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A human BMP-4-prombdter és alkalmazasa csonttal

kapcsolatos anyagok azonositasi eljarasaban

4

KIVONAT

A taldlmany targydt a humadn csont morfogenetikus fehér-
je (BMP, a tovabbiakban BMP-4) prométerét tartalmazdé 5’'-
végi DNS régid képezi. A talalmany targyat képezi tovabba
egy eljaréas a hﬁmén BMP-4-fehérje expresszidéjat pozitiv
vagy negativ irdnyban szabalyozni képes kis molekulatomegd
vegylilet azonositadséara, &llati vagy éleszté eredetidl sejtek
alkalmazasaval, amelyekbe olyan rekombindns expressziés
vektort juttatnak, mely a humd&n BMP-4-prombétert tartalmazd
5’ -végi DNS régiét alkalmas riportergénhez integralva tar-
talmazza, és indikatorként riportergén-aktivitast alkalmaz-
nak.

A taldlmadny szerinti megoldads alkalmas human csont-
morfogenetikus aktivitasd kis molekulatdmegd szerves vegyl-

letek azonositéaséara.
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A human BMP-4-prométer és alkalmazasa csonttal

kapcsolatos anyagok azonositasi eljarasaban

A taldlmany targyat a human csont morfogenetikus fehér-
je (BMP, a tovabbiakban BMP-4) prométerét tartalmazé 5'-
végl DNS régid képezi. A taldlmany térgyat képezi tovabba
egy eljaras humadn BMP-4-fehérje expresszidjat pozitiv vagy
negativ irédnyban szabdlyozni képes kis molekulatémegd ve-
gylilet azonositasara, 4llati vagy élesztd eredetli sejtek
alkalmazasaval, amelyekbe olyan rekombindns expresszids
vektort juttatunk, mely a humdn BMP-4-prombétert tartalmazd
5’ -iradnyban elhelyezkedd DNS régiét alkalmas riportergénhez
integrdlva tartalmazza, és indikatorként riportergén-akti—
vitast alkalmazunk.

A tal&lmény szerinti megoldas alkalmas. humdn csont-
morfogenetikus aktivitasu kis molekulatdmegl szerves vegyii-
letek azonositésara.

Napjainkig csont morfogenetikus aktivitédst csak egy
csont morfogenetikus faktorndl - BMP - figyeltek meg, amely
a TGF-B (transzformdldé névekedési faktor) szupercsaladba
tartozik [Science 150 893 (1965); Science 242 1528 (1988)].
Az ismert BMP tipusok BMP-1-tdl BMP-14-ig terjednek. Ezek
kézuil a BMP-2 - BMP-14 tagjaikrél ismert, hogy csont morfo-
genetikus aktivitdssal rendelkeznek. A BMP-2 - BMP-14 BMP-
ket tartjdk hatédsosnak terdpiéds és megelbz8 kezelésre kii-

1l6nbdz& csont rendellenességek és csont betegségek eseté-
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ben, azonban ezek a természetben csak nagyon kis mennyisé-
gekben fordulnak elé. Ezért tehat az ezen kezelésekben al-
kalmazott, BMP-2 - BMP-14 fehérjék nagy mennyiségeinek hoz-
zaférhetdvé tételéhez rekombindns fehérje eld&dllitasa sziik-
séges. A rekombindns fehérje elbadllitdsa 4&ltaldban nagyon
drdga egy kis molekulatdmegd vegyllethez viszonyitva. Més-
részrél a fehérje jellegébdl addddan a fizikai Jellemz8k és
adagolas kérdésében gydgyszerként torténd alkalmazids eseté-
ben sok korlatozassal kell szamolni. Ezeket a megallapitéa-
sokat figyelembe véve egy, a fent emlitett BMP fehérjék ak-
tivitdsdval - ha van egyaltaldn - megegyezd aktivitéassal
rendelkezé kismolekulaja szerves vegylilet nagyon igéretes
gybgyszer lehet. A taldlmadny &ltal biztositott azonositéasi
eljarassal kapott vegylilet rendelkezik a humadn BMP-4 - egy
csont morfogenetikus fehérje - expresszidjat indukéld akti-
vitdssal, és mivel a human BMP-4-fehérjével megegyezd akti-
vitéssal rendelkezik, fenndll annak lehetdsége, hogy nagyon
jol alkalmazhatd legyen. Ezzel ellentmondéasban talalhatunk
olyén k6zleményt is ([New Engl. J. Med., 335 555 (1996)],
amelyben feltételezik, hogy a hum&n BMP-4 csont és porc
hiperpldziat okozhat. Ebben az esetben a humdn BMP-4 ex-
pressziéjdnak gatlédsa megeldzheti a csont hiperplaziat. A
taldlmadny targyat képezd eljarads segitségével a human BMP-4
expresszid gatlasa kimutathatd, és a talalmadny térgyat ké-
pezé eljaras segitségével ilyen hiperplaziat megakadalyozd
anyag azonositaséra is lehetdség nyilik.

