATT

NoHumén QPG met [22-401 (P2eA) S8 (P26D0

A hamén PG 22-401-es aminosavail egy Netermindlls metivninnal sgvitt

kodols, ¢8 a 26-0s pozicidban levd prolin helyvett alanint kddalo DINS spekvencidt,

amely a pAMG2T prokaridta expresszids veks

ran 2 lexPR promoter szabdlyordss

alalt all, az aldbbisk szerint Alliul o186 A 128886 &8 &

Y
)

28T smmtstikus oligo-

£

nukieotidokat egvmashor illes igy kapurk egy oligomukleotid linker duplexet,

foc

awely Kbal €5 Spel fapadcs végeket tartalmaz. A seintetikus linker duplex optimalis

cofi kodenokat tartalmas, és egy N-termindlis metionint kédol A Hnker

o

duplexel wanyitottun sziuk be a pAMG21-huOPG-22-401 plazmid Xbhal és Spel

haszitdasi helveire, standard n

3 3.:'.1.\

e s
SELYNEE

erck alkalmazdsdval, A Ligdld clegyet Escherichia

ihe juttatiuk be transzformacidval. & kKldnokat coitszir

avvizsgdijuk, hogy termelikee & rebombindns fhéndt A positly Klduokbd! plazmid

ik a HuOPG-Met 122401 (P26

DINS- izolalonk, &8 DNS szsbve

i'
J":
e~
&y
5]

Kidnok kaxil ax egyikben & 26-0s po-

zicichan fevd prolnt alawin helyett aszparaginsay helyettesis, ée ennek a kidnnak a

QP Gamet {22-401] (B¢

¥ jelzdst adouk. Az aldbbi oligonukleotidokat haszadljiuk

-~

spel foker késeitése

’J’
A
£
¢

34 S \\{}(l

117, sedentt srelovenom

ATA ACA TAT GGA AACTTT TCU TGC TAA ATA
TOTTCATTA TOA TGA AGA ALY

118, szamd seekvencta

SOTA GTT TOT TCA TCA TAA TGA AGA TAT TTA GCA GGA AAK GTT
TCCATATOT TAT TCC TOC TV

Y, Huodn OPG met 12241941 (BR254)
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A humén QPG 23-194-08 aminosavait egy N-ienmindlis metioninnal egvittt
kédold, & a 25-88 pozicidhan levd prolin helyett alanint kddeld DN szekvencidt,
amely 8 pAMGL prokaritla expresszids veliorban a kPR promoter szabalyosdss

“

Al az alabbisk szerint dlligok el A pAMG21-4OPG {27154 Sy 2 pAMGZI-

:
EN

{(P234) plavaidet Kpnd & BamBHl restrikeids endonukiedzzal

A 430 hazispdr méretl fagroenst froldlink, a pAMGZ1- QPG {27-194]
plazmidbdl, és & 6,1 kilobazis wdretll fagmenst izolalivk a pAMG21-taORG [27-

4011 (P23AY plazmidbol. Ezeket o fragmenscket Sssweligink, maid a Hgdld elogyet

Escherichia coli GMRZL gazdaszervezethe juttagiuk be travssfonudeidval, A kKidnekat
elivzir dtvizsgaliok, hogy tenmelk-e a rekombindns fehéndl. A poritly kidnokbd

vegrlimle 3 HeOPG-Met {224

Ax OPFG--Fo fzids febidaest expresszald 293-as sefteldee

L SZETIRE

k ol Melylnltve tarolt aejteket 10 mi
2938 téptalafban (OMEM-nagy koncentrdoidit glitkdz, 1Y L-giatamin, 10% héve
inaktivalt borjimagzat sednam (FRS) & 100 ugimd higromicin} olvasziink fel, maid

el friss tiptalajt adunk hozrd. Hdrom nap elteltével a sejteket k&t T175

ol

wr it H IR I
kel vk oy

han., Két tovably D0 ardnyd megosziast

175 lowbikot készitst

a ponindl a sejtek a

.

megolvasztas whin 5 nappal veltak, A soiteket kozel Sysrendvésig szaporfijak {kénil

. v -

beltil 3 nap), okkor » szévumot tartalmeed téptalylt leszivivk, a sejtekel egvszer

mossuk lorabikonkdnt 25 ml PBS-gel &5 25 ral SF téptalajt (DMEM-magas koncenira-

ciofn ghitkoz, 1IN L-ghetaming adunk mindegyik lombikhoz, A sejteket 5% COy

talms

4 alrnoszféraban tarfuk hdrom napig, mikorls a tiptalajt Dsszegyijyik, centri-

ok, majd 0,45 pmees cellnldz-uitrdt szliivdlapokon bocsdtjuk & (Corning).

e

Az OPG-Fe inds fehégdket Protein (& Sepharose gazlopon (Phanmacia) tisz

titink, amit PRS-sel hozunk sgyensilvba. Az oszlop mérete ¢ kindaldst anvag téefoga-

ol fige. Az elfzébben ismertetett widdon késditeit kondiciondlt tiptalait az

cszlopra tOMEK, az oszlopot PBS-sel mossnk, majd a tezte fehéridt 100 mumold

ghotmnel {pH=2,7) oldjuk le az oaxlopral. A frakeidkat 1 mol TRISH (pH=92) tartal-

W&

-
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maed csfivekbe vessy gy a lehetd leggyorsabbuan semlegesiisik. A fehér-

jetariaimd fakeidkat sgyesitiilk, Hmdnyigik, vagy Amicon Centvicon 10 vagy

<&

Centoprep 10 berendezéses!, mad PRS-be dafiltraljuk. A tiszia fehérjét -89 °Ceon

Fraijuk

0

3i-Fo-i, ragesald

LFe-t, ragessls [22-180

~

[22-1040Fout, ¢ gcsé.}é ~i<\”>}«f”€* . humén {22-401}Fot és homds {22-301 FFe-t

~~

{ taplalagdt 23-szovosea Smdnyiiy

sy Amieon spirdd
berendezdésben (SIOVIG), wmapd 30 mmel!t TRIShe (pH=8,0) dafledfiuk. A
datilrdlt thptalat azutdn egy O-Sepharose HP (Fharmacia) oszlopra visesiik, amit 30

eryensiilyba. Az oszlopot azutén addiy mossuk,

2y
e

molt TRES azel {(pH=8,0) hozhad

amfy 2 280 pmeen mént absrothaneidja olén ap alepértéket A ff.‘:h:é&”jé’i 26

fogainyt gradienssel (0300 numedd] natriume-klonid, TRIS-ben (pH=8,0). Az

op-frakeidk Western blotjaval mutatik ki

Az OPGH tartalnazd frakeidkat egyesiifik, maid 300 mmwol] natriuneklorid,

3.2 momoll DTT vighonwentraniot dliinak TA supornse {(Qiagen)
osziopot 20 mmol! TRIS {(pH=R4) 300 mmoll ndtrivm-klodd, 4.2 mowld DTT
i oldartal hozmruk egyensilyba, wajd sz egyesient fakeldkat an oszlopra
sasstilyba hozd pufforre!, ameddi

ey FR: B5 Sy U SO
Az sszlopoet addig mossak s

ik ax

alapvonal artéket. A felidydket az o zio;:*réﬁ (30 mamol! egyensidyba hoed pofforber

szl imidazel gradiensse! oldjuk le. A megmaradt fehérjéket 1 meld Imidazolial
wossnk e Isomét Western Wottot haszndlonk sz QPG4 tartalmazd  frakoidk
Fimatatdadva,

A NINTA osdlom

0 el kalum-fosefit

{pH=70), 0.2 mmol/l TTT deaxstétell oldatba dalizdlinde. & dializalt pooit axutia

Py

kerdmia hidroxiapatit osglopra (Rio-Rad) visseik, amdt eléa8leg 10 mmoll foszfi

.
pots

pullerrel hoztunk egvensiiyba. Az osziop mosdsa ntén a fehégét 20 oszlopérfogat 190-

oy

100 mmol kaliwm-fosztit juk. Bzt kovetd azutdn 20 oszloptérfogat

Az QPG SDS-pohiakrilamid gélek Coomassie blue festéikel vald festésével

&3 Western blottal mutatjuk ki, A frabeidkat egvesifitk, maid PRS-be diafiliriliuk ée -

ek 0
‘wt‘
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» Ry
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“Cloom tiroliuk, & tisztitoft fehénel monomer forméaban futnak, é8 & PR8-he valsd

diafilivalas widn is monomersk mavadmak. A monomer akkor stal

i}, ha lefagvassiva,

V)

flett 4 *Clon throljuk. Ha azonban 4 °Coon PES-bey tdroljuk, adior egy

¥

hat alatt dimerek, majd rimerek és tetramerek képzidnek.

B, A bumdn &

4 bakteridlis Gmeget 1 mmoel! EDTA-ban sauszpenddbivk 15 Gmeg/tér
fogat %e-ban, alacsony n}filxcmu howogsmzatort haszadlva § °Ceon. A seileket

qok fol (103 Mpa, S °C)L A kapott bomogenizitonud

.~.

30600 x g-vel contrifhigdljuk egy ora hosszat, 5§ "Crone A centrifugdlis sovdn kapott Gle-

deéket Kis nyirde

alsd homogenizdlassal mossuk ax credett hosmogamizacion

ttal, maid az eldzdek srerint coptriftgaijul. A mosett iedéket azutin 30 percig

3

szobahGmersékisten 15 tSmegitérfogat Y-ban srolnbilizalink & mold guanidin-HCL

10 ol dittotreitol, 10 mumedl TRIS-HOT (pH=E,5) Ssszetdiell pufferben. Bat az

cidatot harmincszorosra higitiul 30 mmoll CAPS-ot {pH=105) 1 mwoll redukdle

;' &

glatationt tartalmazs 2 mwlfd koncentréciont karbanuid oldatban, majd 72 &ra hosszat §

oo kev ik, Az QFG-t 25 *Coop vgy tisztitiuk ebbol az oldathdl,

elisady ecetsavval 4,5ye alijuk, mad SP-HP Sepharose gyantabdl kdsziilt cszlopon

s % B Hy

3

tromatograliijuk, amely oszipot olfiztleg 25 mmol! ndtnum-scetfttal (pH=4,5)

<
b3
H

hozinnk egyensaivba, Az oszlop elusdldsét lnedns ndtrium-klorid gradisnsest {50-356

>

wrreed Ty

ugvancbben a pufferben, 20 oszioptérfogatol hasendlva 0.1

oszloptértogat/pere sehességgel. A wsal a kivant OPG fonmdt tartadmard osies-

¢ egvesiii, mad & “Coon

~

fe .
eyt iy de
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Attal paefferell sdoldatra

csercliik a puffert, ultrasziivésesl Oményitiik, magd § °Coon throljuk. Bzt ax anyagot

povs

forditott fhzisty HPLCvel, SDS-PAGE-val, limulus amebocita Hzdtum csszdvel vizs-

&

zaljuk endotoxin jelenlétében, valamint Neterminalis szekvendldssal. Emellett kilon-

bizd  techoikdk, arar példanl  tGmespelktrometris, ;ﬁihn:& wradklst  stabwlitds,

oia, ouwkuldns dikeotzmgs, difforencidlis
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z£ 18 haszodthatd 3 fohérje tWisrerkerstének vizegdlatira,

A vekombindns OPG biokiotat akiivities
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A stologia €8 a hisziomorfometria alapidn Ggv taik, hogy wr QPG

\,4

spaiikus 'f.‘:fzieqa-gw swidia transzgentkus egerekben a csontszdvel jeleniis ndvekeddsdt

evedmdayezi

& 4, dbwa). Ennek sz &y vive hatdsnak o potencidlis mechanizomsgba

vald fovabbi beteldntéshez a rekombindns OPG killinbdzd formdit vizsgdliuk as

nezteekisszt képzidéenek sgy in vire tenyészet modelljében {oszizoklaszt Kléprddést

\

- Bat s tenvésstési rendszert sredetileg Udsgawa tervezte [Udagawa &

8

£33, T8O5-1813 (198%); Proceedings of the National Academy

TIO0-TI64 (1990}, amelvben csoutveld sejiek és csomveld

s
N
pve
b
&
]
b
fien3

armazé sefek kombindcididt alkelmazza. Az crekben a

szndlt fenyeszicst mddezernek & muddositisdt kordbban publikalek

23TE (1995)

™

. Ebbhen a mddszesben a

3

SNy S v tasery e 3 3 o~ T S P
Lacey & wmisst Endocrinclogy 136, 236

ik

Ree

eket, amiket egerek combosontiahdl &s sipesontidhsl moswnk ki, &sza-

tintalafban tenyésatik {alfs MEM 10% hdvel inaktivalt boriimagzat

szérupn}, amit 500 Eiml OSF-l-geed (telepstimuldld faktor-1, mdsnéven M-CSF)

ik ki. Bz a fektor a homatopoistikus ndvekedési fakior, amely a mo-

nocitaimakro iy csoport nddairs speoifibue, Bt az inkubdlist k$vetden a nem-tapadd

ik, gradiens tszilidsnak vetjiik a

1d egyvitt tonyszljik az 3172

NN

csontveld seftvonalhdl sedrmazd seitekkel (Ix 10% nemet wadd seit o e 10

meda-

» 1 omoll) egésriglk ki, Az

y“:

1 A tptalagt

vl hﬂ?\'-: %
T aplaly

ab 1,25 D3 diigd
prosziaglandm B2+ adunk
Ali-tenyészisel periddus dltaldban 8-10 napig tar

hozzidaddsival, 3-4 naponként

Kilonbozd indervallumokban a2 fenvészet

"

¥ jelenldiet, vagy egy hisstokémial festdkkel {Sfiésm';.a Bas #

387A, Sigma, 3 Lowis MY, vagy TRAP oldat vizsgdlattal. Az oldatban vé

R > 2y %

5§ [T

vizagilat magiban foglalia av oseteoldaszi-tartalmy tenyésreteket egy ciirdt pufferben
(100 mumoll, pH=50), amely 0,13 Triton X-100-at tartalmaz, & tartardt reziszions

savas foszialaz akiivitdst azotén a p-mitrofenilfoszfat (20 noell) paitrofenclld vald

pidn ménlk, 80 nunoll sdtriun-tartardt jelenidtében, ami 3-3 perces sxo-

Sleten vald mokubalis sordn kelethezil, A reakcidt 0.5 moll végkonceonirg-

o

ciofu ndtriun-Indroxid hozzdaddsaval Ak oo & 4530 mm-en mént optikad siirfiséeet
R ~ Ay

kL magd az evedmény
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A kordbhi vizsgalstok sorén [Udagawa s misal Fade crmology 125, 1808-

TRI3 (1989} 1

1¢8 of the National Avademy of Sclgnces, USA 87, 7260-7264

(19901, az oszizoklasst képrdddsi viz spalat alkalmardsdval ki loheten mutatnd, hogy

“kaleitonin receplordt expresavdlidk (autoradiografial, fa fukakat

cskozhatnak a csomtek felszindn, sl azutin & TRAP pozitivitissal kombinglddea

megerhsiy, hogy a whbwmagwl soitcknel cszteoklasst fenotipusuk van, Tovibhi
blzonyitek, ﬁmﬁiy wnasztis aroknak & bbmagyv seiteknek az oswvteoklaszi

fenatipusat, amelyek & virro keletharnek az oszteoklaset ké
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¢ exprosaxdinak, tnumunocitekSmidval & kalettonin

«.'

receptorral, valamint TRAP mRNS-sel i siry hibnidizdlassal (JSH).

