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Apoptosist szabalyozd proteinek, a proteineket kodolo DNS és alkalmazasuk

A talalmany targyat képezik az uj Bel-1 homoldgokat, azaz a Cdn-1, Cdn-2 és
Cdn-3 jell fehérjéket és szarmazékaikat kodold, lényegében megtisztitott DNS-ek,
valamint az Cdn-1 és Cdn-2 nukleotidokat expresszald rekombinans sejtek es
transzgenikus allatok. A talalmany targyat képezik tovabba a lényegében megtiszti-
tott Cdn-1 és Cdn-2 fehérjék és készitmenyeik, a nukleotidokat és fehérjéket alkal-
maz6 diagnosztikai és terapias modszerek, valamint azok a sz(irévizsgalati modsze-
rek, amelyekkel a Cdn-1 és Cdn-2 expresszidjat, fehérje aktivitasat és kolcsénha-
tasat serkenté gyogyaszati hatdanyagokat. valamint az ezeket befolyasold gyogy-
4szati hatoanyagokat lehet keresni. A Cdn-ekkel kdlcsdnhatasba 1épd fehérjék szl-

révizsgalati modszerei is a talalmany targyat kepezik.
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Apoptosist szabalyozo proteinek, a proteineket kodold DNS és alkalmazasuk h

A talalmany targyat apoptozis-modulalo aktivitdssal rendelkezd (j fehérjék, a
feherjéket kodold rekombinans DNS, a fehérjéket tartalmazé készitmények valamint
ezek alkalmazasi modszerei képezik.

Az apoptdzis egy normal fiziologiai folyamat, amely az egyes sejtek pusztula-
sahoz vezet. A programmozott sejthalalnak ez a folyamata szamos kilonbdzé nor-
malis és patogén bioldgiai eseményben szerepet jatszik, és szamos, egymassal kap-
csolatban nem levd dologgal serkenthet6. Az apoptdzis bioldgiai szabalyozasaban
valtozasok lépnek fel az dregedés soran, és ezek a felel6sek az dregedéshez kap-
csolodo szamos allapotért és betegseégert. Az apoptoézis legujabb tanulmanyozasa
soran kiderUit, hogy a sejthalalhoz vezetd altalanos metabolikus Ut szamos kalénbo-
zG szignallal beindithato, beleértve hormonokat, szérum ndvekedési faktorok meg-
vonasat, kemoterapias agenseket, ionizald sugarzasokat és a human immunhianyos
megbetegedést okozo virussal (HIV) valo fertézodést [Wyllie: Nature 284, 555-556
(1980); Kanter és mtsai: Biochem. Biophys. Rec. Commun. 118, 392-399 (1984);
Duke és Cohen: Lymphokine Res.: 5, 289-299 (1986); Tomei és mtsai: Biochem.
Biophys. Rec. Commun. 155, 324-331 (1988); Kruman és mtsai: J.Cell. Physiol. 148,
267-273 (1991); Ameisen és Capron: Immunology Today 12, 102 (1991); Sheppard
és Ascher J. AIDS 5, 143 (1992)]. Tehat az apoptozis biologiai szabalyozasat befo-
lyasolo agensek terapias alkalmazhatosaggal rendelkeznek szamos kilonbdzé alla-
potban.

Az apoptotikus sejtpusztulast a sejtek 0sszezsugorodasa, a kromatin konden-

zacioja, a citoplazma holyagosodasa, a fokozott membran-permeabilitas és az
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internukleoszomalis DNS hasitas jellemzi [Kerr és mtsai: FASEB J. 6, 2450 (1992);
Cohen es Duke: Ann. Rev. Immunol. 10, 267 (1992)]. A holyagok, azaz a kis, memb-
rannal burkolt gombdk, amelyek az apoptotikus sejtek felszinére csipddnek ki, to-
vabb folytathatjak szuperoxid gyokok termeléset, amelyek elroncsoljak a kornyezd
sejtszovetet, és szerepet jatszhatnak a gyulladasos folyamatokban.