Egy ilyen azonositési eljarasra eddig csak egér BMP-2

prombéter alkalmazdsaval talalhatdé példa (W0O97/15308), nem



talalhaté példa human BMP-4-prométer alkalmazdsara. Az egér
BMP-4-prombéter régidét mar korabban klénoztdk [Biochem.
Biophys. Acta 1218 221 (1994)), de a humadn BMP-4-promoéter
régidé részletes szekvencia adatai még nem &llnak rendelke-
zésre. A leirads soradn elsdéként ismertetjiik a humdn BMP-4-
prombéter szekvencidjdt. Az 5’-irdnyban elhelyezkedd DNS-
régié teljes szekvencia homoldégidjadnak mértéke a humadn és
az egér BMP-4 kozott 52,2 szazalék [J. Biol. Chem. 270
28364 (1995)]. A taladlmény szerinti azonositasi eljarasban
alkalmazott anyagok teljes egésziikben humdn forrasokbdl
szarmaznak, 1igy az azonositds soran kapott anyag gyakorla-
tilag klinikai alkalmazasra alkalmas lehet. Elvarasunk sze-
rint olyan anyagot kapunk, amely képes a human BMP—é ex-
presszid pontosabb szabalyozadsara két prométer (promdter-1
és prombéter-2) a gazdasejtekbe iranyuld kilén-kiilén vagy
egyidejd transzfekcidjaval a rekombindns expresszids vek-
torban.

A taldlmany téargyat képezi egy, a human BMP-4-prombte-
rét tartalmazd, 5’-irényban elhelyezkedd DNS-régidé. A human
BMP-4-prométert tartalmazé 5’-irdnyban elhelyezked8 DNS-
régié gént és egy megfeleld riportergént magdba foglald
rekombinans expresszidés vektort tartalmazé allati sejt al-
kalmazdsaval, a riporteraktivitds figyelemmel kisérésével
megtalalhaték a humén BMP-4 expresszidéjat pozitiv vagy ne-
gativ médon szabdlyozd kis molekulatémegli vegyiiletek. Az
kis molekulatomegd vegyliletek és azok szarmazékai morfo-
genetikus aktivitéssal és gatldé hatadssal rendelkeznek csont

és porc esetében a humdn BMP-4 expresszidjan keresztiil, és



j6él alkalmazhaték mint megeldz8 vagy terdpids agensek porc
és csont betegségeknél, csont-metasztdzis gyégyszerekhez
vagy terédpias és megelézé Agensekként alkalmazhatdk csont-
hiperplazia esetében.

Az 1. abran a human BMP-4-gén 6,7 kb nagysagu 5'-~irany-
ban elhelyezkedd régidéjanak exon-intron strukturajat és egy
restrikcidés enzim térképét mutatjuk be.

A 2. abra egy rekombindns expresszids vektort mutat be
(pMSS116), amely tartalmazza a humdn BMP-4-gén 5’-iranyban
elhelyezkedd régidjanak 1. promdterét. Az 1. prombdter régi-
6t (1-3361. bazisok, a szekvencialistdban az 1. azonositéasi
szam szerinti szekvenciaval bemutatva, az 5’-végtsl az Xhol
helyig, ahogyan ez az 1. &bra&n l&athatd) a pGL3-alapvektor
Nhel és Xhol restrikcidés enzim helyeibe illesztettiik.

A 3. &bra egy rekombindns expresszidés vektort mutat be

(pMSS118), amely tartalmazza a humédn BMP-4-gén 5’-iranyban

elhelyezkedd régidéjanak 2. prombéterét. A 2. prombébter régioét
(2,3 kb) (3361-5645. bazisok, a szekvencialistaban az 1.
azonositasi szam szerinti szekvenciaval bemutatva, az Xhol
helytdl az exon-2 BglII helyéig, ahogyan ez az 1. &bréan
lathatd) a pGL3-alapvektor Xhol és Bglll restrikcidés enzim
helyeibe illesztettiik.

A 4. abra egy rekombindns expresszids vektort mutat be
(pMSS119), amely tartalmazza a humadn BMP-4-gén 5’-iranyban
elhelyezkedé régidjdnak 1. és 2. promdterét. Az 1. és 2.
prombéter régidét (1-5645. bazisok, a szekvencialistaban az
1. azonositasi szam szerinti szekvenciaval bemutatva, az

5'-végtd8l az exon-2 BglIIl helyéig, ahogyan ez az 1. A&bran



lathatdé) a pGL3-alapvektor Nhel és BglII restrikcids enzim
helyeibe illesztettiik.

Az 5. abran mutatjuk be a human BMP-4-prométer aktivi-
tas mérésének eredményét (tranziens expresszio).

A talalmany targyat olyan DNS képezi, amelynek nukleo-
tid szekvencidja megfelel a szekvencialistédban az 1. azono-
sitési szam szerinti szekvencidban, az 1-6774. bazisok &al-
tal keéepviselt szekvencianak, amely egy human csont morfoge-
netikus fehérje-4 prométer régidét vagy annak fragmensét ké-
dolja. A szekvencialistdban az 1. azonositdsi szam szerinti
szekvencia mutatja be a human BMP-4-gén 5’-iranyban elhe-
lyezkedd régidjanak szekvencidjat.

A taladlmany targyat képezi egy eljards a szekvencialis-
taban az 1. azonositédsi szam szerinti szekvenciaval bemuta-
tott DNS el&allitadsara, amelynek sordn a kévetkezd lépése-
ket hajtijuk végre:

(1) humén placenta eredetid genomi DNS-t emésztiink EcoRI
restrikciés enzimmel;

(2) agardz gél elektroforézis segitségével izolalunk;

(3) az EcoRI-emésztett izol&lt DNS-fragmenst ugyanazon
enzimmel kezelt ADASH-II lambda fag vektorba klénozzuk;

(4) a vektort a fagba pakoljuk;

(5) genomi DNS kléntédrt hozunk 1létre a faggal
Escherichia coli-t fertézve;

(6) PCR segitségével szkrineliink; és

(7) szubklébnozast végziink plazmid vektorba.