A OPG [22-4017 |

16t CHO sejtek kondiclondli tdplalajdbol tisztitnk,

athan hasendlink, & hoQPG 22

0L m? ezt Kdvethen az oszieaklasz ké

z oszteokianst képzddés virualisan 100%-osan

ctekben 3 TRAP azimyét

ral teny
s 50 artcke kOrtidbell] 3 ng/ml {20, dbea). Upy tlnik,

v Hedtumokban komeld] 2 TRAP citokdungval Wihatd

¢ serkentd hats 22-441 :}_--P i gz'ztiio’

eved. A humén &8 vigesdld moleknidk tovibbi

ehery OPG v
formdit is vizsgaltuk, az eredményeket az 1, tiblizathan foglaltuk Gssre.
1. Tablizat

A kil8ubézE OPG formak hatdsa az in vitro oszeoklaszt képridésre

PG konsirukad Relatly f e bioldaial sdonvitds
QP g

PG e

PG {2
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e OPG 224011 0277 -
mePG 224011 C319
auOPG £22-194] G
muOGPG 22-200] b
aaOPG {22-2127 “
PG [22-293] e
PG {22-4011-Fe P2SA ;
TP [22-4011-Fe V28F it
e
e
e
N
Az Osszesitett adatok et sugallidk, hogy & rdgesdle & human QPG 22-401

az Po domdnher Siaonilistva,

ed nuddon gatolned, &y maximdliy akiivitisuk felét a 2-10

py/oal tartomanyban fuk kL A régesild Coorminglis csonkitdss a 1&G-as treonin oso-

3

povinal makiivalia & moleknldt, ndg ¢ 18585 clsrteinnél & ax nldn végret! osonkitds

teljes aktivitdst sredmenyez. A 135-8s pozieidban ialdlhaté clszivinesoportrd! az jdaol-
hatd, hogy S53 kiigst hoz Wire az QPG 4-es rdgidjdban. Banek a csoporinak egydt

TWFRwrel  roken  fehéndkedl vald elidvolitdednd! kordbban Wmutaiidk, houy

o

megazintett a Diologial aktivitast {Yan sai: Journal of Binlogical Chemistry 266,

L

1209912104 {19843, A mi me g*ig\se.}é&;‘fmk szerint & rau{NG [22-1801-Fe inaktiv,
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shanghan van exekkel a megfigyelésaidel.

Bz ezt sugallis, hogy 8 22-185-03 aminosav csaportok az OPG aktivithshoz szikségss

Lorrn ot ¥ y. N
regiot batdroz weg.

& wegligyelések azt sugalljdl, hogy a iranszgenikusan expresszalt OPG-

oS

bez basonldan a rekombindns OPG fehérje is clnyomia az oszteoklasst képzddést,

g

. anelvekben

cazieoklasat-képzddest exszdvel vizsgalva. Az idébell o

& TRAP+, 83+,

olvamatoss { mutafd

blokkola

a TRAP+ & 3+ seitek megielendsét, de nem gdtoliz a 480+ seitek

Ezzel ellemétben A TRAP+ &3 B3+ sejtek mdr & tonyészet Mtrehozdsa
otdnt 4. napon megislennek a kontroll feuyészetekben, Tsak FARGH seftek taldlhatdk

ax f)PG«u kevelt

sazetekben, 8 dgy tinik, hogy m "zm‘oxség,ii“g pgyanolyan

Z PRSTISRR % T RPN 82 she s a3 At ™ %% e & A SR TS " ay PR e
svambap vannak Jelen mind 2 Rootroll tenyésweickben. Teh#t ax QPG in wivo

amzmnsa wagdban

szt differenaillodés egy

<

IO
SRy B

.&.l'

wenocita-makrofigok megjelondse utdnt 1épésben, do o TRAP va

itek *nw;ciez gxe sl

e zavarja a2 dllaldnos névekede

g

szavrnazd monecta-makrofigok differencidlodisdt, inkdbb azs sugallia,
fedes

x

+ speciiticusan blokkelja az oswvteoklasziok szelektiv differencialsdasst a

monociti-makrofig prelurzorokbél

Armak pontosabb meghatérozisirs, hogy az oszteoklaszt differencialddasd big-

cay

szintdurs Uthan ax OPG hol gliol, ax /v wirre tenyfszidést modszerel ooy variaoidias
el o) I

1953

X Y

atkalmazzuk. Ebben a mér fsmertetett varidcidban [Lacey &s misal: Endoorinology

2367-2378 (1895)] ceontvelld makrofigokat hasrndlunk oszteoklasst prekur-

o

sazteckiaszl prelrzorokat Ggy allittuk 10, hogy veasszik 2 nem-tapadd

Ly

veldsepteket OSF-UM-CSF-ben wald, &szakin & vigrett inkebdlds utdn, majd a

seiteket tovalhi 4

: 100D - 2000 Bl CSF-1 jelenidteben. Négynapos tenvészids

ferX)

b3

xet eltavaligink. A tapadd

utdn, ext nevezzik ndvekedést fizisnsk, 2 nem-tapadd sejt

nelvek ceontveld maloofigok, azotdn 2 naplg kilonbazd keveléssknek

ik alg, 1000 - 2K Sieben Bat a kétnapos penodust nevezzitk

ak. Bzutdn a sejtrétegeket fra ledbliyjak,

muajd ST-2 sejieket (1 x 'i{}':" seitimly, dexametazont (100 wuol/ly & 1,25 {OH2D3-at

abb legaldbb 8 napg, amit differencididdist penddusnak
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neveriink. Bz alatt sz iddszak alatt tesztanvagokat §s hozzdadhatunk. Megielennek a2

3

sazteoklaszt differenciaiodis fenotipusos markeret ennek a tenminilis periddnsnak a

6, 23672376 (1995},

1 {Lacey és misal: Endoorinostogy |

§ X

i} vizepdhuk & hetdsalt ax oswieokiaszt

TN
L MO QR
Ly AT L

RS JEATISNNT N PR -
Scdésre ebben a modeliben,

odisr, tormmndlis vagy egy alfernativa sverint

» By

oundket differencidldddst peniddoshan. Mind TRAP citokémids mint oldatban v

3

f vizsgddal eredmdnyelt ¢ ZL

vizegalatokat végrink, Az oldatban végre

<

mutaguk b

mtermedien, mund a feominglis Beishan alkabmasad, ietve ha csal 2 terminalis diffe-

i

vencialddast dizisban alkahmazzuk. Ha av lntermedier firishan alkalmazzuk, maid a

31 moesdssal eitfvoli

tor jak, akkor a QPG E24011-Fo nem ghiolia a

THAP 2 fenydszel Hzdtumokban, A citokémiat adatok u

¥

az eredmenyekel adisk munt az oldathan vigrett vizsgdlat adatal, Quszessdgdben ezek

~a PG 22 4{}134“‘&:;1&‘;\". a termyinalis differenci-
fennie ahbow, hogy kifeltse Ssszes

..»

oy P bt cry encorrieasyis
Sz ux‘)}i\i\f‘a&z&ﬂi‘ },\tatdnr‘l: SRR E A

K. Su vive snerieudon- Lo ds interlenkon- 18 kicérietek

Az mterleukin-l fpkorza a csonireszorpoidt, mind szisziémasan  mind

sam, ha szubkotéan byckoidzzuk egerek ‘mpmmtcs\ B8 {Bovee ¢s mtsa:

=t

{(1989Y]. A suiswitmas hatdsokat hiszioldgiailag

e

megbecsiithetjik a hiperkalcémia de 2 lokdlis hatdsek mértdhe alapitn, ha folbeestifjik

fa z

Kizvetitett valasz relatty pagysdgrendist. Brelmek s Msér-

z

célia, hogy meghatdrozmuk, vajou a rekombindns muQPG [22-401]

~

nek ar a

~¢ madositay az inde gV sziszidmas hatdsait, ha szubkutdn
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a koponyaistd ugvanazon po Orzak mint az interteulkin- 1-st.

e

huereukinsd 8 kiséletek

¢ him egereket (IUR Swiss white) ax aldbbi kezelési csoporiokba

csoport): Koatroliesoport mterieukine1-B-val kezell dllatok (s
ey 2.5 ng intevlenkined-f injekoidt hapnsk); alacsony déisy
mOPG {22-401 1-Fe-vel kezelt Allatok (az cgerek naponta 3, 1 ug nnQPG [22-4011-

Fe uyekordt kapnak) alacsony domsyd muiPG {22401 Fe &3 mte
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cozelt Allatek {ar eporek naponta 3, 10 pg weOPG [22-

e & mmterieukin-i-f.

kapnak; muagas d

Gaisd wuOPG {33-401
T azonos szamt ingekoidt kapott, amely vagy az alativ faktort vagy ceak

a hordoxdt (0,19 szarvasmarha széromatbunin fosefiital pufferelt séoldathan) tartal-
degyik allatot az utolsd infekeid utin napon 86K le. A tostelivekat és &

iolom-szingiét megmeniitk az eled injekeidk eldtt, & masodik Injeketd utdn
¢s 24 Sraval a harmadih nderloakins] njeketd utdn, kbavetlond] szeliit,

eOlpih, A Jedles wtdn a koponyaietSket eltdvolitjuk, majd parafiinos

fcozruk.

hetzs him egereket JUR Swise white) az aldbbi kezelési csoportokba

N

osztink {3 egér per csoporth Kontroilesoport: imtorlenkin- t-a-val kezelt allaiok (az

egereke naponta egy 2,5 pg interieukinel-or tnjekeidt kapnak)y slacsony déeisg

IPG 224401 BFe-vel kezelt dliatok (az sgerek naponta 3, 1 pg mmQPG [22-401]-

e

> én inderieudon- 1o {a 36

Fo nygekodt kapnal)

td

; alsosony ddzish ma(PG [22-40151-F

feat); magas ddzist (PG [22-401 FFovvel kezelt dllatok (az egervek naponta 3,

10 ng wuQPG {22-40

U-Fo ayelkendt kapnak; magas domist muOPG [22-401-Fe s

nterieukin-t-a. Mindegyik egdr azonos sedantt injekeidt kapott, amely vagy az akiiv

agy csak a hordozdt {$,1% szarvasmarba szérumatbumin foszfatal pufferelt

sdoldatban) tartalmazze. Mindeg

ik allatot az wiolsd mnjekeio viani napon ol le. A

a vér tonos kalohum-szingidl megmerilik az eled injekeldk olftt, @

53 widn négy ordval, S8 24 dSrdval a harmadik nterleukin-l fekeid

atdn, kézvetlentl gzeltiy, hogy az dllatokat ledljsl. Megrénitth sz dllatok testaldvit az

%

elsf injekeid dval és 3 haooadik inderddenkin-1 m-

Jekod uidn 24 draval, kdrveilendl az z dllatokat ledljuk A lediés utdn g
kopomyatetdket eltdvolituk, mayd paraffinos metszet késatidsdhes feldolgnzauk.

Hisztoldgm mddszarek

A koponvatetd mintdhat cink-formalinhan fivdlenk, hangyasaves] kalolum-

meesifjiik, ofanolial defudratfljuk, wegd paraifinba dgyaszek. § pan vastag

szekeiskat vaguuk a koponvaletthdl, a lanmbdoid szoatdra svomszédsigiban, maid

vagy hematonlinnel & ecomnual fastiik, vagy factard! rexisziens saves fosziatéz

&

aletivitassal (Sigma BIt# 38TA) reagdliatink, & hemaioxiBonsl ellenfestik. A
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caordfelszivadast ay inlerleakin-l-orval kezelt dlainkbhan hisziomorfometrids mdd-

Gk meg, @ Osteomensare-t {Osteometrivs, Atlanta, A} hasznilvs, &

yeiad fulajdovadp

frdld 18bldra vive, spy mik
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sareera eida bevender Az czteokiasrtol sed

felavineket €8 az orodilt © meghat@rozauk a koponvat

A koponyatetd injekeidzolt ée pem-injekeidzolt oldaldt Mildn-kiitn meénit.

P t

Az wterlenkin-Ta &8 az interlenkin-1-P hiperkalodmidt okox a hasznalt do-

o~

kban, fdleg a mésodik napon, feltchetblog szisziénds fokorott ocsontfolszivadast

okorva, A hiperkaloémids vilsszt nuQPG [22-401 FFe-vel lehet blokkolnt ax inter-

- &llaiokban, & jelentfisen csfikkentent lehet ar nteriaukinel-g-

eukin-1-f-val ke

val kezell egerekben, amely hatds
Ta s ¥ vy TR e e <
s oterioukin- L-Boval kezelt egerel koponyateisiének
b

v oa osak ar interienkin-1~

g, osrfeoklasziial fedett felsein, €8 s eroddlt fol

Tdees boivraideomtiddnmey vrvaler aodlnaimlrdmrdot wvaiydo s PIE
Sse kbvetkertéhen mely szélosipkdzést mutatd felsainek, 23B.

iterfevdin-T-ura vagy nterleakin-1-B-ra asdont vg

Al ¥ A& +3
\3‘0{ Wy L {\-&\a iazat ?

csondtfelazivddds o ddse hasondé a koponyatetd injekeidroll &3 new-injekoidzott

oldaldn, A vQPG {2244 caSkientik a csontielszividast mind ax -

suin- o mind az iterleukin-1-P mjckoidkkal kevelt &lfatokban, valamint a csak

a hordozdval kezelt dllatokban, de &2 a redukeid a koponvatetdnek csak 3 mnOPG

cordpoit oldalan athaid

MALVArAT AL

™
R

~Fo ghtolja a csontfelszivadast, amely kivetkenterdat

coklasrt szam csBkkends, mind a csonifelszivddds sedmdra

ek s a muQPG 224013

arnd s

tyjekeid helyével

seomszédes koeponyaietd régichan. & nnOPG [22- ‘{}}}Fc hatdsa lokdlisan loginkdbh

No- R .»

wtoldetdval thatdl de ez a téy

v, gy & muOPQ [22-4017 ompitis az interleukin.

taital indakdlt hiperkalednudl, axt sugallja, hogy 8 muDPG [22-401 1 sokkal flnomabb

rémds csontielareividisra
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C A ruOPG [22-401 W Fe soasebdmas hatden ndvekeddshen lovd coerckys

3-4 hetes, ¥,2-15,7 g sulvt him BDFD sgoreket tie egérbdl 8110 csoportokra

osztuk. reket szublntdn njekoidezek sdold vagy muOPQ {22-

('/

2a¢
'D

-

401 Fewved, 2,5 m

P4 napig O3 mekgmap). As egereket aptoradingrafifiuk a

eltt, a 7. ¢s a 14, vapon. Az cgercket ax utolsd infekeid utdn 14 nappal

- A jobb combesoniol elidvolijuk, cinde-formalinban fixdljuk, hangyasavban

esttjitk, majd paraffinb eteket késuttiok 8 dertils

& gombosont  seardbdl
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Hizztomorfomaet K & csontslivliséget

lemer metaphysealis vl régidban, & primer & & szekunder spongiosin

ety

i, & combesontl aphysis-be (szdv). Mindegyik régid mérate 0.5 x 0,5 mma®

Radiografias valtozdsok

Hétnapos kezelds wiin bironyitdk van egy §

spomgiosa-ban, amely kapesolatban &1 a ndvekeddst lemezekkel gy OPG-vel kerelt
sgevskben, & koutrollokbal Osszehasoniitva. A hatisok kikndsen meglepliel &

N 4

Als combesontt &3 & proximdlis sipesonti mestalixisokban (24A-348.) Azonban a

i,

fokozott siirfedgl osthok jelen vanmak a gerincosslop testjeiben, a csipdkeresstben 8

29

digztaliz eafpdben. A L napon a homal

%1
v
ke 25

s terjed & combosont €8 2

fat

08 TERS toval

siposont szardba, bir a radwo-dtdtszatinsdy intenzitdsa eltint Emellent o kisérist

nere volt kiltnhsdy & combraoniok hoserdban, vagy a hosss valinzasiban a K-

&

ddtartama alaty, implikalva, bogy az OPFG wew vilfostafia meg g osont nd-

Hisetolbesiad valiozaack

fermordlis mety witat g ndvekadds

122,68 mum tdvolsdgban levd régidkban (3SA. B, alwdk). Eraza

noa oscan gyoesan eitonk sz osziooklasstok dltal kSazvetiistt

csoutivlszivodas miatt, Brabben a gyorsan ndvekvd fatal eperekben ax OPG kevolés-

sel avx cbben a régidhan

vell csout-ufvekedés  fsszhangban van a

csontislerivodas oftldsdval
Pl
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Az

Osteopmiecerin haldss a csontvessidsre, amil patinvokban petelarek-

irtdesal wadnkiliank

Hiromnapes rog

OV patkinyvobban lithatd (28 dlew). Eeek az sredmén

akiivitasdt g potef

segriink a

Gt az alabbiak szenot:

viokon végziink pefefiszek-kiiridgst (OVXD, vagy

Siel Rémge n absrorpoiomettidt {(DEXAY mérdsoket

meghatdrozdsiara.