A Bcl-2-t a t(14:18) k6z6s kromoszomalis transzlokacids pontban fedezték fel
follikularis limfomakban, amelyek a bcl-2 aberrans tulexpresszidjat eredmeényezik
[Tsujimoto €s mtsai: Science 226, 1097-1099 (1984); Cleary és mtsai: Cell 47, 19-28
(1986)]. A bcl-2 normalis funkcidja az, hogy megakadalyozza az apoptozist; azt gon-
doljak, hogy a bcl-2 B-sejtekben valé szabalyozatlan expresszidja vezethet ndvekvo
szamu szaporodo B-sejtekhez, amelyek kritikus faktorok lehetnek a limfoma kifejlo-
désében [McDonnell és Korsmeyer: Nature 349, 254-256 (1991); Edgington:

Bio/Tech. 11 787-792 (1993)]. A Bcl-2 emellett képes a y-sugarakkal besugarzott

sejtpusztulas blokkolasara is [Sentman es mtsai: Cell 67, 879-888 (1991); Strasser:
Cell 67 889-899 (1991)]. Az ma mar ismert, hogy a bcl-2 gatolja az apoptotikus sejt-
pusztulas legtobb fajtajat, és azt gondoljak rola, hogy ugy muikodik, hogy szabalyoz-
za az antioxidans bioszintézis utat a szabad gyok képz8désének helyén, és a Ca*™”
fluxust az endoplazmatikus retikulumon keresztui [Lan és mtsai: Proceedings of the
National Academy of Sciences, USA 91, 6569-6573 (1984); Hockenbery és mtsai:
Cell 75, 241-251 (1993)].

Jollehet az apoptdzis egy normalis sejtfolyamat, beindithato patoldgias allapo-
tokkal és szamos kilonbozb sérlléssel is. Az apoptozis szerepet jatszik szamos ku-
I6nb6z8 allapotban, beleértve, de anélkul, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a
kardiovaszkularis betegséget, a rak regressziot, az immunszabalyozast, a viralis be-
tegségeket, az anémiat, a neuroldgiai rendellenessegeket, a gasztrointesztinalis

rendellenességeket, ideértve, de anélkul, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a



hasmenést és a dizentériat; a cukorbetegseget, a kopaszodast, az atultetett szervek
kilok6dését, a prosztata hipertrofiat, az elhizast, a szem rendellenességeit, a stresszt
és az oregedeést.

A Bcl-2 egy olyan fehérjecsaladba tartozik, amelynek nehany tagjat mar
klonoztak és szekvenaltak [Williams és Smith: Cell 74, 777-779 (1993)]. Minden idé-
zett mUivet, publikaciét a tovabbiakban referenciaként kezelunk.

A talalmany targyat képezik az uj Bel-1 homologokat, azaz a Cdn-1, Cdn-2 es
Cdn-3 jell fehérjéket és szarmazékaikat kodolo, lényegében megtisztitott DNS-ek,
valamint a Cdn-1 és Cdn-2 nukleotidokat expresszald rekombinans sejtek és transz-
genikus allatok. A talaimany targyat képezik tovabba a lenyegében megtisztitott
Cdn-1 és Cdn-2 fehérjék és készitményeik. A talalmany targyat képezik tovabba a
nukleotidokat és fehérjéket alkalmazo diagnosztikai s terapias modszerek. A talal-
many targyat képezik tovabba azok a szlrdvizsgalati modszerek, amelyekkel a Cdn-
1 és Cdn-2 expressziojat, fehérje aktivitasat es kolcsonhatasat serkéntc’)’ gyogy-
aszati hatoanyagokat, valamint az ezeket befolydsolo gyogyaszati hatéanyagokat
lehet keresni. A Cdn-ekkel kdlcsonhatasba 1épé fehérjek szlrévizsgalati modszerei is
a talalmany targyat kepezik.