Aé itt alkalmazasra keriilé plazmid vektor kivalasztasa

nem korlatozott és a kereskedelemben hozzaférhetd barmely



vektor alkalmazhatdé. A vektorokra eldénydsen alkalmazhatéd
példaként szolgadlhat egy pUCl8 vektor.

A taldlmédny targyat rekombinadns expressziés vektor ké-
pezi, amelyben az 1. azonositdsi szam szerinti szekvencia-
val Jellemzett DNS teljes hosszdt vagy annak egy részét
épitettik be egy riportergénbe. Kozelebbrdl meghatdrozva a
rekombinans expresszids vektort ugy szerkesztjik meg, hogy
egy riportergént megeléz$ tartomanyban a human BMP-4-gén
5'-iranyban elhelyezkedé régidjdban - amelyet a szekvencia-
listaban feltintetett 1. azonositasi szam szerinti szekven-
cia képvisel - egy megfeleld régiét keresiink. A riportergén
- mint példaul a luciferdz vagy a P-galaktoziddz gén - egy
expressziés A&allapotot mutat az eredeti termék szerint. A
rekombindns expresszids vektorhoz eredetiként alkalmazhatéd
vektor kdzelebbrél nem korlatozott és alkalmazhatd a keres-
kedelemben hozzaférhetd barmely plazmid vektor. A talalmany
megvalésitdsa soradn a pGL3-alapvektort hasznaltuk, mint
eldénydsen alkalmazhatd, példaként szolgdlé vektor. A pGL3-
alapvektor alkalmazasaval kaptuk a pMSS116 (8,2 kb),
pMSS118 (7,1 kb) és a pMSS119 (10,5 kb) vektorokat, amelyek
a2 human BMP-4-prométert és a luciferdz riportergént tartal-
mazd rekombindcidés expresszids vektorok. A taldlmany megva-
lésitasa soran ezeket a rekombinadns expressziés vektorokhoz
soroltuk be. Szikség van a rekombinans expresszids vektor
liposzéma segitségével torténd bejuttatdsidra emlds sejtek-
be, eldnySsen human oszteoblaszt-szerd sejtekbe, mint pél-
daul az Sa0S-2 sejtekbe. A rekombinins expressziés vekto-

rokkal stabil médon transzfektalt &llati sejteket rezisz-
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tencia marker segitségével valasztottuk ki.

A taldlmany targyat képezi egy eljadras csonttal &ssze-
fiiggésben &4l116 anyag azonositidsara, amelynek soran a szek-
vencialistédban taldlhatd, az 1. azonositasi szadm szerinti
szekvencidval jellemzett DNS teljes hosszat vagy egy részét
riportergénbe illesztjuk és az ezt tartalmazé rekombinéns
expresszidés vektort alkalmazzuk. A taldlmany targyat képezi
az eljaras csonttal Osszefliggésben 4lldé anyag azonositaséa-
ra, amely eljards sordn a csonttal Osszefiggésben 4alld
anyag oszteogenezist indukaldé anyag, vagy a csonttal oOssze-
fliiggésben 4116 anyag oszteogenezist gatldé anyag. A humén
BMP-4 expresszidéjét indukdld vagy gatld kis molekulatdmegi
vegylilet elS4allithatd oly mdébdon, hogy izoladljuk a gén ex-
pressziéjat szabélyozd prombétert, a prombdétert egy megfeleld
riportergénhez kapcsoljuk és a gén struktirat megfeleld em-
16s sejtbe juttatjuk be, hogy ezzel kutatasban alkalmazhatd
rendszert A&llitsunk elé. A kutatdsban alkalmazhatdé rend-
szerben a human BMP-4 expresszidjat szabdlyozd vegylilet a
prométeren fejti ki hatédsat, hogy ezzel emelje vagy csék-
kentse a riportergén expresszidés szintjét. Ennek kdévetkez-
tében a riportergén aktivitas egyszerd és koénnyld meghatéro-
zédsa lehetévé teszi a kivant vegylilet felderitését.

A vektorokkal transzfektalt dllati sejt joél alkalmazha-
té6 kémiai vegylilet ko6nyvtdr szkrinelési eljdrdsdban nagy
dtbocsatd képességl szkrinelésre [Nature, 384 Suppl, 14
(1996)] és aktiv vegylilet felfedezésére természetes anya-
gokbdél. Az aktivitdst noveld vagy csokkentd vegylilet kere-

sését ugy végezzilk, hogy a sejtet megfeleld$ idétartamon ke-
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resztiil a vegylilettel kezeljik és ezt kovetdden megmérjik a
riporteraktivitdst. Az igy kapott vegylilet szabalyozhatja
az expresszidét kozvetleniil, amikor hatédsat egy transzkrip-
cidés faktoron fejti ki, vagy kdzvetett mbédon hatasat a hu-
mén BMP-4-prombdteren kifejtve, szigndl A&atviteli rendszer
szabdlyozasadn keresztil. Ennek kovetkeztében ezek a vegyl-
letek hatédsosan alkalmazhatdék, mint terdpids &gensek csont-
porc betegségek esetében, csontra iranyuld rak metasztazis
esetében vagy csont-hiperplazia esetében.