Doy

Bag

wz Allatok 14 napis naponta kapuak tniekei-

¥ 4

iz, hamis operdeidn desett allat kap hordozdt (osefantsl pul

A sdoldat);, Tiz OV

dllat kap hordozdt (foszfdttal pufforell sooldaty Har OVX
o kap szobkuldn 5 mgkg OPG-Fe-tp hat OVX dllat kap szubkutdn § my/kg

¢

¢ kap ssubdutan 40 g Ssetrogdnt (B

at OVX dlla STRL &

D iflerve 14 pap pai ax allatok csonfidnakelirfiségdt DEXA-

X

A caontslfisdg DEXA wéedsével a csoutsibrisdg ostkkendadnek trendje

olnt lehel., Banek

ésvhet, olvan esontslinisSgeket ;-mdmu{m

"("\' o

v,

o magasabbak sz OVX patkdnyvokban anndl, mint ami a keveletlen

3

szek-kitrtdst kivetd endogén Sazfrogén megvondssal kapesolatban

A6 osomtvesaidshan,

In vive Sgsz

rekombindns OPG i wie hatdsal ngyanolyan irdnydak mint az OPO transz-

meghigyelt valiozdsok. Ar oszteokiaszt szdmok megfigyvelt csdk-

kenését az OPQ transzgenikus syerckben gy lehet reprodukidlsd, bogy rekombinfns

Peg pec

QPG ingekodnmk lokdlinan wind nommalie egerek, mind interlevdiin-t-a-val vagy

mteriewkin-1-B-val kezelt egersk kopouyatelere f6le. Az OPG tanszgenilus egerek

oxTteopatrotikas fenctipust fejlesztensk ki, o csontveldfreget progressziven csontial

Whive fel, & a sziiletés 1. napla wtdn o udvekedési lemezbdl kinvdld, nem-

s
kS

nodetiezett porccal. Normdlis harombetes {ndvekedd) cgerekben ax OPG hevslés a
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orohos ¢ versl a2 endochondedlis

s

radiografidsan  lehet megfigyeld &
e 35S

g lebet megerdsftent. Tebdt u rekombindns UPG fenctipikus valtordsekat

arodmén WCZ &

melvek & iravszgentkus dllatokban megh

]

gyeliekher hasonddak, & a valtozgsok dsszhangban vannak & 2 csontfelanivadas OPG-

Goa
<
51
{\)
ot
&
&
;;."‘
=
0
]

vel indukalt gdtlasdval

P

st-keprddds in vitre vizspdlatat alapidn evmel a

gatidsnak egy jelents része a Zirodfrott csziecklaszt-kdpzidés szamldjdra irhatd.

Ezzel a Wipotézisse! dsszhangban a2 (PG patkidnyokban blokkola a petefésrel-irtas

3

teopororist. Ebben a modeliben a csontvesztdsr®l ismert, hogy az

dltal wdukalt

abnivall osziecklssziok kizvetitk, sugallva ezzel, hogy az OPG szerepet jitszik & poi-

N-ternundlis PEG-OPG koviuadivmok Mazitdee reduksiv alkilezdeael

¥ owetiik ald, 23-38 mmol! ndt-

£’,~

4,5-4.8) oldatban, majd 2-5 mgioyd koncentricion Sményigik. Bat

U hasendhuk QPG reduktiv sllalezds végreha

séra, monofinkeids PRG

-+ -

hidekkel, 57 ®*Cion. PEG wonoh

ketds  aldehideies

o

szeniancl, molekulasily = 1-37 kD, beszerezhetd a Shearwaler Polvmers-161), adunk

okboz, szitard amvag

3

PEG-aldelud por mdl OPG

memayisdgben, & polivuernek o fehédge-oidatban vald feloldisa utin ndirtum-cianebdr-

et adunk a kapott oldathoz 15

frben

O pumold végkoneenivdeidban, 1-1,6 mol/! hideg

§ :‘\JJ‘

Wensoldathol., A reakeid eoldrchaladasdt &y az OPG

ey GROGOSW

frissen ks

wlezds  eldrchaladtdt mérethizdrisos

oL

gaziopon {Toso Haas), 100 vuneld sdriumbosefdt, 0.5 mol natchan-dlond, 10%

6,97 Ga aftal végezve az elfoidt. A reakeidt dlaldban 16418 dra

B &

viuk leiatszcdni, maid & resboidelegyet 6-8-szorosta higitiuk, s pH-jat

3,8-4-re coSlkkentiile. A reakuidelugyet loneserdld kromatografidval frakciondluk (HP
SE Hiload 16710, Fhammacial, 20 mmol ndivume-acetdt (=9 oldathan, 0,75 molt

d koncentracidiy ndvekedd gradienssel, 25 oszlog plévfogatot haszndive

30 onve dramnldst sebessdazel. A mone-, di- vagy poli-pegilezett ORG-ket °>"v*°313t}ui\,

pd SEC HPLCvel & SDR-PAGE-val jellemersik.

venalissal
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stiroztudky, hogy a 8 ronkodtermék & legtthb esetben 98%-ban Netenmmnalisdn

gel médostiot P4
Allaldban st az elifrdst hasendlink az aldbbi N-fermaindlis FEG-OPG konpu-

ciddllitdadea (ahol wz OPG HoOPG met [22-1941P25A0 5 kDa MonaPEG, 16

kDa Mono eldgazd PEG, 12 kDa monoPEG, 20 ks monoPEG, 20 kD mono elfgassd
PEO, 25 KDa monoPEG, 31 kDa monoPEG, 57 ¥Da monePEG, 12 kDa dPEG, 31
kDa PEG, 57 ke AIPEG, 25 kDa 6lPEG

B S TR S TSP T E S SUNTE LR S T £ WP
PREG-OPO komuediomoek eidallitds:

HuOP wet [22-194] P2SA pufforcserdnek vollink alf, 5O wumoll BICIN

mbre 10més az vlidadot haszndijuk ax QPG

monofunkods PEG Nehidroxi-

szukoinimidll Sswtorekbkel FEG WNehidroxiszuboinimidi] éertercket (Unsdris vagy

na

fekulasdly = 187 kDa, besvereshetd a Shearwater Polymers-

W0 adunk sziléed aa OPG oldathor 4-8 mdl PRG W

ndvoxiszukeiimadil &szier per egy mdl OPG moennviséghen. A reakeid

PG PE

lezds mdetdkdt médrefkizdrases HPLC wvel kfvetiilk egy

{Teso Hassl, 100 wanodd v

1 dva bosszat hagyiek ldtecddei, majd a reakeidelegvet 6-R-szorosea

o

S-dere onfkkengiik. A reaketdelegvet loneseréld kromatogrifidval

’VJ

~

frakotondlick (HP SP Hiload 110, Pharmacia), 20 mmel! ndtriam-acetdt {pH=4}

\p-u- 33

oldathan, €75 meoll ndrum-Konid koncenirdcidly névekeds gradienszel, 25

o~ &

0 ow/e dvaniasi sebességgel A mono-, di- vagy poli-
. mapd SEC HPLC-vel ¢o SDN-PAGEwval jellemezziik,

Y

neghatdrormk, hogy a & reakeidtermdk s loptabb

dlisdn PEG-gel mddesitof OPG.

Altaléban ezt az clidrdst haszmdbiuk az alibbi N-termindlis PEG-QPG konju-
gatamnk eltallitdsdrar § ki poliPEG, 20 ks poliPEG, 40 kDa poli elhgazs PRG, 50
kDu poliPEG

A jelen faldbmanyt az clinyben részesftent megvaldsitdsi mddiai alapidn tsmer-

e o taldlmany oltalmd kre nem Korldtorddik s ismertetett megvaldsitast

PA SRS
*
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I kSvébe tartosd mddositdsnk

han & voelidkell pdnypontok olt

dg & y vonatkomk, an

iy tgenvpontokat gy fogalmazionk meg, hogy az

Dok

drdsokra &g ekvivalensekre is vonmthorzanak,

Az alibbiakban smerteliil a taldbmday sz2dvegdhen emitiett szekvenaikat,
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(O OPERACIOS RENDSZER: PC-DOSMS-DOS
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{i} A szekvencia el
{1 Topoldgia: Hunearis
{11} A molekula tipusa: oINS
i.ﬁ} A szebvencia fofrésa: 1, szdmd seekvencia
3%

AGGAAAAAAGCGGCCGCTACANNNNNNNNT

AMAGE

skvengiavasl
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s
ot

{1 Tipus: nuldeinsay

(i) A miolekula tpusa

STVINL P ST N Tey §
{X } A ?.’ee‘f.f:}s.‘\’ SRR ¢

TCGACCCACGOGTOOS

R 3 -
O SEARIH STOKVON

2 dnispar
(B} Tipnsy nokleinsay

() Szdlifpus: cgyszald
(D} Topologia: inedrls

(1) A moleknls fpasar cDNS

(i} A szeloveneia lejrd
GGOETGOGTAGHEC 12

O UV S Y
4, szamu szslovengiavaziat
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{1} A szebveneia jellemadd

{ X} }E\} A5

: 18 bazispar

{13} Tipus: nuldeinsay

irdsa: 4, szdmy seelovenciy

¥

2R

3. sodn szekvenoiavéziat

pus: egyszaly

“opoldgiar hnshris
{1} A molekula Hpusw ¢DNS
(o} A swelkvencia lefrdsar 5, szdmé szekvencia

CATOALC I8

& b3

&, srdmi srekvenciavaelat

i,
-k 2

(8 Tipas: nukdeinsay

N

(D} Topoldgia: Iinednis
{1} A molekula tpnsar ¢DNB

{xi} A szehvencia leivdsa: O, svamid spekvencia

ATTAACCOTCACTAAAGS 20

7. szdm sekvenciavaziat
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{0 Szaltipus eg
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{11} A molekels Hpusa: oINS

A szekveneia lelrds

Y vk - 37 reoy T s e
R, svdont szekvenciavasiat

23N
£33

{11} A molekula Ypusa: cINS

1A szekvencia leiréza: 8. szdmi szekvencia

15

(9

24

. BrAron srekvencigvaziat

ST T s b
{3 Tipus nuk

{0y Szaltipus: ogyszal

ypolagiar hnedeis
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{1} A molekuly Hpusa: cDKE
vy A avebvencia lelrdsa 9. szdmd spekvencia
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10, srdmmd szekvenciavaziat




{A) Hossz 45 bazispir

B} Tipos: nukleinsav

¥ Topologa hnedris

»{ii} A molsioda thasa ¢DNS
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ATAAGAATGC

roneia felrdas: 10, szdmd

FETICE

CGOCCGUTAAACTATGAAACAG

a

CCCAGTRACCATIC
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{AY Hossz: 21
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Szaltipus: egysedid
{11} Topoldgia: lncdris
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12, sodmad soe

Yclavaziat
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A szekvencia
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{ A3 Hossz: 21 3
{8 Tipus: mukleinsay
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(D) Topoldgia: Hnedris
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() Topoldga: inedris
{11} A molekula tipesa: ¢DIMNK
{x1} A szekvencia lelndsas 16, azdund szekvencia

TAACTTITAC AGAAGAGCAT CAGT
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{1} A szekvencin rellomadi:
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sz 33 bizispd
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{B) Tipns: nukisinsav

(1) A modekula Hpusa: cDNS
Ay szekvencia leirdsar 17, sadend szekvenaia

ATGAACAAGTGGOTGTGCTGCG

AGLGUGHEOCC

18, sedmd szebovenciavasia

A smekvencia § sHemed
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(D) Topologia hnedris

{13 A molekala tipusa: ¢DNS

X1y A szekveneia letrasa: 18, szl suekvencia

AQUTCTAGAGAAACAGLCCAGTGACCATICC
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18, szémi srekvenciavazlal
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{A) Hossz 24 basispde
{8} Tipus: nukdemeay

{C) Szaitipus
{D) Topold
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{11} A molekula tipusa; ¢DNR
{x1y A srelovencia lefvdsar 19, szdomd szelovencia

GO AAG OTG TG ARG AAC CTG ATG 24

20, szdm smekvencis
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3 Tipus: nuklamsay
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SN A et
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ATC AAA QGLABG GCATAC TIC CTG 24

21 andonl srekvenciavazin
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(D} Topoldma: hncdris

{11} A moleknla tipusa: ¢ONS
{xi} A srelvencia lelvdsa: 21, swhnd szekvencia

3

CAGATCUTGAAGOTOCICALGTTITS 24

wimd szekvenciaviziat
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{xiy A swekvencia fefvdsa: 22, szdod szekvencia
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23, szémy szekvenciavizlat

<

(0 A szekvencia jellomzdi:
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1} A srebvencia jellemadt
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{8y Tinns: nuklemsay

{0y Sealtipus: eg

{1 Topoldma: hnedns
() A molelngda tipesar oINS

(vt A szekvencia leirfsar 25, szdmad syekvencia

ACGAGTUGALCTTATCATTTACCCGHIAGACAGGGAGAGGUTCTET
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26, sndan seekvencisviziat

i} szakvencia jollemzdn
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fekula tiposar eDNS
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{0} A szekvenoia leirdsa: 27, szémi ssekvencia

FOTGOGOCCGUTAAGCAGUTITATTTICACGHATTGAALSTG
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{ti} A molskula tip
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COTCTHAGOTCAAGCTTICCGAGHACCACAATCGAACAAD
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TCOCTAAGAAACAGUCCAGTGALT 24

36, seam szekvenciavislat

(AY Hosszy 31 bérispér

{83 Tipus: nuklemsay

(D} Topoldgiar hnedris
(1) A moleknls ipusa: ¢DNY
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32 s szekvencavasig

(1} Tepoidgiar Hnsdng

() A madekula tipusa: oINS
(ki A spekvencry letrdsa: 32, sedrt svedovencis

T OO CHY ACC ACTCTT 31

. srfmd szekvenciaviziat

A szekvenos jellems
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(&) Hossz: 34 blzispar
(B) Tipus: nukleinsay
(C) Sezaltipus: egvszdld
{10 Topoldzia: lmedris
{13} A wolekula tipusar cDNE
{xi} A szekvencia lelvdsa: 33, szdmy szekvencia