Az alabbiakban roviden ismertetjik a mellékelt abrakat.

Az 1. dbran a a Bcl-2 csalad PCR primerei lathatok, amelyeket a Cdn-1 pro-
bak izolalasara hasznaltunk.

A 2. abran lathatok azok a Cdn-71 klonok, amelyeket az 1. példaban leirtak
alapjan allitottunk el8.

A 3. abran lathaté a Cdn-1 ¢cDNS nukleotid szekvenciaja, valamint a Cdn-1
fehérje aminosav szekvencigja.

A 4. abran lathatd tébb szovet Northern blot elemzése mind Bcl-2-re mind

Cdn-1-re specifikus probakkal.



Az 5. abran lathatd a Cdn-2 gen szekvenciaja valamint a hatarolo szekven-
ciak, valamint a Cdn-2 fehérje megfeleld, szamitott aminosav szekvenciaja.

A 6. abran a Cdn-1, Cdn-2 és a Bcl-2 csalad ismert tagjai N-terminalis amino-
sav szekvenciajanak dsszehasonlitasa.

A 7. abran lathato a Cdn-3 gén nukleotid szekvencigja, valamint a Cdn-3 fe-
hérje szamitott aminosav szekvenciaja.

A 8. abran lathatok a Cdn-1 és néhany szarmazéka anti-apoptotikus hatasai
WI-L2 transzformansok szérum-megvonassal indukalt apoptozisaban 0,1% FBS-
ben.

A 9. abran (a WIL-2 transzformansok valasza az anti-Fas-indukait apoptozisra
(50 ng/ml anti-Fas)) lathatok a Cdn-1 és néhany szarmazéka anti-apoptotikus hata-
sai a WI-L2 sejtek FAS-szal indukalt apoptozisaban.

A 10. abran lathatd a Cdn-1 és a Cdn-2 altal okozott apoptozis befolyasolasa
FL5.12 sejtekben.

A 11. abran lathatok a Cdn-1 szarmazék-fehérjéi, a A1, A2 és A3. Az N-termi-

nalis csoportokat nyilak jelzik. A szarmazék tobbi része ugyanaz, mint a teljes hosz-
szusagu Cdn-1-€.

A jelen talalmany targyat képezik az uj Bel-1 homologokat, azaz a Cdn-7-et és
Cdn-2-t kédolo, lényegében megtisztitott nukleotid szekvenciak, valamint az ezek
altal kodolt fehérjék, valamint a Cdn-1 és Cdn-2 nukleotidokat tartalmazé készit-
mények, valamint a fehérjék és azok alkalmazasanak moédszerei. Felhivjuk a figyel-
met, hogy a 08/160,067 sorozatszamu Amerikai Egyesult Allamok-beli fliggé szaba-
dalmi bejelentésben a Cdn-71-et cdi-1-nek emlitik, és a Oé/320,157 sorozatszamu
Amerikai Egyesuilt Allamok-beli szabadalmi bejelentésben a Cdn-t cdn-nek emlitik, a
Cdn-t pedig CDN-nek; jollehet a nevek megvaltoztak, a nukleotid- €s aminosav szek-