A taldlmany megvaldésitdsa soran nyert vegylulet csont
vagy porc morfogenetikus aktivitassal rendelkezik, és haté-
kony agens terdpids és megeldz8 kezelésre az ortopédiai se-
bészet teriiletén (torés, csont-arthritisz, mint példaul
iziileti csont-arthritisz és medence izileti csont-arthri-
tisz, arthrosteitisz, porc sériilése esetén, mint példaul a
meniscus sériilése, sériillés vagy tumor eltédvolitds okozta
csont és porc hidny regenerédciéja, csont rekonstrukcid,
mint példadul gerinc fuzid és csigolyacsatorna kitagitasa,
valamint kongenitdlis porc és csont betegségek esetében,
mint példdul a dyoszteogenezis és achondroplazia), vagy fo-
gidszati teriileteken (csont rekonstrukcidé, mint példaul pa-
latoschisis, 4&llkapocs rekonstrukcidé és rezidudlis taraj
konstrukcid) valamint oszteoporébézis esetében. Tovabba a ta-
lalmadny téargyat képezd anyag alkalmazhatd csont Aatiiltetés
esetében plasztikail sebészetben. Ezek a terdpias kezelések
egyardnt érvényesek az &allatorvosi sebészet teriiletének te-
rdpidi esetében is. Masrészrdl viszont a taldlmény targyat

képezi tovabba egy vegylilet csont és porc morfogenezis gat-
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ladsadra. Ebben az esetben az anyagot a csont és porc hiper-
plazia teradpiads és megeldézd Agenseként alkalmazzuk.

Az aldbbiakban bemutatott példdkat a taldlmdny Jjobb
megértése érdekében tessziik k&zzé. A példidk minden szem-
pontbél csupdn a taldlmédny Jjobb megértését szolgdljak és

nem korlétozd értelemben keriilnek bemutatasra.

Human BMP-4-gén 5’-iranyban elhelyezkedd régidjanak

izolalasa

Humdn placenta genomi DNS-t (a CloneTech terméke)
emésztettliink kiildnbozé restrikciés enzimekkel (BamHI,
Bglll, EcoRI, HindIII, PstI, Sacl, Sall, Smal, Sphl és
Xbal), agardéz gél elektroforézissel elvalasztottuk, nylon
membranra atvittik és standard koériilmények kodzétt Southern
hibridizéaciét végeztiink, prodébaként BMP-4 cDNS-t alkalmazva
[Science 242 1528 (1988)]. Ennek eredményeképpen azt taldal-
tuk, hogy az alkalmazott restrikcidés enzimek ko6zil az EcoRI
restrikciés enzimmel torténd emésztés egy koriilbelil 7 kb
nagysagl DNS-fragmenst adott, amely a léghosszabb human
BMP-4-gént tartalmazta. Ezt kévetden humadn placenta eredetd
genomi DNS-t emésztettiink az EcoRI restrikcidés enzimmel és
agaréz gél elektroforézissel valasztottuk el, hogy a koéril-
beliil 7 kb hosszusagu DNS-fragmenst az agardz gélbdl extra-
haljuk. Az igy kapott DNS-fragmenst egy, az EcoRI restrik-
ciés enzimmel emésztett ADASH-II lambda fag vektorba
(Stratagene Ltd.) klénoztuk. A vektort in vitro pakoltuk
Gigapack III XL Extract-tal (Stratagene Ltd.) és

Escherichia coli XL1-Blue MRA tdrzset (Stratagene Ltd.)



ferté6ztiik, hogy genomi DNS kléntédrt hozzunk létre. A klén-
tdrt csoportokra osztottuk. Mindegyik csoportot szkrinelés-
sel amplifikadltuk PCR alkalmazidsa mellett [Nucleic Acids
Research 21 2627 (1993)], ko&zelebbrél meghatdrozva a PCR
eljaras soran az 1. exon régidnak megfeleld PCR primereket
alkalmaztuk (2. és 3. azonositdsi szdmmal rendelkezd8 szek-
vencidk a szekvencialistaban), hogy ezzel kivalasszuk a
szamunkra fontos csoportot és végiil eldallitsuk a human
BMP-4-gén 5’-irdnyban elhelyezkedd régidjat (6,8 kb). To-
vabba, az 5’'-irédnyban elhelyezkedd 6,8 kb nagysagu
fragmenst egy pUCl8 vektorba szubklénoztuk (az Amersham
Pharmacia Biotech terméke). A vektor az E. coli pKOT 312
vektor elnevezést kapta. Az E. coli pKOT 312 vektort 1998.
marcius 30-an letétbe helyeztilk az aldbbi intézménynél:
National Institute of Bioscience and Human-Technology,
Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of
International Trade and Industry, 1-3 Higashi 1l-chome,
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken 305-8566, Japan, ahol a FERM P-
16736 kataldébgus szamot kapta; és a Budapesti Egyezmény ér-
telmében 1999. februar 17-én &atadasra keriilt a Nemzetkdzi
Letéti Szervezet ("International Depository Authority")
szédmara (kataldégus szam: FERM BP-6650) .
2. példa

A human BMP-4-gén 5’-iradnyban elhelyvezkedd régidja DNS-

szekvenciajanak meghatarozasa

A kapott human BMP-4-gén 5’-irdnyban elhelyezkedd$ régi-
6janak szekvencidjat az Amersham Pharmacia Biotech ALF DNS-

szekvendtora segitségével hataroztuk meg Sanger és munka-
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tdrsai eljarasa szerint [Sanger és mtsai.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74 5463 (1977)]. Az igy analizalt szekvenci-
at a szekvencialistdban az 1. azonositédsi szé&m szerinti
szekvencidban mutatjuk be.