COTCTG CGG CCG CAC ACA CET TOT CAT GTG TTG C
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() A szekvencia jelleredt
{AY Hosaz: 21 béeispéar
{8} Tipus: muklsinsay
{7} Szdltipus: egyszaly
{13 Topoldgia: Unedris
{1} A molekals tipusa: oBNR
{xi)} A szekvenoia felvdsar 34, szdmd szebvencia
TCOCOTT GO CTG ACC ACT VT
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34 bdziapar

{8} Tipus: nulleiusav

(D} Topoldgia linedris

{11} A molekals tfipusa: cDNK
{x1) A szekvencia lelvdsa 35, szimud szebvencia

CTYOTE QGG CCG CCT TIT GO TG CTTCTCTIGT T

38, szamd srekvenoiaviziat

{1 A szekvencia jellemadi:
{A) Hossz 37 bamspde

{8 Tipust nuklemesay

{DY Topoldgiar linedris

{1} A moleluda tipusa: oINS
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{B} Tipus: nukle

() Bzaltfpng: egyseal

-

(DY Topoldgia: lineéris
{11} & molekula tipusa: cDNS

szekvencis leirasa: 37,

Faam szekvenoia
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szekvenciavazial
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{4) Hosaz 33 bézispér
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{3} Topologia: bngdria

{1} A molekula tpusa: ¢DNS

COG AAG CTT CCA CCA TGA ACA AGT GGUTGT GUT GO 35
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41, azamy soekvenciavaziat
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() Szaltipus: egyszald
(D) Topoldgiar Husdrig

{11} A molekula tipasa: ¢DNS

skvencia lelvasa 41, sodom srekvencia

COT PG TCG ACT ATT ATA AGU AGO TTATIT TCA CGG ATT G40
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Hossz: 21
{B) Tipus: nukieinsav
() Sealtipus: egysealt

{1 Topoldgia: knedris

{1 A molekula tipusa: eDKS
{x1} & szekvencia leivdsa: 42, szdmd szekvencia

TCC CTT GCC CTG ACC ACT OTT
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. 43, szin szekvenciavaziat
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() Topolégia lnedris
{10 A miclekoula tipusa oINS
A4 sdnnt szelovenciavazial
{i} A szekvensia jellemadic
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{1 A medekula tipusay NS
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{B) Tipus nuklzinsay

SN

{C

5

§‘+w\ o
AL {pn‘:

Py
r
{

epyszaly
{13} Topoldgiar inedris
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{8 Tipos nokleinsay

{0} Topelégia: linedria
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{11} A molekula m,ssa cDNS

TAAGA

CAAGE GUTTATCCTA GITATTGOTO AGUGGTGGCA GCAGIICAALT

TCOGGOTTTO TTCTROTTOT FUTTCTTITCE GCGGATCOTC GAGTAAGCTT OUATGOTALS

FTEA GUICEAATTC CAACGCOTTA ACCATATGTY

PR S

TAATTAGTTA AAACAAATOT AGAATCAAAT CGATTAATIE ADTATAATAA
ACCAT 340G

CTOTACGATOC TACARGTACT TATGTTAAAL AATTETATTT
CAMGUGATAT 360

TETIDA CAAARAY
COTTTTAATE 430

TTAGA ATCAASTGTE AATCTATT:

ATATATAACA CGLAAAMACTT GOGACARACA ATAGGTAAGG ATARAGADAT
GGGTATGAAA 480

GACATAAATG COGACGACAC TTACAGAATA ATTAATAAAA TTAAAGUOTG

TAGAAGCAAT 34¢
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AATGATATTA ATCAATGOTT ATCTGATATG ACTAAAATGEG TACATTGTGA

ATATTATTTA 606

CTORCEATCA TTTATOCTCA TTCTATSGTT AAATUTGATA TITCAATTCT GGATAATTAC
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AAAAAAT GGAGOGCAATA TTATGATGAL GCTAATTTAA TASAATATGA

GATTATTOTA ACTCCAATCA TIOALCEATT AATTGGAATA TATTIAAAA

AAAAAT CTCCAAATET A

CACTGGOTTT 840

WATTAAAGAA GRGAAATCAT CAGGTOTTAT

TTCATAUTOC TAATAATGOL TRCOGAATAU TEAGTITIGC AL

AFTCAGAG

AZAGACAACT ATATAGATAG TTTATTTTTA CATGUGTOTA TGAACATACC
ATTAATTGTT 80

DOTTOTCTAG TTGATAATTA TOGAALAATA AATATAGCAA ATAATARATC
AAACAACGAT IO
TTAACCAAAA CAGAAAALMGA AT

CTCTTHGGATIONG

FCATOOG AAGGAAAMAAG

ATTTCAALAAA TATTAGGOTG TAGTAAGCGC ACGGETCA

WOTT TCCATTTAAL

CAATCCGIAALILS

ATGAAACTUA ATACAACTAAL QUOUPGECAA ATATTTOTA AAGCAATTY

ANTAGHAGTALZNY

GO CATACTTTAA AAQTTAAGTA CGACOTCUAT ATTTOHAATGT

ATTTAGAAAALRGD

ATAAACAAAA GAGTTTOTAG AAACGCAAAA AGGCCATCUG TCAGBATGGC
CFTOTGOTTALRRO
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49, srami seekvenciavasia

{1} A srebvencia jellemzén

{C) Szdaltipus: cpyezald

{33} Topoldgia: inedris

{113 A molekula tpusa: cDNS

cekvencia lefrdear 48, s2dut swakvencia

AACTAAGATOTTCCTCOTTATTGTATACCAATTGOGCAACCTTAAGS
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olekula tipusar oINS

{31} A szekvencia lefrdsar 50, szémd ssekvencia
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GUATGOTOT COUCATOUGA GAGTAGEGAA CTGCCAG

A CTGRGCUITY COTTTTATCT GTYGT TG

WATOC GUORGGAGOE GATTTIGAADG TIGOGAAGOA
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CPGACGRATG GUCTTTITTOC GTTPCTACAA ACTCTTTTIGT TTATTITICT ASATACATTC
300

AAATATGOAC GTOETACTTA ACTTTTAAAD TATGOGTAAT CAATTGOTCD

TOTTAALATT 360

e WorWacl

A TACTTTGGECS

ATTTGOGT ATTGGTTAAA

TCEGAAAGTEA CCHTGCGCTT ACTACAGCOT AATATTTTTS AAATATCCCA

COTTCBOATE COUACGOTAA ADATTCTTTT TCTOTTTRGO TTAARTOGTT GTTTGATITA
540

TTATTTGOTA TATTTATTTT TC
SO0

TA TCAALTAGAG AAGRAATAAT TAATGGETATG

POTAAAAA TRAALTATCT ATATAGTTET UTTICTOTCA

CTAAGCATTC CCAAGULATT ATTAGCAGTA TGAATAGGGA AACTAAALCH

CUIGATGATT TCROTTOTTT AATTACATT
T80

FAGATTITTT TATTTA

SATTGTTTEICA
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ANTATATTOO AATTAATOGH T AGAAT AATOTACTAT

AQGATC

o S
T 240

ATTAAAT TAGOETCATC ATAATATTGC CTOCATTTTT TAGOGTAATT ATOCAGAATT

TOAGEA TAAATGATOG CGAGTAAATA

TGTACCATTT TAGTCATATC AGATAAGCAT TCATTAATAT CATFATIGCT

TOTACAGGUTINNG
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TATTCY GTAAGTOTOG TCGGCATTYA TETOTTICAT

SITIG TOGOAAGTTT TQUGTOTTAT ATATCATTAA

CAL TATTATATG

ATAAGTACO TOTAGGATOG TACAGGTTTA GG

TEVEY

TTRTTAZGE

CATCGATTTGA TRCTAGATTT GUTTTAACTA ATTAAANGAS

SATAACATALZZG

O GARGCTCACTA GTETOGACCT GRAGHGTACS

TCOTTAACGE GTT

ATGRAAGCTTIIRG

CACCGUTGAGTAA TAACTAGCAT AACCOCTTGRGE GEICTOTAAS.

HoTEARAGEA GUAACQTGUTC TTCACGUTOY TCALGE 1548
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Y Topoldgia hinedns

(i3 A molelula tipusar ¢DNS
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{1} A szekvencis lefrisa: 31, 1 sReky
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TATGAAACAT CATCACCATD ACCATCATS

ORI

STAGUGTTAAL GCGTTGRE

32, szame seekvenciaviziat
{1} tovencis elenmd
z0 49 tzispdr
(B} Tipue nubletnsay
() Bzaltipes egyszald
{13} Topaldaia Linedris
() A molelnla tipusar 2 DNS
{1} A szebvencia lefrdse 532, swdomd szebvencis

AATTOC
49

AACG COTTAACGCT AGUATGAT

X

GG TOATGGTOAT GATGTTTA

cvencia jellemadd:

(A} Hossz: 141 bazispar

(R} Tipus: nukls

(C Szaldpus: egyszald
{1} Topoldgia: nedris

(11} A molshula tpusa: oINS

{(xay A szekvencis leindsa 3.5z

PAATTCOGUTCTCACCTALCCAA
ATAT-

A szeky

ACAATGC
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ATCTGUOGTEATAAATTATOTOTGGCG
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34, spami szekvenciavaziat

kvercia jelle

W
{A) Hossz: 147 bigispdr
(B} "i"i-'_;tsus:: mukieinsay
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sovencs lefrdsar 54, shdnt szelvencia

TGUAGATTAAGGUGAGAGTERATGOTT TG T TACGGOGGGACETTTIT

it

ITAAGTATATTTTTTOTATGTCTATTGOTAGAUGCCACTATITAATAGAG

CGUCACAACTOTATTTATGETGACCGCCACTATGACTOGTGTARC

38, smamtsrekvenciavaadst
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{A) Hossz! 53 hdmspar
(B} Tipus: nuddeinsay
{C Szaltipus: egyszdli

{13 Topoldga: lnedns

{11} A molekula tipusa: ¢DNS
{x3) A szekvencia leivdsa; 535, szame szekvenoia

ATTTGATTCTAGAAGOAGUAATAACATATGGTTAACGUGTTIGUGAATTC
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CTGCAGHTOR ACACTAGTOA GUTOAARATTC CAACGUGTTA ACCATATETY ATTCOTCOTT

Ay
At

AATCRAAT CCATAAATTG TGAGCROTCA

TATTAATTAA GAATTITAGC ATTTETCAAA TEAATTTTTT AAAAATTADS ABACHTCCAT

360

o

ATTTAGARAA SATAAACAAAA GAGTTTGTAL 8AACGC AAXA

TCAGGATGEC CUTOTGCTTA ATTTHATGOC TGLAGTTTA TGOCOOGEGEY

SCOUPCUOGSUESATYT GTCCTACTO

AdA CAACRGATAA AALGAAAGGE CCATGICTITIC

PR,

ST 800

TTCGTTTTAT TTGATGUOTG QUAGTTCOCT ACTCTCECAT GOGRAGATCA TGCATACOTT

HEG

GER

sellemadic
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(A Hossz: 726 bdnispar

{B) Tipus: nokleinsay

nn srekvencis
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Ga GAGTAGGEAALC

AAGGUTC AL

COASAGA CPGEGECCTTT COTTITATCT GFTGITTG

/.

FEOAGOE GATTTOAACG TIGUGAAGTA

-

AGGCATC AAATTAAGCA

FATATTTGA CEETOCOTAG TITAATTOIT CTTCGCLATC

CTTOT TEATTTTRCY AANTY

-~

VO ETT TAATETY CTCATTTGAD AAATTGUTAAA ATTCTTGATY

426

AATATTCTCA ATTGTGAGCS CYCACAATYT ATCGATTTOA TTCTAG

480

] NN A FD e o o T SNLEN SN,
AAGGAG GAATAACATA TGOTTAACGC GG

TEC GAGCTCACTA
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COQAGGAT CCGLGGAAAG AAGAABAAGA

UGG CTECTGCCAL COOTGAGOAA
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GRUCTOTAAA COGOTCTTCA GGEETTTTTT GUTGAAAGEA GGAAUGCTS

TTCACGOICT 726
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S8 szdnn seekvenciavaziat

{1 A szekvencia jellemedi
244 DaRyEpay

Tipus: noklemsay

Sgiar Hnedes
{u) A moleloala tipusar oDNJ
srdnmt szekvencia

TATTTTTACTG

{1y A sskvencia lefrdsa: 5908

TALGCACTGGATCOTT Y

50, svimt ssekvencigvss

A szekvencis jellewmzdt

{1 Topoldgiar huoedris

Hpusa: cDNS

(1) A molekula
N3 Nt YN Swdge Y DAY Y xdesveng ey @
{x1} & szekvencis lefrdsar 60, s2dmi szekveneia

GTCCTCOTGGTACCTACCTAAAALCAAL

srekvenoiavizlat

{8 Ti;} us feinsay

§\ R U.

peyezall

PRy

lekula tpusa: cDNS

{xiy A srekvencia leivdsa: 61, ssdo szekvencia
PGLATGAA GAAACTTCTC ATCAGCTGCT

GTALCCCGLOG

S

R

CHUCGE

GACATITATC
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201
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OTOTGATAAA

ACALAGCAGC
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TOATGAGAAG TTTCTTCATCIOH CA

102

£2. SSfvlt szekvenmavaziat

{B) Tipux aminosav

{0 Sealtipus: egyszaln

{0 Topologiar inednis

{11} A molekals Ypusa: fehérje

G L Lew Cys &sp Lvs Us

1 5 10

63, szérot seckvensavislat
{1} A szekvencia jellemzdi

g‘m Topoldgia: linednis

{11} & molekuda Hpusar cDNS
{xiy & azekvenma leirdsa: 03, szdmy spekvencia
TATGOAAACT TTTCCTCUAA AATATCTTCA TTATGATGAA GAAACTTOTD
SOATCAGUTCET GTGTGATAAA TGTCCGLCGE OTA

2o

;..
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64, szdod szekvenciavézist

{A) Hossz 78 bazispdr

COGGOGGACA

TTCATCATAATIO TOAAGATATT TTGGAGGAAA AGTITCCA

w3

£5. szdm szekvencisvazlat

f
v s
“amnt

Ha tipusa: oINS

{xi} A szek 1 srekvensia

TACGCACTOG ATCUTTATAA GCAGCTTATT TTCACGGAT

o
I

&6, Samn srebvenciavaziat

ezt

y\u:\
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\
srelkvenciy jel

s nnkiomasy

(I3} Topoldgiu: tnedus

{1 A molekuda tposar ¢DINS

{xi} A swekvencia lelrdsa 66, apdm szekvencia

AGCAGCTGAT GAGAAGTTTC
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GTGUTCCTGG TADCTACCOTA AAACAGCACT GLACAGTYG 38

e,
s
anisien

A szekvencia jellemedd

{3 \,1513,15 ggysrdld

{:(.i} A szekvencis lofrdsa: 87, sedumd szekvencia
TATGGAAALT TGUUTITAA AATACCOTGCA TTACGATCCG
CAAACTGGETCO 5O ATCAGITOCT GTGTGATAAA TETGOTCCGG GTAD

{1 A szekvencia Jellemadi

{A) Hossey 78 basispdr

SN a1 - ‘ Feo ¥

{R) Tipus: nukleinsay
SN : N

(U Szaltipus: sgyszdld

(1) A molelnla tipusa: cIINS
\1 J‘g {F § «t.\}x‘c’,‘, Wh ot "\‘\- )t\ .\2‘&}4}3’1 "3/’?} Vel C.i&"\.