venciak azonosak maradtak. A taldlmany targyat képezik tovabba a klénozott Cdn-1



vagy Cdn-2 géneket expresszald rekombinans sejtek és transzgenikus allatok. A
Cdn-1 altal kodolt nukleotid- és a szamitott aminosav szekvencia a 3. abran lathato;
ugyanezek a Cdn-2-re vonatkozoan az 5. abran lathatok. Kiderdlt, hogy a Cdn gének
altal kodolt fehérjék képesek befolyasolni az apoptozist. Egy Epstein-Barr virussal
(EBV) transzformalt limfoblasztoid sejtvonalban a Cdn-7-rél kimutattak, hogy csok-
kenti a Fas altal kozvetitett apoptozist. Egy egér B &ssejt vonalban, az FL5.12-ben a
Cdn-2 és a Cdn-1 egy szarmazékanak expresszidja csokkenti az IL-3 altal indukalt
apoptdzist, mig a Cdn-1 expresszidja enyhen fokozza az apoptozist. igy tehat, a sejt-
tipustol, az expresszalt Cdn szarmazekatol vagy tipusatol és az apoptozis induka-
lasi modszerétdl fiiggden, az apoptozis nagyon specifikus modon befolyasolhato, a
Cdn-ek expresszidjanak és a Cdn-ek koncentraciojanak szabalyozasaval.

A tovabbiakban a “Cdn-ek” vagy “Cdn" szakkifejezés az alabbiakban ismerte-
tett nukleinsav molekulakra (nukleotidokra) vonatkozik (Cdn-1, Cdn-2, Cdn-3 és
szarmazékaik), mig a “Cdn-ek” vagy “Cdn" az altaluk kodolt fehérjékre (Cdn-1, Cdn-
2, Cdn-3) vonatkozik. A jelen taldlmany targyat a Cdn-7 és Cdn-2 nukleotid szekven-
ciak képezik. A nukleotidok kozé tartoznak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank ma-
gunkat, a Cdn-1 ¢cDNS, a genom-eredetli DNS és a szintetikus vagy félszintetikus
nukleotidok, azaz példaul a DNS, és RNS, mind a kddold szaluk, mind a kodolo regi-
éval komplementer szaluk. A nukleotidok komplementerek lehetnek az mRNS-sel,
legalabb a cDNS egy fragmense erejéig, valamint lehetnek egyeb nukleotidok, ame-
lyek kotédhetnek a cDNS-t kodolé DNS-hez vagy mRNS-hez. Ezek kozé a komple-
menter nukleotidok kozé tartoznak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a
tripla hélixeket és antiszensz nukleotidokat formald nukleotidok. A komplementer
nukleotidokat expresszalhatjuk endogén formaban, az alabbiakban ismertetett vekto-
rok egyikével, vagy beadhatjuk exogén maédon, az oligonukleotid terapia szakter-

leten ismert madszerekkel [Reed és mtsai: Cancer Res. 50, 6565-6570 (1990)]. A



Cdn-1 cDNS nukleotid szekvenciaja lathato a 4. abran, a restrikciés endonukleaz
hasitasi helyekkel egyttt. Amint azt az alabbi példakban ismertetjuk, a Cdn-7 mRNS-
t szamos kilénbdzé emberi szervben és szdvetben sikerdlt kimutatni Northern blot
elemzéssel. Ezek kdzé a szervek kozeé tartozik a maj, a vazizom, a tiudd, a vese €s a
hasnyalmirigy, amint azt a 3. abran bemutatjuk.

Hasonloképpen, a Cdn-2 cDNS, genomialis DNS és szintetikus vagy felszinte-
tikus nukleotidok a jelen talalmany tovabbi megvalositasi modjat képezik. A Cdn-2
gén nukleotid szekvencigjat, a Cdn-2 fehérje szamitott aminosav szekvenciajaval
egyitt, valamint a restrikcios endonukleaz hasitasi helyek feltiintetésével az 5. abran
adjuk meg.

Az alabbiakban ismertetett példak azt mutatjak, hogy a Cdn-1 a human 6.
kromoszoman talalhato, a Cdn-2 pedig a human 20. kromoszoman talalhatd. A
csaladnak van még egy tagja, a Cdn-3, amely a human 11. kromoszéma’n talalhato.
Az in situ végzett fluoreszcencia hibridizalas (FISH) azt mutatja, hogy a Cdn-1 hoz-
zavetbleges helye a 6p21-23 pontban talalhato. Lehetseges, hogy a Cdn-1 és a
Cdn-2 pszeudogének. Jollehet ezek nem expresszalhatok endogén modon, kepesek
arra, hogy egy rekombinans vektorrol expresszalodjanak, amely vektor tartalmazza a
megfeleld promoter szekvenciakat. igy mind a Cdn-2 mind a Cdn-3 nukleotid szek-
venciak a jelen talalmany targyat képezik, csakugy, mint rekombinans konstrukcioik
és az altaluk kodolt feheérjék.