3. példa

A human BMP-4-promdtert és egy luciferdz riportergént

tartalmazdé rekombinans expresszids vektor megszerkesztése

Ahogyan ezt az 1. abran bemutatjuk, a huméan BMP-4 keét
prombéterrel rendelkezik, az egyik az 1. exon eldtt (1.
prombéter) és a masik a 2. exon utédn (2. prombébter) helyezke-
dik el, az egér BMP-4-prombéter struktiradjdhoz hasonléan.
Ezutan a pGL3-alapvektor luciferdz riporter vektor (a Pro
Mega Ltd. terméke) riportergénjének az 5’-irdnyban elhe-
lyezkedd Nhel és Xhol restrikcids enzim hasitd helyeibe be-
illesztettik az 1. prométert tartalmazdé régidét - (az 5/-
termindlistél az Xhol helyig, ahogyan ez az 1. abran latha-
té) - az 5’'-termindlisban megtaldlhatdé, a pUC18 vektorbdl
szdrmazd Xbal restfikciés enzim hasitéhely alkalmaziasaval,
hogy ezzel létrehozzuk a pMSS116 rekombindns expressziés
vektort (8,2 kb). Ezt mutatjuk be a 2. &bran. Tovabba, a
pMSS118 rekombindns expresszidés vektort (7,1 kb) hoztuk
létre oly mbédon, hogy a 2. prométert tartalmazd régidt (az
Xhol helytdl a 2. exonban taladlhatdé BglII helyig, ahogyan
ezt az 1. abra mutatja) a pGL3-alapvektor Xhol és BglII
restrikcids enzim hasité helyeibe illesztettiik. Ezt mutat-
juk be a 3. &bran. Tovabba, az 1. prombétert és a 2.
prombétert egyarant tartalmazdé régidét (az 5’-terminadlistédl a

2. exon BglII helyéig, ahogyan ezt az 1. &bra mutatja) il-
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lesztettitk be a pGL3-alapvektor Nhel és BglII restrikciods
enzim hasitdé helyeibe a pUC1l8 vektorbdél szarmazd Xbal hasi-
téhely alkalmazadsdval, - ugyanugy mint a pMSS116 esetében -
hogy ezzel 1létrehozzuk a pMSS119 rekombindns expresszids
vektort (10,5 kb). Ezt mutatjuk be a 4. &bran.

4. példa

A human BMP-4-prombéter aktivitadsanak mérése (rekombi-

nans expresszids vektor bevitele emberi sejtbe és tranziens

expresszid)

Annak érdekében, hogy a human BMP-4 rekombinans expres-
szidés vektort tranziens médon expresszaljuk, a fentebb le-
irt rekombindns expresszids vektorokat (pMSS1ll1l6, pMSS118,
pMSS119) Dbelsé kontrollként egyenld mennyiségli pRL-SV40
vektorral kevertilk Ossze - ez a vektor a tengeri arvacska
("sea pansy", egy lumineszkaldé csalénozdé faj, Renilla nem-
zetség) luciferdz gént (a Pro Mega cég terméke) tartalmazza
- a gén bevitel hatékonysaganak mérésére. Ezt kdvetben ka-
tionos liposzéma lipofektamint (a Lifetech Oriental cég
terméke) kevertiink a fentebb leirt DNS-oldathoz és huméan
csontszarkéma sejtekhez - HOS, MG63 és Sa0S-2 sejtek - ad-
tuk hozzad a transzfekcidé kivaltasdra. A szentjanosbogar
("firefly") és a tengeri A&rvacska 1luciferdz aktivitéast
"Pikka Gene Dual Kit" reagens készlettel hatdroztuk meg (a
Toyo Ink cég terméke). Az eredményeket az 5. abran mutatjuk
be. A prométer aktivitdst a szentjanosbogar luciferaz akti-
vitds és a tengeri Aarvacska luciferdz aktivitéds hényadosa-

ként fejeztiikk ki. Az eredmények kimutattdk, hogy a
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szekvencialista 1. azonositasi szamli DNS-szekvenciidja pro-
méter aktivitdssal rendelkezik.
5. példa

A human BMP-4 rekombinans expresszidés vektor bejuttati-

dewd Q00
. o

sa emberi sejtbe és stabilizalt expresszidja

Annak érdekében, hogy a humdn BMP-4 rekombinans
expresszidés vektort stabil médon expresszaljuk, a fentebb
emlitett vektorokat pPUR vektorral kevertitk oOssze 10:1
aranyban - ez a vektor a puromycin rezisztencia gént tar-
talmazza (a CloneTech Ltd. terméke) - és ugyanakkor katio-
nos liposzéma lipofektamint (a Lifetech Oriental cég termé-
ke) 1is kevertiink hozza, majd HOS human csontszarkéma sejt-
hez adtuk hozz& a transzfekcidé kivaltdsara. Azokat a sejte-
ket, amelyekbe a kivalasztott gén bejutott, puromycint (a
Sigma Ltd. terméke) tartalmazd taptalajon szelektdltuk.