COGGAGUACA TTTATCACALC AGCAGCTGAT GALCAGTTITC
CGOATCGTAA SO TGCAGOTATT TTGHAGGLAG AGTTTCCA

g
R

/"_~.
N

,_/ &

0%, srdnm szadovenciavariat

{1} A szekvencia fellomedi



Sgiae Lnedns
{11} A molekula tipusa ¢DNS

{xi} A szekvencis lelrdan: 69, sudnd szekvensia

TATCGGACTCA QAAALTEGRTC ATCAGCTG

o~
s s
e’

FERNY TS <o - v
{B) Tipua: nuddeinsav

3 3 N I A
PR CEVSZAIN

{D} Topoldgia: lincdris
{1y A molekals dpuswe oINS

Y‘} A azek

NFENTOY
FOTHN R
N

CULGAGUACA TITATCACAT AGCALK

4R

poo8

i,
-

T, sedn szelovenciave

{AY Hossz 87

{0 Topoldgiar husdns

{11} A wolekula tipnga: ¢<ONS

o
B
?

{x1) A azekvencta leirdsas 71 szdmad szekvencia

ATCAAAGAA ACTCTCOCTC
COGUAAACTE 50 GTCATCAGCTY QU1

7

OTGAT

CAAAATACCT
AAATG

e ewes e 2eex Sxaw
> * o o o
@ » s x e ewe

® 2 sa

GCT GTGTGATAAA

GCATTACGAT
CTC COGHTAL
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12, sravmt seckvenciavazia

{1} A swehvencis ;di i

{£) Topoldgin linedrds
{1y A molebnla Hpess: oDNS
{ay A szekvencia lefrasar 72, szémd szekvencia

CCGCGAGLALCA

SALC AGUAGCTGAY SALCAGTTTC
CGGATCGTAA SO TGCAGHTATT TTGGAGGCAG AGTTTCTTTIC A

T3 szhmd s

A szekvencia jollemzdi

e
oens
S

(A} Hosszz 71 bizispar

{B) Tipos: nakleinsay

A molekula tipasar ¢DINS

{x1) A avekvencia lslrdsa: 73, srdmé szekvencia

G

{

STCOTCA TATGAAACAT CATCACCATT ACCATCATGA AACTCTGUCT
S CCAAAATACUTGUATTACGA Y

.

74, szamn seekvenciavasiat

{13 A szebvenc jellemzdn:

{A) Hossz: 43 banspdr
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£111 A mnolslula fimaa cDONS
LA S

{x1) A szokvenoia leivdza; 74, szdmid szekvencia
CTTCTCCTOA TATGAAAGAA AUTOTGCOTC CAAAATACCT GCA

43

7S, szimt seekvenoiavazia

{13} Topeldgiar Hedris

{1 A molebula tipusa: ¢DNS

s T sedna szekvencia
TACGDACTGSG ATCCTTAATG ATGGTGATGG TGATGATETS

AGCAGCTTAT S8 TTTCACGRAT 31

AT TCECTA

~ {)

76, azamu seekvenciavasiat

{1 A szekvencia jelterzdi
{AY Hosgz: 47 ‘mfzsm

() Saaltipos: ogyszdld
{0 Topoldgial hnedns

-

iy A molekula tipusar ¢DNX

A szekvenciy lelrdsa: 76 szdmd spekvencia

GUTCTCOTCA TATGAAATAL CTGUATTACE ATCUGGAAAC TGGTCAT 47

77, sodoond seekvenoiavazia
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x 2 -
(A Hosez: 43 bavispér
CEY T N
(B8) Tipus: nukicmsav
() Szdltipus: epyszalt
(I3 Topoldgia: Hnedey
{11} A molekula dpnsa: oINS
ety A PN srAmd azekvenoia
{xrr Ax encia fefrisa: - BIRHE SZOKYARIA

OTTCTCOT

TGAAATA TCTTCATTAT GATGAAGAAA CFT 43

Al szekvenciavaziat

) X cralrvencia follonmedi
3 ASEORVEnsia (e Henwdn

e

{A) Hossz 40 bérispdr
(R} Tipus: nukleinsav
{CY Sealtpus: epyseily
(D Topoldgiar Unedrs
{‘\‘) ,»; oy 0 §\§ 3\3 J})ltSﬁ C}L}[\&

{xiy & szekvencia loirdsar 78, szand srekvencia

ATCCTTATAA CCAGCTTATY TITACTGATTY

7O srimit srekvenciavandat

(i A szekveneis jrlienzdi:

{A) Hossz: 40 baeispd

{B} Tipus: nak
{0} Szaltipus: egvszald
{T8 Topologia: bnedns

NS

{11} A molekula tdpusar o

: 2

{x1} A srekvencia leivésar 79, swdmi szekvencia

GTTCTCOTCA TATGRAAACT CTGOCTLCAA AATACCTGCA
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32

RO sxdomt szekvenciavaziat

o
vy
onrs

(D) Topalbgia: incdns

N X

(1) A moleknda tipusa ¢DNS

{xiy A szelovencia lefrdsa: 80, sudoml szs

TACGCACTGE ATCOTTATGT TGUATTTOCT TTCTGAATTA GLA 4

i

mg szekvenciavasiat

eneia jell

SRSNLR I

R T3 ey 19 Acrs By
(A} Hossz 18 bazispdr

SEERVENIR

S2. szamn srebvenciavasiag

“

A szekvenc jo

omzii:

P nia
i s
nr?

s

(A} Hossz: IR bazispar

{'C‘} Shauipd epyardhy
(00} Topoldgra Hnednis
{11} A molekula tipusar ¢DNY

Z
3

Oy A srekvencis lefvasg 82, sedodt szekvensia



> IOU: FNA ¥
S e
123
SATCCTCATT ATCTETTY
IR
33, spamt szekvensiavaadat
{1} A szekvencin elemzdi
{AY Hossz: 30 hasispa
{8 Tipns: nuklemsay
egysrahl
in: Hoedris
tipusa: cDNS
iy A szekvencia lelvdser 83, sedmd seckvensia
COGHAAACAG AGAAGLCATG CAAAAGTAAG
33
84, szdmy szekvenciavaziat
50N
{1
{8} Tipasy mukleinsav
() Szallipus: ogyszalt
(I3} Topoldgia: linedria
{11} A molekula tipusa: cDNS
) A szekvencia fefrdsar 84, sedmt szekvensia
GATCCTTACT TTTGUGTGGL TIOTCreGTyT 3G

S5, szdmnd arekvenciavizlat

{1} A szekvencia jollemadic

3

{A) Hossz 12 bézispar
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o]

B} Tipays: nukleinsav

foga; Huedris

.

{\}) A szekvencia lefrasny 83, whnnd szekvencia

TATCGTTAATG AG

{1 A szekveneia jellemedi:

{A) Hosser 14 bazisph

o AL e e o
evieln lefrdsa: 86, andod szokvencis

TCATT AATA

¥ o N e TYRVINE . e
K7 sedmu szekvenciavaziad

A szekvencia jellenmdi:

o
v

1 bizispdr

ki Aszekvencia lelrdsa: 87, srdmi seekvencia

STTOCGH AAMACAGTTAA G

Kvenclavizlat

° v
i, X Rk
LR
TeQ x *

Rowx daax

LA X
*

4
x 1Y

et
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oom,
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Aozzekveonera jellsmedi

Y Sz
x e'u

s’.i,?} Topoidea; Unedrls

N D D

2

{11} A roolekula tipusa: cINS

>"7 LA

t\i;:\b ekvencia lomrdsa: 88 ad

s szekvenes

GATCOTTAAC TEITTCCGHA ACA 23

29 sgdnu szekyvenciaviasiat

{1} A szedovencia jeilemz

A Hoser: 36 hivispiy

us mukloinsav

altipus: egyszalt

(D} Topologia: lnedns

{1} A molekela pusa: oINS

TATGTTOCGE AAACAGTGAA TCAACUTCAAA AATAAG

IR
IR

80, szim snekvenciavs

{1} A szekvenca jellemeii

cpysrald

{3} Topoldgiar Hrudnis

{0y A molelnia tipusa: cDINS
{333 A srekvencer lefrdsa: 98 sndend seckvencia
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GATCOTTATT TTTGAGTTGA TYCACTGTITT CCGGAACA

M

Q1 swdmb szekvencmvariat

) A zzekver

A,
P

')/ <

{0 Topoldgia: inedn

{1} A molekula tipusa) oDKS

(w1} A szekvencia letr@sa; 910 szdmd spekvencis
CTAGCGACGA COACGALAAA GAAACTOTGO
COTGCATTALD 30 QATOCGOAAA  CTGOTCATCA

GATAAATETG CTCCGHGTACINO

(D) Tepologiar Huedris
{uy A molekula Hpusa: oDNS
(x1) A szekvenoia lofrdsa: 92, szamu spekvencia

COGGAGCACA TTTATCACALC GUALGCTGAT

CGGATCGTAA 3 TGCAGGTATT TTGGAGGCAG

G2

{i} A szekvencia jellemadi

R Reex @ teean v
¢ e s oyt
¢ w e N S I © ¥
¥ 2 X X x
Avew  » > x 0

3
fy ol

CTOCAAAATS
GOTGOTGTGT

GACCAGTTTC

AGTTTOTTIC
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(I Topologm: Huedrs
A molekula Hpusa: cRNS
{xiv As

-

g fefrdoer Q2 o
DROAQITEEEI VAL S

i avekvenoia

."e“

VAACACAA TCCATTTGAT AUTAGA

26
94, sxdmn szekvenciavazlal
1y A szekvenoia jeliemad

(A} Hosszr 50 bdzispdr

SN NS,

{R} Tipus: nukicinsav

(O Szaltipus: egysz

43
LSS

(8

{1\; A mieknia fg\{ sur }:s:,*\_s

A szekvencis lelvdsa B4, szdm szelovencm

AATTAAAG GAGGAATAAA ATATGAGAGEG

v
4

_Szannt srekvencavaziat

\,i_}

A szekvancis jellenzéi:

{AY Hosse SO bdispd

syadn szekvenoia
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CATCACCATC

ACGACGAAGA 5O

Q¢ sedmt 5

=N

CCCGOCGAAA

szekvenciaviziat

w(\

ekvenos

{1} A sz sollemzdi:
{A} Hosaz: 48 banispir
(B} Tipusy mikdeinsay
{C) Srdltipus: egyazdla
(D) Topoldgial linedria
{11} A molekula Hpuaa: ¢DNX
{x1} A sarekvencia {eirdaar 98, szdmd szekven

A AN \
'. & 3
fat x{ ..: X

49

SET aerdy al
" bg\;‘.'ﬂh ZOK

SCEAL CAGCTGOTET GUGACAAATG CCCGUUGUGT

IR

Svencigvazia

-

I3 L 2 SO
(BY Tipus o

J
3 LN I TH LT
CEVRZERY

(I Topoldgia: hneduis

{1ty A moleknls Hpusa: NS

{xi} A szekvenoia leind

DOTTTGGHTA COCGHEGHET ATTTGY

sa 97, szamyd szekvencia

QX srdmi srekvenciavaziat

A azekvencia yellemedn

o~
St

{A) Hossz: 30 bamepar

{3 Tipas nukiewmsay

LA

g
() Szditipus aha

SEYSE

- ACC

Xesa dHXK
s o
x® v LA A Y
axw @ <
* LETY

CAAACA
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(T Topoldgia: Hnearis

{1y A molekuls tpusa
CGCALTAGCAG CTCUTGGGAG GITTCTTCGY COTAGTGCAGES

FATTTCGGE A

Q8 gainn szedovenct

{1} ercia jellomedi

i\‘\} FHossz:

.

{xi} A avekveneia lefrisa 99, svdmi seekvensia

GUGAAQGTTT COTOATHGTE ATGETGATGO GATCOTUTOA TATTTTATT

A3
=y
100, sedmd seekvenmavaziat
{1} A szefvencin u fomzda

{ ‘At Hossz: 50 b &(1\ S5y

SIY e

{(BY Tipe: nuddeingay
SN e o e i S
(L) SZafpasT egyszaiy

(D) Topoldgia: lnckuis
} A moleknla dpusar ¢DNS
{xi} A svekvencis lefrdsa: 1000 spdond seelovencia

STOCTTTAA TTAGTTAAAA CAAATCTAGT ATCAAATCGA TTGTGTTIGT
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() Topoldgia: Unedris

{1y A molekula trasar ¢DRS
1\3 A szekvonoia lelrdsa; 101, sodod szekvencia
aF

TCGATTTGAT ACTAGATTTG

S8
N2 < vt d fans door exd
102, sndnm szebvensiavaed i
{1} A szekvencia iellemedi

48 Dariapay

{11y A wiolednala tpusar cDNS

VETICIR

s A szekvencis lefvdsa: 102, sefand s

{
AATTAAAG CGAGUAATAAA ATGAAAGAAA CT

{11} A molekula tipusa ¢S

(ki3 A szekvencia leirdsa: 103, szémd szelvencia

TCGITTGGGTA COCGGOGGAT ATITATCACAC

TETCC

vy wIYX

W
% * LA XY
L »
* L 24

TTTTAALT,

AOC

AARAATATC

is2

ook
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104 svdond szefovenciavaslst

{i} A szebvencia jellomedi
(A Hossz: 59 bixispar
{B) Tipus: mukleinsav
(T} Szaltipus: egvardln
..... DY Topoldgia Hinedris
{1y A wolelada fipusa: NS
\

{xi} A szelovencin lefvdsar 104, sshont svekvencia

AUAAALACAA TCOATTTGAT ACTAGATTIC TETTAAUTAA

X

3G 50 AATAAAATG

TTAAAGGAL

zekvenoiavasial

j$0o
e

FETRN £X ';\ ¥
{CY Szaltipus: epyarald

{1y A wolebnada tipusa

1 A ssekvencis leirasa crdnmt szekver

ATGAAAAAAA AAGAAACTTT

1060, szamu spekvenciavizial

{1} A srebvencis jellem

: nudleingay
{C Rzaltipos: sgyszéld
{1 Topoldgia: bnedris

(it} A moleiouls tpusar ¢INS

{xi} A szekvenois lefrdea: 106, sednd szekvencis
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GOOGAC ATTTATCACAC 3%

{1} A szekvenoia jellernsdis
{A) Hossw 44 barispar

(B} Tipus: nukleinsav

eivdsa 167,

ACCGGHT AAAATCGAAA CETTTCUTCD AAAATATCTT CATT

A3

{1y A molsk
{x2} A svelovenciy lefvdsy 108, sefond szebovencia

COTTTCCATT TTACCOGHRGE TOAGCGAGAG GCTCTTCTGE GTGT

109, svdmu ssekvenciavizliat

N oo sagt o 31
{t3 A szekvencia jellamzdi

(B) Tipnsy noklersav
{7} Széltipus: egyszald
{1} Topologia: linedns
(13 A molekuls dpusa cDINS
{xi} A szokvencia loirdsar 109, szamt szekvencia

CGOTCAGOCO GHGTAAAATO GAAACOTTGC CTCCAAAATA COTGC 45
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110, sedmt seebovenuiavizias

{1} A szekvencia jellemaii
2 39 Ldmispar

13 nukleinsay

(0} Topaldgiar lined

{11} A molekala tipusa: ¢DNR

{0 A szekvencls lelrdsa: TH
CCATTTTACC CGGGUTGAGO GAGAGGCTCT TOCTGCGTG
39

A L

1AL sademt svekvenciavazlst

{1} A szekvencia jellemazéi
(AY Hossz: 36 bizispar
(8 Tipus nokdeisay

() Szdlthas egvezili

{08 Topolé

Rt A

{11 Amolekula tpusa: oINS

Fari) A comramben e o Lo T ¥ o By yh ey ratta sy e
{x1) & seekvencls lofrdsa: 111 sedond szeiovencia