6. példa

Aktiv kis molekulatémeqgid vegyiilet szkrinelése

A kivalasztott sejteket 96-lyukas mikrotiter lemezre
oltottuk, kildnbdzé kémiai vegyiilet konyvtdrak anyagaival
kezeltik 1-3 napig, egy citolitikus &agens (a Pro Mega Ltd.
terméke) segitségével feloldottuk és enzim aktivitéasra
vizsgaltuk luciferaz vizsgdlati reagens készlet alkalmaza-
saval (a Pro Mega Ltd. terméke). Az ilyen eljaréasok alkal-
mazasaval lehetéség nyilik kiilonb6zé olyan anyagok felfede-
zésére, amelyek a human BMP-4 expresszidjat indukaljak vagy

gatoljak.
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<210> 1

<211> 6774

<212> DNS

<213> huméan

<220>
<221>
<222>

<223>

(1) ..(6774)

A human
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SZEKVENCIALISTA

misc_feature

BMP-4-gén

5’végi

szekvenciarészlete,

amely

tartalmazza az 1-3. exonokat magukba foglaldé régidkat

<400> 1

gaattccttc
tggttcttaa
ttgcatagac
gtttataaag
ttttaatggt
tcaagcttta
ccagatctgg
:gcttatagtc
ttgaccagct
tgagtagtag
atcaatgtgce
gaaaattcac
ctgatcacta
tgagtaaggg
atctaaaatg
tcatatatct
aaactcctgg
gtctgggctg
accccgaaat

tcactgttgt

cgtagcttca
ttggggatgg
ctatttggtg
ttcaagccca
acttatcagc
gtgtgctcag
ggcaggacca
ctgagaacat
actctttctt
cagcatagga
ttfaagggta
aggtaagttt
ggctgtggtt
gggaaaagga
tggggagaga
gaagattcat
actgtgagtg
cagcaaaatg
gacattggtg
ttctgagttt

ccagacacct
ggaattaagg
tgttcagggc
gcatattctt
atagaaaatg
aatgaccaga
ggaagtctgc
gctttgaaaa
gatgttctcc
gcaatagttg
cagtttcatt
gagatacaga
gatttagctc
ggagtgggta
aataaagctg
atcaggggtc
tcacagactc
agacaatagc
ctttaaagta

aaatattaag

aattggccaa
gctactgtat
atagtgatac
tgcctgttta
gaaacaaaat
gaaccttgtg
atttcatctg
aggctgtccc
aggaaaaccc
ctcctgaatt
tggtctatct
aaataactaa
tctaaccaac
aaagcagctg
tcccaagaga
taaacatggt
atggatgggc
tgtcattcaa
aaataaagtc

aaccacattt

gaaggtttga
ctataggatt
tataattgcc
atgatgtctt
aacttttaaa
ééaﬁatacag
cacccccacc
aagggctcgc
aacaaaggaa
atgggtgggt
accatgttct
actgattctt
aagtaatttg
ataacagatg
actaaagctg
atgtcgggta
caatcagtgg
aaacctttgg
ctgcctttaa

cgttaatgat

agacctgatg
atcttttcac
atatttaaca
ggtatcagcc
acagtagctc
atttctgggt

ctactctgag

agacaggcta
tgcctttcat
ttccctcttce
ataaaaacat
ctcacgaact
ttctttggca
gcttgcgccc
agttctctcg
gcttaattgg
ccactttagt
aattaaaaaa
gtccagcata

taaaacaaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200



gtgattgatt
aggagcacaa
ttttctgtta
attttgtcct
gagaaagtga
attaaataat
tttcattctg
tacagcttgt
aatatggcag
caccctttgt
gtgtataaac
gacctaaatg
gacaggaaat
tcaacccctc
ggcaagtccc
ctgatagctc
ggtttaaaag
gaaagggcca
. ttgtctcect
tgtcaggact
" acaaaaataa
aactgtaaaa
ggaggaggga
caaaacgcac

ctctctctgg

agtttatgga
tagaggtgtt
catcagtttg
tggaaggtac
tgagccccag
ggactcggceg
aggggaggat
aggagggagg
aagaggagga
gcccggccecg

cgctgctgct

taggggctca
tgcctgatge
ttatttttaa
ccttttgggg
actcaggagt
caaatcattt
cagatgagaa
ttctgttgtt
gatgtcttgg
aaattctgtg
gtaaagtttt
ctttgcagag
gctcagtctt
cctgaagcat
tttaacctgg
cctcacagct
ccaccacétt
attcctcatc
gtggcctaaa
cttaggtaca
ctgctgtgtc
aacgtggccc
agtgagctca
tttaagaatg

cacacagttc

aggccacctt
tcattatctc
ggcagcagtt
ggcgactagt
ccgcttccca
ctgcctgggce
gtgggcgggg
ggccgccggg
aggaagatgc
gaagctaggt
ccggctgagt

gtgagcattt
tgcaggagaa
taattaattg
tggtgttatt
gacttaaaat
tcaaatataa
aactgaggct
tggtgcatta
ccttgctctg
ttccacacag
tatagatgag
acagtaaagt
ccagcactcc
tagctctgga
tagtccttcc
ccatcagagg
ccacctccct
tcccctctte
aggttactge
ccaaaaatga
ggttcttaag
cagcctgtct

tttactgggt

ttttggaagg

tgcacacagc

ttaaaccgat
taattactca
acactaaact
cggtgcatgce
gagctggagg
ttccgggacce
ctcccatccce
gaagaggagg
gagaaggcag
gagtgtggca
atctagcttg
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aatctgtcct
acattaggta
tgattttgac
gccctgecect
gaaggaagac
agggagcatg
cataggaatg
ggccaaaaga
acagttgctt
gaagtagttc
ccacccaggg
gtcatgtctg
tctggctacc
gcaéaggctg
tttccttgtt
cagtgtgtga
gctaatatga
ctttaaaaac
ttctgtggtt
acaaaaaaat
acggcttctg
gcaggccacc
ctacctcagg
aaattcacct

ctgtttctca

ccaacagctc
gggtaaatgg
cagggaagcc
tttctagtac
cagcggcgtce
cgggcctgct
cagaaaggga
aggaaggaaa
aggaggaggg
tccgagctga

tctccecgat

gacttcaggt
actatttaat
tatttggaag
gttttaatca
ggactttggc
cagatgatct
aaaagacttg
cctaggccta
ctctgatctc
ttgtttttta
ccaatatctg
tcccagggaa
tggagctcag
tgatttactt
tgtaaaacag
aattagttcc
ttactaaaat
agaccaaggg
atctccttgg
caacaacaac
agctagaaac
tctgtcttta
gtcatcacca
tttaacagcc

acgtttggaa

ctttctccat
tgattactca
cagactccca
ctccgcacgt
ccagctccga
aggcgaggtc
ggcgagcgag
gaaagaaagc
agggagggaa
gggacgcgag
gggattcccg

accatgctaa
ggagttttaa
ctacaggtat
gtggttctta
taaaattaca
ggcccaatcc
cccaaagcca
atagatggaa
agatatttcc
aatatcgaagq
tttaagtaaa
agaaatccag
gctatgagcc
cagaéatctg
agagatgagg
tgtttgggaa
gtttttatat
gcatcttttc
aaagacagag
cataacacca
agatttttct
ggccttgggg
aggtgttcta
caagéggtat

atcttttaac

accctgattt
gtgttttaat
tgggtatttt
ggtccccagg
cggcagctgc
gggcggctgg
ggaggaggga
gagggaggga
ggagcgcgga
cctgagacgc

tccaagctat

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760 -

2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
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ctcgagcctg
gtccccagga
cctggtgagg
cacaggctgt
ggggatgctg
gtccagcagt
agagaagccc
tgcccacggg
ccggctctga
cctagctgga
gccgctcecgg
gcctgagagc
acttgcggaa
acagccaaga
agttcctggce
gacgggaaag
cgggggcctt
gtgagttgaa
gctacctgta
caccccgagt
ttttatcttt
atccgaaatt
ctctcecgee
ccttctactg
ggacctctcc
cctttgctct
gaaagcgccqg
acccggacct

gttcgatcct

aagtatgtgc

caaagcagca

aggagtcatg

agttgcgcct

gcatcttcga

tgaaggagta

aaggaagtgg

cagcgccaca
gctgctgctg
ggagacaggc
gaccgaggca
gcgctgaaag
ccctgggaga
ttggtagggg
ctggaggttg
ggtccagaga
gcaggttctg
aggctgcgtc
ttgcgaactg
cccaaggaac
tcccagggge
gggacgaaag
gttcccgtga
agacgcctcc
ggctttgtga
aacacatttc
tacattcctt
tcgatttaaa
gaaacacaac
ccaggagatt
tccetttgee
tcggcggget
tcccaaccct
cggctcttge
gaggtgttgg
ttacttttct
gtggagagtg
actgggaaca
gggcccgggce
agtcgggttt
ttagtcagga
tttgctgegt
cgggggaagg

gtcccecggcec
gcgagcccgce
agagggggtc
aaaggtggcc
acctttaaat
gtctcacctt
ggtcgttggg
cgatccccgg
gagtgagggg
cggtagagag
gaggggagtg
cagttgcagg
ctcgcctcta
tcccaggacg
gcggacgcgce
ttcecgagte
aagcactgct
gaggttaaac
ggcattagga
tcccccaata
aatttgagaa
tcccecttce
ccttggggcce
ccgcgggeac
ttttaaaggg
ttegcagccc
cgggcgcgga
tcgactccgg
tcctcaaagt

gggcggcagg
gcctcaggaa

cccggggacg
tcgaagaggc
catcccagta
gcgactctgc
actgtggtgg

le

ctcgcccagg
tactgcaggg
taggagcctc
taattatttt
atcggctact
tgggaagtgc
aaaaactgtg
acggaaagcg
gcagagcgac
cgcagtcctg
tcacccaatc
acgcgccttc
tcatttcacg
cttgttcctg
ggctcttcct
cctgcaggct
ttggaggatg
ccccaaaaga
gaagattcga
aaaagctctg
gaaaatgtga
ccttcctatc
gagggtttte
agcttgcctc
cttctgcgtc
gccccagegt
cggtcgcgca
gcatccacgg
ctacctgcca
caacccgagt
agggaggtcg
acctggcgct
ccttgcgcag
actgcttgaa
tgctggtgca
tggtttaaaa

ttcactgcaa
acctatggtg
cttgggggga
ccaatagtgg
gccctgecca
ggggcaggag
gggtcttggg
€gggaggagg
ggcgagatgg
ctggcctctg
tgggccccag
tccacgagct
gtgtagggte
cggtgtcgtg
ggccctccag
tcttccagcg
gtttccaagg
tacatacttg
gtagggaagt
gggatgaaag
ctagagatga
ctctcggttt
cggggaaccg
cgtctgcttt
tcaaaacaaa
ggcgcgggac
ggggcgceccg
tcgggaggga
-atgcccctaa
tcttgagctc
ggtggagtgg
cccggecctg
agcgacccac
ctgtaggtag
acggaggaag

aataagggaa

ccgttcagag
agcaaggcta
agaagctggt
tgctggaggt
ggccttctct
agcagaaaca
ctgaacgcgt
aaggagagaa
ggagagaaca
gagagtgcge
ctggcggggce
attttcgtcg
cctagagacg
tcctatgggg
gcccggaacc
ggagttggtc
atcgcggttt
gtaaactgag
gaaggacaac
ttcttttgge
atcctggtga
tagaaccgcg
ggcgcccgec
ctctacttct
acaaaaaaac
cagcaaaggc
cggccteccgce
gggctgagct
gaagaaaacc
cggagcgacc
gctttggggc
ctgaacgctg
gcgcgcggcea
gtaaaattct
ggggtggggg
gccgaggcga