DAAAATAAGC TGUTTAGUTG CAGUTGAALC AAAMATC

LLE. szamu srekvenciavasia

{1} A szebvenoa jellomydiz

{A) Hosaz: 24 bazis

(B} Tipus nuklemsay

{3

f,

Szaltipus: egyszall

(1} A mndsloada tpusa
{x1) A szekvencis lefvdea 112, ezdmg szekvencia

CAGUTGCAGT TAAGCAGCTT ATTTTCACGG ATTG

142
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Csrdmn seelovenciavaslar

covszdin
{13} Topelégia: linedris
{1} A molekuls tposa: ¢DNS
{xi} A spekvencia lelrdsa: 113, szding szekvencia

AAAAATAALT TCOTTAGCTG CAGCTGAATT AAAATC 386

venaavasiat

s

P
e

{13} Topoldgia: inedds

(1) A molekela dpusa oDNS

{xi} A axekvencia lelrisa: 114, szémi g

CATETTTACTG ATTGG

y«a

CAGCTGCAGT TAAGCAGCT

1135, sxdmd szekvenciavaziat

{1} A szekvencia jollemy

{8} Tipus: nukleinsay

{C) Bzadltipus: euyaral

(11} Topoldgia Unedris

{13 A molekuda tpusa: oINS

encia lefrdsar 115, s2dmd szekvencia

AGAAGGAG GAATAACATA TGGAAACTTT TGOTCCAAAA
TATCTTCATY S ATCGATGAAGA AACTAGYCAT CAGCTGUIGT
GTOATAAATEG TCCGCCRGHTING AU

102
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Lif srdnt szekovenmaviziat

{1} A seekvencia fellomzbi
{A) Hossz: 54 harispdy

{8} Tipus: nullemzay

(O Szal
{0 Topoldgiue lnedris

(1) Acmuolelada tipusar oDNS

{x} A szelovencia lefrdsa: 116, s2dm sre
COGGLGGACA TTTATCAC AL AGCAGUTGAT GACTAGTTIC
TUCATCATA 0 TOAAGATATT TTGGAGTAAA  AGTTIOCATA

TOTTATTOCT COTT B4

{n T

Topoldgia: incdria

(11} A mwlekuls tdpusa cDNY
3

(xi} A szebvencia lelrdsa 117 szdmd szekvencia
. GAATAACATA TOGAAALTTT TCOTGOTAAA

TATCTTCATY S0 ATGATOAAGA AA

118, szdmy szekvenciavazlat

S,
s

,ﬁ\
N,
s
e
I
Tas
B
o

Ttipus: egyszalt

{3 Topoldgiar Unedsis

{1} A molekuls Hpusa: ¢DNS
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CTAGTTTCTY SATCATAATG AAGATATTTA GCAGOAAAAG
TETCCATATG SO TTATIOOTOC T

o

o
3

kS

118, ssdon szebovenciavasiag

{i) A szekvenciy jellenzét:
(&) Hossz: 51 aminosay
(B} Tima aminosay

(€ Szaltipus: egyszalil

¥

(D) Topologiar Hnedris

[

Pos

FIY A e felenTa ey Bl

(R ES IR WP ERIER N R R A2 SN W‘KHL

{1} A szekvenca lelrdsa 119 sedmd spekvencia
e e

Tyr His Tyr Tyr Asp Glo Asn Gly Arg Met Cos Ghu Gln

i S 16

A\

His Met Cys Gin Pro Gy His Phe Lew Val Lys His Cys Lys
15 24 3

120, aramd szekvenciavasiat

encia jellemadi

o
2
N
.
g
£
" >
( i/

2432 bduispdr

B) Tipus: nuklemsay
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R
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$
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15
[ 453
%
e
foor
el
S
et
o]
o
o
£
Ay
o
s
o5
ool
(]
)
i
147
24
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ATCARAGOLA GGG ACTT CCTETIGOCU AGACTTTATA TAMAATGTCA.

AN N i
POTTCGOCTSG o8
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G AAGCACITAG CAUTGUGOCCA 13

{ 5 i

ATT GAATEG ACA AUC CAG GAA ACD YT GZT CC

1§

TACTTE CATTAT 218

>+,
e
po
b3

s

The Phe Pro Pro Lya Tyr Len Bz Tw

30

TG TOT GAC AANTET O

v Y e Wi Ave (i Y ay e R e ¥ s
aihw R Az gD LA Laow ‘\/3:.5 xs\::i'} LS Oys Ala Pro 3 5“’
33 4G A4S

CAG CAC TGO A

ACUA GTD AGG AGC AAG ACA TG TGY

5
vn/
;"‘\
iy
L]
pos
s

Tror Lew Lys Gl His Oyg Thy Vel Arg Arg Loys Thy Len

TOTTAT ACA QAT A

x Thy Asp Ser Trp Hie The Ber Asy

TE

T\

CAAGGAA TG CAG AL GTG AAAC
Val Lys 3k

86 53 G

G TGO AAL OGO ACC CAU AACTGA BTG TEC SAA TOT GATU GAA GO OGC 438

P AEN ‘\~0 The§

S

Cye Gl Gla Gly Asg

U 138

GAGUTGT CCC A GGLY 504

Sexr Cva Pro Pro Gy

TG GOTETGOTGOAG GOT GGG ACC CCA GAG CGA AAC ALG GTT TG 244 522

v Eays

v ~a o
k) 33 138 144G
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AGA TOT TG ARA GCA QST &0
Arg Uys Po
143
TOOTA ATTCAG g4
TOET LA S
TOOGGA AAT AGA GARA R 699
Pk
Srg Gl Als

FTCACCL

G TO0 GAA SAGGCA TS TYC 744

N, O
{3

Cys Glo (Gle Als Phe Phe

CAAG ATT
Ie Tie Pro

TTEG UG AGT OTY CTG 192

Asn Trp Lew Ser Vi

TG OOT GGG ALC AAKR GTG AAT GOA BAG AGT GTA GAG AQSG 840

OGG AGA CAU ADBCTOG CAA GAG CAA ACT T CAG CTA CTT AAG SuE

~

Ser Ser Gl Gle Ty Phe Gin Leu Len Lys

TOE AAG CATCAA AR ATA BALK FAAG AAG ATCATC 26

Len Tip

His Gl Asn Arg Asp Gl Ghe M

CAL GAC ATT GAT CTCTET CAA AGU AGT QTG CAA COGOAT ATC GGUCAC 984

COUATOTIC AY ~§ BAG AGD TG GO

).4

‘})
I3

(3.

Mot Ghy Rey Leu Pro
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SAGATT G

Ghe Arg Thy Seg Ls

FAGA AAG ACCTGC

s

GAAG OTA CTC AGCTTER TGO AGG ATC AAA 1128

¢ Bex Len Tip Avg Tle Lys

JE 328 330 335

T CAA GRDACC TTG

TALC GUA OTC A CaC 1176

Aspr Gn oy Thy |

AAA GUA TAC CaCT

-

TTCOC AAA ACTETC AT C

Thy Val Th

G AGER AAG 1238

2G5

ACC PTC ACC AT TACCGA TTG PAT A Ada 12
Phy w et Ty Avg Len Ty G
CHTTTY CTA GAA ATG ATA GGG AAT CAG GTT CAA TOA GTG AAG ATA AGU 1326

Y (\

CHRATOGORR

}r

GGAGTAGATG GUTGITTONC COGCTITTGA AATGGCAGTT GATTCCTTIC

ALTTT L4

A

ATGA AGATCCTOCA GOTCARTATA C
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141, szamd srekvenciaviaziag
{1 A szekvenoia jellemzda:
{&) Hossz: 30 bizispar
DSAY
szahl
{1} Topoidgia: tinedris
{31 A raolekulati
{xi) A szekvenc 1. andentt szekvencia
GTEATAAT] GOGTG 36
{1} & szekvend
{&) Hossx
{8 Tipas
{C) Sedlifpus: egyszdla
{D) Topologia Huedris
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{31y A szekvencia leivisar 142, sadmd ssekvencia
GGACCACCCA GUITCATTAT GACGAAGAAAC 3
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STABADALMUIGBENYPONTOK.

1. Polipeptid, yegy amely & 8C-50 abrakon isthald aminosav-szekvencia
{135, szdmid szekvencia) 22-401 aminosavall vagy eonek fragmensst vagy osonkelt
részat taralmazza, amelvher ey vagy 18bb vizoldhatd polimar kaposolddik, & shal
az emiitell poliveptid, annek fragmense vagy ceonkolt résre gatolia s oscheoklasst
kdpzddest.

2. Az 1 igenypord szarintl polipeptid, amsly a B0-8D abredkon Hthatd ami-

@

possv-szakvencis (135, szém szekvencial 22-401 aminosavalt lartabmaszsa,

3 Az 1. igénypont sxerintl polipeplid, amely a 8C-80 dhrakon Athaid ami-
nosav-gzelvencia (135, szami szekvencial 22401 amincsavainak egy ?ragmmséi

tavislmarzsa, Vs s

‘s N =3 N -
o teesel fie 0 €A de

\9

S ““:’S‘ & m Fako £ Pe il ‘e feof e 92 fevec - R
N, anany
4. Az 1. igénypont amm { pol ipeptid, ame;\?ﬁ‘ S2-401 aminosavainak sy

gaonkol részd! riaimazes,

8. Ax 1. igdnypont steintl polipeplid, amelyben g fragmens vagy csonki-
a8 a BOED abrdkon Bthatd amincsav-szekvencia {135, szédmy ssskvencia) 180«
401-ex aminosavainak, vagy aok egy réazensk delécidir vagy C-ermindls caonko-

¥

dsa.

&, Az 4L igénypaont szarintl polipeplid, abol & fagmens vagy csonkoll nisz
a SC-80 Abrdkon lathald aminosave-szekvencia (125, szdml szekvencial 2324188
aminasaval atainazza.

7. Az 1. énypont syerintl polipeptid, ahol a vicolthatd polimer az alabbi-
ak kdzidl valaszioll sgy vagy Wbk anvagy: polietidn-glikol, elilén-gikolfpropiien-glikal

kopolimes, karborimatibcelligds, dexirdn es polivinii-atkohal,

8. Ay 1. igdnyvpont sserindt polipeptid, ahed 8 vizoldhaté polimsr a

polipeptid egy meghatdrorolt pozinidigban kaposolddik,
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Q. Az 1L igénypont szevintl polipeplid, amaly ksl vagy b kaposolddd
vizoidhatd polimart tartalmaz,

1. AT igénypont seerinti polipeptid, amaly ar aming tenminuson polietiién.
-ghkodial madasiioit

T AT vagy L génypont szenintl polipeplid, amslnél a polistitén-glikal
molekulattimege az slbbisk kKOG egy vagy Whb iehet 5 kD, 10 kD, 13 kD, 20 &,
20 kDY 31 ki & BY R

18 Térhalds ossteoprolegarin {OPG) dimer, amelyet gy vagy 1obb vigold-
hatd  polimar képex, amelyek k&t olyan polipepiidher  kapesolddnak  illedve
polipeplidel kitnek dssze, amely polipeptidek a 8080 Abrakon Bithatd sminosay-
szekvencla {138, szamu szekvencia) 22401 aminosavall vagy ennek fragmensdt
vagy csonkoll részel tartaimarzdk, &s ahol az emiitell dimer gatolia az oszteokiaszt
kapeddast

13, Gydgydseall keszitmeény, amely 83 1. igénypont szevindl polipeptid vagy
3 12, igénypont szevintl QPG dimer gydgyaszatiag haldsos mennyisdgdt tartalmssss
agy gydgydszatiag effogadhatd hordosdhan, adivansban, ssolublizdld snyagban,

stabilizald anyagban ssfvagy antiesdansban.

W, Az 1 igénypont szenntl polipeptid vagy & 12, igénypont szerintf ORG
dimar alkalmazasa osoplrendellenassdg kazeldsdére sralgald gydpysesrkdszitmdny
eibalitasars.

18 & 14 igenypont szerindt alkalmazas, ahol & csontrandslienessédy nagy-

méneidl csontvesiiaaéy.

o A M4, igénypont seerintt alkeimazds, ahol & csontrandallanesséyg egy
vagy 10bh, ar sldbbi caoporiba tartosd rendelienessig: ossleopordeis, a csont Pagst
fole meghelsgaddse, hiperkalndmia, hipsmparatiroldizmus, szieroid altal indukslt

oszieopania, reumas arthritls kdvetkezichen idtreidvd csontveszidys;  oszisomisiftisz
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& Kivatkezidhen lelrejdvé ceontvasziéy, ostlociitkus metaszidzis ds periodontalls

oaantvesziés.

e ‘_%;ge, g,{ \\_ggv-) :4{',\,; Qw{f{ yég,mue

170 A 5}%;‘&»{30&2 szerm‘i alkalmazss, azasl ge?”?&&k &, %kcsgg? ’z@:agsa&én N
N @i\"f&- B B
hatdkony mem&y;&é{;et} %my vagy bbb, ax aiabbl csoporthd! valasziol
anyaghst BMP-1 - BMP12 ceontmiorfogenikus fahdndl, s THFD osaldd tagial, 1
inhibitor, THFz inhibifor, a paratioid hormon 85 annak analdgial, 8 paratirpid hors
mornal rokon Tehéde és annak analdgial, sz B sorovatba tartaimasd prose

taglandingk, a bissfosziondtol, valamint & csonterdsltd dsvanyl anvagok.

A m@g ‘za‘iaimamti




R\
e
&

148 £T8 208 PRk s 288
R S AR R N SR S R BB (e I
' SR UR RS ¥ N £ B Y IS O u
TR L T T AR RS I SN i wt wuctr e o
30 {d 50 Al 1 84

sz

138
R mmsw
e \
S TR KR swwm SRS O TAC TR QMR LCTCRBGHY AL SHORGCRECAEL, W
S R L

BRI-L 68 Y&RKG?E WRQLLCIRCAPSTYLAQHT  TVRRRTLAV, BCRDY, STHISH
; Ev LRI ¥¢5H3§ *E ; 2 § H : ia§a
TR profil LR LT RN R SR SN

S A S
?
TR prodid 4 A L frtdk = 8,08

e/l e et



D S e N
e e T g -
B LS L= - . o S
=
e S | 55
3 =
Mvii\

€. &2z

THERZ TNFR|

é

éJ
PV

B bomolboin shyitte

NGFR Fus D40 OX40 CORT D30 4-l88

(THF byl

o

=

2

g £
“EE

E =

= =

£ =

= 2

LTy T

-
e

ZiES



*
CREN SNvo

Eol
2A.abra
TARER
e
. &
28.4bra
18 3R 58
A A A A GG ARG A DA N R T GO A A P AT A T A R A A O R AT T I GOONG
TS 8 118
{K?'{‘.’A(}C&G&G&é{?{?&ﬁﬂ‘X’&GﬁkﬁmGCC&&MCNQW&WWQ&GA&&A&Q
138 158 18
&Cﬁ&?ﬁ&&QR&Gﬁﬁ%ﬁ?ﬁ?ﬂ&?GTﬁﬁAﬁ?ﬁQ?Qﬁ?ﬁ??ﬁ??ﬂﬁ&ﬁ&?ﬁ&?@@&&i&%&é&
B N B2 H.LE. L. 3 L Yy ¥ £ & I 1T & @ e
199G 218 230

ACCCAGGARACCT T IO C AR AR TR TIRCA TTA TG AL C AGR R AT OGRS TOAGDTS
T B8 T F P P X ¥ L H ¥ 0 8 B P& R O &
230 ey S0
T T AC AR R TR TG GR ACTTAC U TR AR ACAGC A TONAC AN PC AGRARGARG
O R KU A P 8T Y L KGR ST ¥V R BROK
3 338 35
A AT TR TG T RGO O TR ACTACTU T DA TACAGANAGUIUSCACACS RO TRATIAR
T L C ¥ P C P P Y 8 Y T D S W H T 8 D OB
370 I 418
B T T A PR ARG O O R TR A A AR TR O AN A PO A R AT AGR AGTIC ARG
T ¥ ¥ € 8 ¥ ¥ 0 B B L § T ¥ B § 8 ¢ B R
434 458 K78
AL AR G AT TG A A PO TR AR A ARG T A O TSN AQU PO AN T RO TO DTS
T H OB R ¥ B ¢ 8 8 B ¥ L B B 8B F € L
188 518 238
AAGCACCERA LT TR CABOU T TGRG TR TRCIGCAGGUTGGGACOCCABARCORARD
EH B § 0 F P ¢ L & ¥ L O A G P ¥ B R N
338 53¢ SR0
A T T A A AR A S T R TR T T I T ARG TR ASACE T ATUGRRRGTATCD
T ¥V OX R U OFR DG OF P S 8 BT S R E AP
Sif (3¢ &84
TETAGGAAAMACACC AR TG CASOTU AT IG SO U TGN PANTICAS ARAGGAARTGCA
C R X ¥ B O 88 & ¢ K L L I % 8 & 8 A
LY &30 Fig
A A A TR A A T T A TG T T UGG A ARG A A AR AR P AR AN TIN TCC AR PASATTG TS
T H DR ¥ O F & N R E AT QRO S8 ¥ b ¥
T30 THE I
A TR S AR A A T P T I A G S P IS U TR TS IO TACC A AGA TTA TACCQRATTOG
T oL OB B A F FRF 3 Y P K I 2 P B R
TG 818 834
A TG P RGA ARG T P IR OIS ACC AR AC TR AR TECATRC AR TH P RAGASAGR
& ¥ L ¥ D O& L F G T K ¥ N A B B ¥ 8 o8
8§58 #78 NG
TAARRCORARACA AR TOSCARGAGC AR TTTUCAGUTACT IRAGC TUTONAMCAY
¥ B R H &8 8 ¢ B ¢ 7T 8 L L ¥ L ¥ ¥ 8
$19 @38 93¢ .
CRARACRGAGRCCACERAR TR TCARGRARCATCATCUARACATIGACCIUTOTNARAGY
@ ¥ R O ¢ ¥ 8 ¥V ¥ ¥ ¥ I ¢ o 3 ¢ & © 8 8
A 348 EREIR
AT TGIAR BN A T ATC ORISR AACC T AN A AGABC AR TORGURA POTTOATTSR
F ¥ § B H I &€ H &8 B L ¢ ® B ¢ & 8 1 L ¥

R SR ok ¢
5%
g‘r‘o

%

©

° ® daa ¥
A4 *

®

-
> ¢



2C . abra

1038 148G P

GAREAGTY @QQ?GGS&&$&&$&TQ§GQCQRﬁ&&ﬁ&Q&?Tﬁ&G&S&AQQ&Q&A&G&€€T$C

& L P & K X I 8 P D B ¥ B 8B T 8 X T ¢
I0%0 1318 1139

AR A A B A ARG I R A A G D R G ARG TS PO AR T A AR AR THGASACT AR

K F &§ B ¢ L L ¥ ¥ L 8§ L 8§ R I B ® G B OQ
13150 117¢ 118G

A A A A GG T R A T T A G AN T A A AT T A A AR ATACCAOTTICC O ARA

7T L X 8 L ¥ ¥ & L K H & X &8 ¥ 8 8 »p x
1210 133¢ 12350

&CCGTQ&CQCA&&Q?&?@&G&&&Q&CQ&?&ASGTTCTTGC&C&GCTTQ&SC&T&?&&EG&

T ¥V T # &§ L R K P & B F &L H 8 ¢ 7 ¥ ¥ R
ERCa ] 1388 1310

T AT AR AR TU T T IO TAG AR A T A T ALGE AR T AGI T C AATC A TR ARGATAAGRD

LY @ K L F L B M I §© K © ¥ O 8 % B 1 8
133¢ 1388 137¢

TGQTTA?AQT?&GSAATSS?CAC?ﬁGGQTGTTTCTTC&%G&?GG&CSR&C&Q?S&TQG&G

<L
13%G 1418 1430

A A G R G I T G . R T G R A P A T A T U P T PO T A T AT TOOTGS
1450 149G 1480

G ARG T T A A A A A A A T R GG A T TG AR I AR AGAG TGAGOCR
1510 1830 IR8G

GO A T G TR T PO T A A A NG ARG T TAC A TAS AR AN PO RAGC AT DTN AG
IN7g 1%%8 1810

A G A A A T T A A T A A A R P ARG P R U P R O RO R O P TA TG ATRAR
16830 1858 I&TG

A ARG ARG AU A A T T R N TG P A T O A A PO A A O T T TP TATTTAT
1488 1718 1730

A A T T P P P GG A S A A A A A T IO GO TIGURACSOAS
1789 VTG 1788

G R A TG A T R A A T R AR S TG A A B O P P T O TR O TOTR AT
181¢ 183G 1888

AT A R R T D T A AR T I G A T A O R A G A O TR TO AT TIOT
1RO 1898 1910

A&GT?TC?&S@C&%GTTG&CQQ?T&GQTATTT?T&QQT&?S&&&&TTE&??T&Q&QTTSC
1%30 188G 187

A AT GG AR A R AR AGH GG D AGE P A TS AN T P A T T T AR ACADTOOCAC O ARG
1886 PEERRY 2430

AT A T T T I T R U B T A TG DA O T R AT AT O A A TACATTTTAGTA
20%4 WG SRR

TS&A&A&?ﬁ&?ﬁa&Cé&&TT?T&?TEQ?TC?ﬁ?ﬁ&&ﬁﬁ??@@ﬁ?&ﬁg??@G?TTCAGGGC
RN R 23138 3

A AR ARG AR A T A T A T AT G A AR ARG AR T TG A TA T IGCCC O CRACHETRCAACARDCDA
170 2188 3318

&TA@T?TATQC&GCT&?&&TGQ&TQGTTGRSTSTQ?&CT%ﬁﬁ?&?&ggggﬁ?ﬁ??&?@&ﬂ
S33¢ PRSI :

G A G A TR A T T AR TG R A AR A TR A AR PAATAA TAG AARATARR AT TAGASTCS
TRYG 2310 2330

AR A R AR A P G R R T A T D R R P T ARG AR P T RS AGA T T PCAGTTRTST
2380 e S ] IS

ARG T A T AR A AR A I A T P T IS DAL A AN T TAD TARTATATUTGTAAGA
2418 3438

CTATTACAGTATIGUPATTTATATCCATCCRG




g Beg RER IR w vl §L§L§a TRRLSSERVNAQUIRINSREHRLRR Y Yy

R I I I S T I R A T T HoDRERRDS VL
RPN TN PO TR TREY!  PRTTE O
el fig o v e e en o wo o KREVAVEARLAVGLOLERRARELIAOVANID VARED OO
:ﬁ&%\érzgwwwwwwwwwww&.MHRHMMHHMMMHHM
gobagdeg c e “**“§§§§RC§§&LQF LA METTRET RN
i GoUAYEALYY
aedl § rguwwmm&mwmmww»\oawm »»»»» g{‘{ggga;}?h\h.z)ﬁ ﬁ&g{&y«gggaxavx
m& g‘gMwwmn«wmww»wwwmwmww»w&mmmw?fﬂgig?“ygvg‘;§§L&L?G{:gxg{}&v§

fag,frg TORLEELERD GO HER v afE]e ‘~“§E'muwwm&wrmu
sl e POGRYIERQNNSTOTI B NSRS BT DR REHITE L
whvhdy
sftd, by GRCOEED O REDBLE LA SE o6 65 HT T RS el a s
e frg CRLBLTIOGTRQNL S A COR LSBTy oln Sobiy S o g b oix
oilbrg KQELETEQE -~ el UC AL TR IQRE s
osten, ey KYLBYDER D65 05 300 Helk ¢ GROTYRRMGN G- EoTST S a
m}ﬁjxvfxgMYMSHMM«CMHJE” GE-REQIYe ERR AR
RURCE AR ERES ERRPR vl SHge s Rz a4 vfg
RS PERTPRTRERRRE [y i) 0 FERR Y e e n e e 1 O TETrse s

S@ggym»w»wm§5?R§ wwwwww Bwevas Ko w wenen . "
tufel ey BLRECLCS RSB O QU RIS aCTYDRD v GO X QIR RYRsEYLEQLY
&wwggrgXw«m&?&gﬁgx‘:ﬁg.»m»w,«\emwmwu D
tﬁﬂﬁﬁw"”wmwmﬁ mmmmmmmmmmmmm N W o TR T T TN
. feg BLTRCRQERMIE R oo moonorommasnn it iiiinnnarnnn ‘e
mmg)‘mw.wmiggﬁg(jﬁ;'ggg?»w»»wm wwwwwwwwwwwwwww O
ﬁ@‘fx‘ofrg&?éisrxﬁ}cfgt:wmwmw«wmwmwww\n\mwwwnuwwe@«mwwﬁw wwwwwwww «
oudl by ~ Mwwawww hs v ek e renans
m'f*@ {;Hgg{:mggwww wwwwwww WORCR N N W W W R W W R e w0y

O AT R S
DD CES HIEE o Sk D

>

e S

§2 4 5

LT3



fusdey « CRLED TG RGOV e LuTl Mo ehaftly WECRLE 1
il ey HESLCLRG - SVELGNOE L QIVEINTR NEES LI 19
sl ﬁgwwwMMﬁHS{;HM@HMCMH mer o 1
twfed frg + o oo ROSSDUVRTNGT BT RN clnicih vig delveiase oo
tﬁMﬁﬁ}““”“MG RHH&HS“WCNH : Ry TR L S ERL
aakeg fug v e CERd MMHMB@HHCH f RN R EE R T
AR IR u}sﬁwmwsf}i}mm.mf‘w-~~QW?H@MM’Q§; ¥
dlfeg oo e REGERL ”WNHMWHC“"““MNH;MQMNM 1
{bbfrg v e v ORGHERE RS TS SO AR Tzl e r g vl e EROE s
fag b = e v o @zx@cwsw@m o SR gLt ol
fafrl ﬁﬁg*m**?“ﬁ&%} BEYRGUR v ewu s DEGTIVILRRVIRFCLOLLS S HNL 10 X
sﬁv»tMgWHWS G H[T 4 6 BT X ST suSereater s vernyy
mf.ars‘ﬁ:gm‘m;wm«:mvm GESHTNAS T IO nO VYA TGN 1R Eﬂ
ciil.frg LHGRIG VEEHBUE Y TUTCE ROAOE SO 890 VRS ASC D N LD 1 B
osten. oy B RIGIG UL QALY ERBVICIE RC BA T BICDSe AR KRG S L 6Ly oy
winbeg DAGHEET RS Corougne ne s v et e ngn
sxéma‘gMMMMM*M?{LM&‘H? WEE SEG RN B TRECKETE W W
41&”@“@@“”““ ““““““ ISR NER R R SR ORLOGRSYL W
s,y VAV« wen e RRELIVEET CRERREERQEERESRTLED e ren conen e g1
el frg S LBV Y QRURS BT SIVOURSIRLNEEELEGITT LY Resredie
RN R A ] PERRPCRPPPRPR P Mm”ﬁmwmmmm@ Hyr
Wil By A S Rw s e RV VYRS RR G4 Y mawmmm m
RS S ECEREEEREE “"”*"“Q;&WHGQHM‘R N My
g QR G e nvmenes eremeBATRDNVCSCHRTATRRCO OV Ao a sl
Mt ECIREADARCETIRGL R tuslo R ERERustUpsny LRt LOYLL 2
il xgm&xsmammmwmwwmmmmmr LY
R A SRS AR RS AR R R SR L S R LA TR TS T PO sw LT

Ed






=,

9
Bidrablh |
f

dngnen g

L A hie d o

bt | i :I
Banyay ( ,
: N@M

e, k‘%%‘“pj\\w\wwm ik

N

i mm

byt

3
5

3.4bra

2878



wh

by IR N
I
& D

Yy
| Mehlepeny

T
|

$2oed

AEPCILALSS

27355

e s

31268508

Cognsamin
Nyokitigy
1L

e,

=,

EFLEETIE-3

A3 371339838 44

EOTSLE

23 T

Bl "G



5. &bra

R
NS
N

\

R \\\\\\\\\ \-:Q\\‘\\\
.

R
RN

Rt e“i:.}§ Kb ; 12 18 3‘(3;

,

A0

¥



%

abr

~

84

abra

<

8B

Neanassaanas



ALF46

YAty Y
.

.

.
-
47

.
o
-
-

D

..\\ |
\\\\\w.\w&“&\\\\ ;

7

.

7

R

ab

>

B



43 58

,\.f.\
.

7
7

bra
bra

a
4

>
<

63
&+

.
.

7
\W\.\“\\ 7% \.“\\.\\ ““\\\m\

A
7 S

.
:
3

¥



4 fig

abwra

R

8

,

dhva

a

8.

:
:
:
:

N

NN RN

7
.
2
2
7
2

%
Wbroesossess




e rrinro s

78, abra




A




S
fﬁg{%

A%

abra

®

8B

abra

>

8A

dbwa

x

80




18 3% 58
ST TR TAARACOTU A TCAT I CIIGHCTSUAGRGACEC AT TARCACTRRCTCALLG
0 340 18

SOOI O PR ARG T T T O ARG AT A AR TG AL ARG TS TETSO TRROCACTUOTG
oM K W L&D & koL
13g 13¢ 178
ST TG A AT A TG AR TOG A ARC O ARG RARCCOTTOU TUC AR R TACTTROAT
Yo or foy ¥y oo@ o wop W @O §, P OP K ¥ L H
188 310 230
PTG AC O AT AR AT T A T A R S PO T T AL AR T IRCTCCIGCACOTATOTA
¥ D P E T 8 H © L L £ 0 K € & F 8 T ¥ L
258 i 388
AR ACC AT T AT A T A A R AG A A T IS T PR PO OT TGO OO TEACD AL TUTTAT
£ O M € T ¥V R R E T L € ¥ » C F O H 8 ¥
, 310 330 396
ACCGACAGT TG A A A TG A PO A T IO T TR TR CAGDCCAS T RO AAGGARCTG
T D OB W OBE T R D B SV X L 8 POV SR E L
37¢ 388 £318
AR PO A A A A PR ARG A CAC AR AR TOTOIN AR TUTCAGBARGGE
g 8 ¥ E o B € B B T H N R ¥ O B T B B 6
430 450 $30
T AT PG A A TG A P U PTG AICACTGRAGD TOTCCCONBRECTCRGuOR TS
g ¥ L B I g ¢ ¢ L g B R B C FP PGS B GV
458 %38 838
SO ARG A A O AG AU AR AL AT ARG TTIGU AR AR A TUTCCASATHRANTIOTIY
¥ 0 A 8 T F B R N TV € KR O P D G F F
33t 873G 884
P AT AR T AT GAARGCACTC PO TATAARACAC AUC AR TOCAGU ATATTIGRT
§ © E T 8§ 8§ K A ¥ ©C I R H T EC &8 T F @
£10 £330 §58
PO TR P AR T A AR A AR A TUCARCAC ATU AT AACOTORITICCRG AR AC AT AGAN
YL LT OO OE S B AT HDREY O S G HERE
278 &34 Tig
SO AT G AR A A O AR A G A T T A SO T T T G ARG AGROU TTOTTCASETTIGCT
A T 0 E €8 I DY P OL CBEAP P RF R
T30 58 THY
T T A ARG A T TR A G A A A PG TS AT T T T TG A AST FIOU U THSGACE
¥ OB T OE ¥ OIOP N W L 8 V L ¥ D S L PGS Y