3420
3480
3540
3600
3660

3720

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



gagagacgca
cggggaacat
' attaagatct
cggagcttcg
ttgcatgggg
ccggagcaat
cctcectece
atcggtggcce
tgggagcaat
gcttgtgtgt
ctttcctttt
cgctccegge
caaatcctct
accgggttct
ccgaggétct
acgcggaggt
gg9g9g9agggcyg

ctccgagggg
attcctttta

gagcctttcce
gccttgttte

<210> 2

<211> 30

gacgcagagg
ggtgggattt
gaaaactgtg
agccccggceg
agaggggcca
gactaacagc
attcccggcec
cggctcttcg
atttggcctt
gtgtgggggg
taagtgcctc

cccacttaag

ggcttcaggt

ccggtgegtg
gccgagcgec
tggcctcgcee
cgcaggccct
ctggaagaaa
ggagccattc
agcaagtttg
ctgtcagtga

<212> DNS

<213> huméan

<220>

tcgagcgcag
cctttectgeg
atgcgtcctt
tctgtccctc
cgcagcggceg
cgctccctcet
ccgcgegtga
gaccttagcg
gaggagaccc
gtagtgtgtg
tcggtggtga
ccgggttcga
ggcccggcgce
cgccagtagce
gccgggagcet
tggaggggcg
ttcgececgect
aacagagcct
cgtagtgcca
ttcaagattg

gtagacacct

<221> misc_feature

<222>

<223> A human BMP-4-gén 1.

(1)..(30)

gccgaaagct
ccgggtcggg
tctgcagcga
agcctggcat
gactaggttt
cactttccca
caaggtcggc
agcgttcgcc

tggggaggaa“

taacacgcgc
ggctttgggc
gctgggagac
gggggcccag
cctgggagcg
cctcecggac
ggcccgcgag
gccgegggag
gtctgcggtg
tcccgagcaa
gctgtcaaga

cttccttece

gttcaccgtt
agttgtaaaa
cgcctcttte
ggcttcttcg
ggggattctc
cagcgatcac
tgctttcagce
aaggggtgac
gtggcgggga
gtgggcaggg

gggtgagact
gcagtccctt

cacgacgcac
cggcggccgce
cgctgaggct
g9g9c999999

gggcctcgge
gagtctcatt

cgcactgctg
atcatggact

cctcceccgga

ttctcgactc
cctcggecac
tgaatctgcc
ggggtctgct
ggtaatggac
cctctaacac
cgggagctag
tggctgtcat
gctcgtgttt
tcectcetgeg
ttcccgacct
cagtgcéccc
cgcgccgaga
ggggcaccgg
cgggcggcgyg
ctgtggagga
gctcacgtga
atattcaaat
cagcttccct
gttattatat
attc
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5580
5640
5700

5760

5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6774

exon-régiéjanak megfelels 5’

(XXX

végi

szekvencidjanak klénozasara alkalmas szensz lancindité
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ggcagaggag gagggaggga gggaaggagc 30

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

30
DNS

huméan

misc_feature

Complement (1) .. (30)

A human BMP-4-gén 1. exon-régidéjanak megfeleld 5’ végi
szekvenciajanak klénozédsdra alkalmas reverz lancindité
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. DNS, amely a szekvencialisté&ban bemutatott 1. azono-
sitdsi szam szerinti szekvencia 1-6774. bazisai szekvenciéa-
jadnak megfeleld nukleotid szekvenciaval rendelkezik, és
amely humdn csont morfogenetikus fehérie-4 promdéter régidt,
vagy annak fragmensét kdédolja.

2. Eljarads a szekvencialistdban az 1. azonositéasi sza-
mon bemutatott DNS eldallitasara, azzal jellemezve, hogy:

(1) humdn placenta eredetd genomi DNS-t emésztiink EcoRI
restrikciés enzimmel;

(2) agardéz gél elektroforézis segitségével DNS-frag-
menst izoléalunk;

(3) az EcoRI emésztett izolalt DNS-fragmenst az ugyana-
zon enzimmel kezelt ADASH-II lambda fag vektorba kldbénozzuk;

(4) a vektort a fagba pakoljuk;

(5) genomi DNS kléntdrt hozunk létre a faggal
Escherichia coli-t fertd&zve;

(6) PCR segitségével szkrinelink; és

(7) szubklénozast végziink plazmid vektorban.

3. Rekombindns expresszidés vektor, amely riportergénbe
illesztve tartalmazza a szekvencialistédban az 1. azonosita-
si szamon bemutatott teljes hosszisagu DNS-t vagy annak egy
részét.

4. Eljaras csonttal Osszefiliggésben 4l16 anyag azonosi-
tasdra, azzal jellemezve, hogy az eljadrads soran 3. igény-

pont szerinti rekombindns expresszidés vektort alkalmazunk.

XX
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5. A 4. igénypont szerinti eljards csonttal O&sszeflg-
gésben 4&llé anyag azonositéasara, azzal jellemezve, hogy
csonttal kapcsolatos anyagként oszteogenezist indukald
anyagot azonositunk.

6. A 4. igénypont szerinti eljards csonttal O&sszefiig-
gésben &ll6 anyag azonositasara, azzal jellemezve, hogy
csonttal kapcsolatos anyagként oszteogenezist gatld anyagot

azonositunk.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

3

dr. Pethsé Arpad

szabadalmi dgyvivé
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