320 818 8318
&&QSTG&&?ﬁﬁﬁﬁ&ﬁ&ﬁ?@?ﬁ@&ﬁ&ﬁﬁ&?&&&Aﬁﬁﬁ&&&ﬁ&ﬁ&&ﬁ?ﬁ&&&&ﬁ&@ﬁ&&&ﬁﬂ
K ¥V N &8 8 8§ ¥ B R T 8§ R 8 H § 2 g 8 ¢ ¥

B8RO §7¢ B RS
TTCQ&GCTGQT@A&QC?GT&G&&&C&TQRA&&Q&S&Q&Cﬁ&&&&ﬁﬁ?ﬁﬁ?ﬁﬁ&%&&ﬁ&?ﬁ
Frg L L & L W K B 0 ¥ R D Q B B ¥ ®x ¥ 3

RRSY EXIY 258
%3?ﬂ%ﬁﬁ&ﬂ&??@&ﬁﬁ?ﬁ?ﬁ?ﬁ&&é@ﬁﬁﬁﬁ@?ﬁﬁ&ﬁﬁﬁﬁQh?@?ﬁ&ﬁﬁﬁ&ﬁ?ﬁﬁ&&Cﬁ?ﬁ
I8 8 1 ¢ L ¢ g 85 5 ¥ ¢ R H L & ¥ 8 B &

I R%0 ESEARY
é“ﬁ&ﬂ&QRQC&Gﬁ??ﬁ??@ﬁQTT@&?ﬁ%&ﬁﬁﬁ@ﬂ?ﬁﬁﬁ?ﬁﬁﬁ&&&&&ﬁ&?ﬁ&GCCQ&S&&
T T E @ L L A WM E S L P OO K K ¥ & P §

PRERE FRENSE 1078
G&S&?@Q&ﬁ&ﬁ&&ﬁﬁ&%&ﬁé&&QﬁT&Q&K&?ﬁQ&Sﬂﬁ&ﬁﬁ&&ﬂ?ﬁﬁ?ﬁ&A&ﬂ?ﬁﬁ?ﬁﬁ%?
E 1 B R T 8 B T ¢ X 8 8§ 8 ¢ L L K L oL o8

1080 g 13138
TT&T&G&QG&Tﬁ&ﬁﬁﬁ&?ﬁ&?@&ﬁﬁﬁ&ﬁAQ&Q@?@GRhﬁ%ﬁﬁﬁ?ﬁ&?&?&?ﬁﬁﬁﬂ?ﬁ&&G
W OR YIOK N 80D OO OB T L R g L ¥ ¥ A L B

Li5% 13130 1i%¢
Q&QT?G&&&&Q&?QQC&QTTWQCQ&&&&C?QTQ&Qﬁ@&ﬁ&&?ﬁ?ﬁ&&&&&ﬁ&ﬁﬁ&?ﬁ&@ﬁ
H oL K P & 8 F 8 R * ¥ ¥ 8§ 8 L R K T ¥ r

kR L] 1338 I3EG
TTQ€Tﬁﬁ&&&SCTTQ&Q&&Tﬁ?&ﬁ&@&ﬁ?ﬁ?&?ﬁﬂ&&ﬁ&ﬁ?ﬂ?@?ﬁ?&@&&&?ﬁ&?ﬁﬁ%&
F oL H 8 F T B ¥ 8B %L ¥ QR L F L B 8 1 @

3T i3%g 1318
éﬁTC&%&?TQ&&?ﬁﬁﬁ?ﬁ&&&ﬁ?&&QC?SQQT&TQ&QTﬁﬁﬁ&&Tﬁ@?ﬁ&ﬁ?ﬁ&@ﬁ?ﬁ???
R ¥V 9 &8 ¥ R ¥ 8 ¢ 1

CTTCR



ig 38 58
&Wﬁ?&?&?&&ﬁ@m&’REQQQGTQWWNC’@&&Q&{K}C&QWﬁﬁmﬁﬁ CARECLGC

B ¢ 3¢ 138
SEVOTOCARED :xm&mmc&mMm&mm&&ﬁm&m@mﬁmmmw

Bt o & 81,
13 i%0 g

B T G A A I T A T T ARG TG A A D A G AR A T P IO PO AAAGTACET
VF&SKSXMTTGS?&"??R?L
198 214 238
DA T A AR R A T R A A T T T TG AT ARA TG TO O E TG PACETA
H Y DB B T &8 B QL L OB K GCEP P o o3
258 279 298
A A A A A A T P AT RS ARG AR AT G R T S P TRL SO TS ACT ATTA
LR g H CT A EKEWERTVCAPO P B R ¥
310 138 350
A A A A GG A A A TR AR T T T A T A T AGC O COE T T ARG
¥ T 80 8 W 8 T S 0B S LY C 88 PV O B B
370 T §18
G A A T A G A A PG A A T G A AR ROG PO TG AR T AASGA
&QYVK{}&Q@R‘?&%&&?Q&%KS
£39 450 4§70
A TG A G TR A T T T DG A A A A T ARG TG O TR O TG ATTTIG
GﬁYisﬁI&i?ﬁisXﬁR&{iP?ﬁFG
450 518 539
AGTHGIOUAAGUTGERACSSY ATACORAANTAD A I AR AR TS TC A ATINOTY
VV&AS’I‘§*£RN’§‘VCR§C?E§G?
558 570 590
T AR T AGACE T A T T ARG AT DU TG PAGA A AAC AT AC A A R T PG AGTETETT
F 8 BB T § 8 K & 8 C R K W T B © 8 v F
§10 §30 &50
T RO TR AT AGARR G A AR T A AT AC AT A RCA TATO TTC O BEARACAG
L L LT QK G HATHDNTILIGOSG N 8
§70 530 718
A D A A A T T AR A G A T D P A T T IO ARG A G A TTO T T AGE TP
£ 8T QXK C 8 I BV T LCEEARTPEFS S B F
Y30 150 T




QD ., abra

784 81¢ 838
CACCAAAGITARACGCASACAGTOTARAGAGRATARAACERUAACACAGUTUA ARGARTA
P OE ¥ N A B 8§ ¥ 8 R I K R g B S 8 ¢ 8B Q

BRE . g7 g3¢
AT T ICCASCTCUTRARS TTATHCAAACATORAR A RARGACC ARBATATAGTUARGAS
T OF O L L K L W OE B Q KD G D I V¥V KK
¥ig 238 88
GATCATCCRACATATTRACTTCTCTOARR ACATCHRTECAGUGGRCATATIGRACTATGUTAR
IO D I oB L O B N S8 V4O R HYGHAME
LAt R AH g
COTCACOTTOGARCASCTTUS TAGCTIGATRC ARAGCTTACCGGG AR ATASARTRGGAGT
LT F OB Q9 LB S LM E &8 L PGS R K VGO
1030 1058 10730
AGARGRCATTOARARARCAATAMAGUCATEC ARACCCARTGRCCAGATCUTEARGITRCT
g 3 ¥ OE K ¥ X XK AU X P S B G XL E L L
1084 11318 1338
CASTTTOTOICHARATAARARATUGURACCAAGACATUTTRARGRGUUTAATGRUADGUALY
8 & W R ¥ K B & D g O T L K & L 8 H & L
L1880 1178 11%0
AAACCACTCAMARAOETACCACTTICUCARRATTATCACTCAGRETCTARAGAAG AU CAT
X # 8 £ ¢ ¥ 8 P B T ¥ ¢ ¢ 8 L+ X K T X
1338 1330 1388
CARSTTCCTICACAGO TP CACAR TGTACABATTETATCAGAAGTTATTITTAGARATGAT
B F L B &§ P T H ¥ X LY @K L F L B M 2
I3FQ 1388 131g
AGSTRACCARGICUARTRASTAABAATAAGUTCCTTATAACTOGARRTRRCCATTRARCT
8 Q ¥ g 8§ ¥V B T 8§ C &
1338 13588
GUTTCCICACAATTOGOCAGATUCUATGRATGATAR




sugatee, fog ()
cabesten by

Busates Beg (M

gusgten. oy i
vatastag. g
Soaten Sag

suosbes. iy
ratostn, iy

heoatso, 25

muostan.fog 18 §

pabuaban, Sy ,;

waoaben. Sny

=g T ES

& H V ik Q PIRETY Q { ? EERAYL
R i1 e £y L

zsz’;az

.....

Qﬁ@??&&&?&@??ﬁ?&&&ﬁ? SRR TSR ELVECRIVERELY
PORCTURRRELOYRCTOITRaRETaDECYLSRVORRLY

IR TR Tl s i e s g0 e gaventy

I L
peeoggee

iz,
=3

QMMMM?H@]HMM
la;g ARTESRNIVOTRLIDGLS

TR CTTREsCreogley
81|
ST R SR S

GRILELEY b
PERVCECERGRY LR ECIRARICHES
PRV CT O ER YL ETRRCLERISELES

§0 4 r & & z Lgrera T
| LLGESNRTRDEY
it" TR TR EE

H
:
f

amxmgmmx
cosuarstaearory
it aTce oy

i
#

b\

AR
W
18
by

(R

1§
5
148

Bl

i
W

T



msten. {1y
ratoates, i
huagban, foy

swsten. by
rabastan. oy

bugstes deg |

nuostan. diy §
vatostan. fry

mmmmmmw:wmmmwmwmmmgmf
LOERARTRTAVETE wasmasvmmmwmmmm?
AT I TV T ey
M&MMWMMMMIQI}MMS$eg§&§iéﬁri§“§i$f‘§“§wx§°Q"§"MM

IR R RS TN R R A RS AR R SRR IR IAS RN A NN E &X&ﬁ&??ﬁ%kﬁi&ﬁ&
pgissupragsogaverrrqerateisvonurennysoffeor s e

i R TETTTESTHTTTY

S8 BOOIDTLRERNY ALY

hugstao deg 1S L2 G RAY HESQ0TLEGLETALY

Honstee. Sy
patantes. fry
dugaten. fug

suostae. vy
patugtan, oy
Buasbas. fry

BEGE T A

P L T L SV T LY T VIR eV v ovoTYe
REVTRGLERRTRPLESIONTRLYQRLPLRHLGHQVESTET S
SRR AT ST O I AR TR TR I NEY:

i
i
Ay

il

i

P

3
ki
3

{0
il
it

0l
it

i

D SEE

p31 1)

kA

L}

b
L2 |

LI |

L3 3
LI ]
(1)

4

R
Rane¥
+



mm,mw 'r M **!W“m“”‘?‘«‘Mﬁmwtxgm :
funce £ 81 RA[C REERCODa 1S 0000 k0 AV ERa xu gfnn s 0y 43 y
st 482 S D EC ﬁHNW}MQHM?M‘MHHHHHIwmg,,mgi i

; MM&"&”NMMW

nmmlggewwmw

%af:s
zzE

N ]
T

?wmm
RN

S{};‘-p

=z
i3 ez

BT

R AREYST
3 ] MSH“ G g 0

Ehd

ot

ok
e ¢
¥ x
oy

L]
L
% ¢
LI
e
¢

I
M

¥
ot

AL

&



25746







- - =
- % T R

e o
sgm  new =% s s
e zFe £Fe TEF 0P =g =&
<@ = % o= = ==
F
£ %o % %
-~ ¢
g% €% m
B £
BE Bl

LOGTXVNARSVERTRRRY

DHLEGTRVNABSVERTXAQH

vl

)
]
&



138 . .ah

I 3 3

Sk @ Pi.Fe

13C.4bra : 2 3

| 2Y.Fo
< OR.Fe




S - & -4

A\
tide! tapadbe vig b Kon | tapadts vég

TATGOATGAAGRARCTTCTCATCAGLTGC TR TGTGATARATGTCCRCCG0TAC
ACCTACTTCTTTGARGAL TAGTCOACACACACTATTIRCAGRCRACE
§

12840 by Cslooprolagertn POR tazmék

Bami

Konl f mg%:‘;g*

J fraguens\ Ollgo Linker & PCA tomb

¥
‘‘‘‘‘‘
y



xida

xlia

148, abra

252
o
[




BAGYE "L

—F

DA

£

2

(X331



Redukals

23746
xo ¥voex osedr ¥
Py «

© >
axR X RAX *
2 ¢ * 2

o o% S cea Soax

XTI Xl

L3

1684, dbra

X

\g‘ 8N

WU "‘i

.

-

R S
.

v Diner

A

§

V?"\. ™
4




L

S22

(LR key

CHO QPG 22401} kG

f

8

¢

2308 "L

P a
- -
- -
o P
Fn e m e Cen

o
ps
-
3
=

=y g



e P 83 LY
g [ 205 BN o

\\

%

. &bra

18

il
=
o
rre
5
~
ey
o
-.8 %
5 H
ng
% R b
oot RS %




\'l\‘\\\\\\l\‘\\\wu}

%
y
;
X

Y}
PR

- o -
-
-

-~
s
T

5

-
- ‘*3‘5

-
-

> = e o -



Z
:
z
£
H

Nnm@ww\\m&mw

haliadhd o o




28 o

§#§ e~

‘%0% s

%@ﬁm

8.8

E AN S B s S S S A R
180,000 39930 11916 3700 1230 0410 0000

OPE (ng'mb)

{ad
o
2
o5



21 aAbra

Y,

Y, M m,
N, T, T,
“ ",

o, :"%-.,_%‘\Q«,"‘o(‘l". e %, ',,"

%
)

NN

.
;:\\\::\k“\ ", .’"m,' "-»,,, ",

%

< ey

o P
5 E T
,’ "q‘e,.,’ %,G "",,"f,,, o, ", ,'"”'( ‘%""‘ N

mwmﬁx&t

Swakadis

saiisk

/-1

Tauberaad faer
SER 4 DEE-1

2 usp

o gl i

ST sajtek
1,88 (OR)ID3
Deosehasn

F~38 sap

2 e s

100 ngimd

Py -

100 ngiml

OPG

S

100 ngdend
100 ngid



Tonizhit kaloium fmenlil)

Tomizshiy kalcive {wmnl/sl}

e et B
36748
HE
135 o
1.3 e PES
g PESHLL
L35 o N
e QPGS TL
Lg he \a* ’gv
#‘Q
R - : :
{3 3 4
i88 {napd
1.4%
LI
o oo FREREY
138 4
oo BRE ST
13 pnoe oo ORGSR
ol ORG A1
£.2% 4
5.2
8 2 4
idE {nap}

¥ Rivdeds B PRS-281, ph.08
8itdnds an OB ¢ IN-L1-nSi, B, 88



abra

<

234

\\

abra

238,







22 Fes




& 30
£
)
L o40
b
2
B2 M-
® essefecooe B EwE1 L
L
&
g & R A 5 8
Y
2
&
5 104
&
&

R S

¢ 3

& ndvekeaddal lomeskdl adet tdvolssdg {(mwm}

* Blidrés a kontesiitdl pe, 81




2EA. abra

_ 26B. dbra

L&



et

E . =mET

.wu @ | % = . =T

b
#&‘
i is,;y
T -
7/
W

OVEIA bt 1171117

2 = = S NP S S
2 z* o
i i EEsE88 2 2 B &



48749

28 .abra

44

H £ H
o Lot ol
e 4 o

FBLRIBEISOGEY B ARLRIBURUGED

RRCE: R 4

Wired + %A

(3 S O

YD

BIvH

Frltérds azr OVE-R81l p<, 08




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