A gének és fehérjék szarmazékai kozé tartozik a fehérje barmely része, vagy
az azt a fehérjét kddold nukleotid szekvencia, amely megtartja az apoptozist befolya-
solo aktivitasat. A 11. abran a Cdn-1 harom ilyen szarmazéka lathato, amelyekrdl
kimutattak, hogy megtartjak az apoptozist befolyasolo aktivitasukat. Ezek a szarma-

zékok, azaz a Cdn1-A1, a Cdn1-A2 és a Cdn1-A3, valamint az ezek altal kodolt fe-

hérjék is a jelen taldlmany oltalmi korébe tartoznak.



A talalmany targyat képezik a Cdn cDNS szekvenciak modositasai, azaz pél-
daul a deléciok, helyettesitések és addiciok, kuldondsen a genomialis DNS nem-
kodolo régioiban. Ezek a szekvenciak jol hasznalhatok a klonozas megkonnyitésere
és a gen-expresszio modositasara.

A talalmany targyat képezik tovabb a kuldnbdzé helyettesitett nukleotidok. A
helyettesitéseket elvégezhetjik a kodold région belll, amelyek vagy nem valtoztatjak
meg a kodolt aminosav csoportot, vagy a helyettesitett aminosav csoport konzervativ
helyettesitéset eredményezik. Azok a nukleotid helyettesitések, amelyek nem valtoz-
tatjak meg a kodolt aminosav csoportot, jol hasznalhatok a génexpresszio optimaliza-
lasara kiilonbozd rendszerekben. A megfeleld helyettesitések ismertek a szakterule-
ten jartas szakember szamara, és altalaban ugy végzik el, hogy tukrézzek az eld-
nyos kodonhasznalatot az adott expresszios rendszerben.

A talalmany targyat képezik a Cdn-ek funkcionalisan ekvivalens variansai és
szarmazékai, amelyek nem valtoztatjak meg lényegesen a Cdn-ek tulajdonsagait. A
DNS szekvencianak az olyan valtozasai nem valtoztatjak meg lényegesen a tulaj-
donsagokat, mint példaul az olyan csere, amely nem valtoztatja meg a kodolt amino-
savat, vagy az aminosav csoportok konzervativ helyettesitését eredmeényezé valto-
zasok, egy vagy néhany aminosav deléciojat eredmeényezd valtozasok, valamint az
aminosav csoportok helyettesitése aminosav analogokkal.

Az egymas konzervativ helyettesitésére képes aminosav csoportok az alabbi-
ak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat: glicin/alanin; valin/izoleucin/leucin;,
aszparagin/glutamin; aszparaginsav/glutaminsav; szerin/ treonin; lizin/arginin és
fenilalanin/tirozin. Minden olyan konzervativ aminosav helyettesités, amely nem val-
toztatja meg lényegesen a Cdn-ek tulajdonsagait, a jelen talaimany oltalmi korebe

tartozik.



A talalmany targyat keépezik tovabb a Cdn-ek mutansai, amelyek, ha
expresszaljuk 6ket, akkor kélcsonhatasba lépnek az endogen modon expresszalt
Cdn-ekkel. Az ilyen mutansokat barmely, a szakterlleten ismert modszerrel eléalli-
thatjuk, és megvizsgalhatjuk azt a képesseguket, hogy tudjak-e befolyasoini a ter-
meszetes Cdn-ek aktivitasat.

A jelen talalmany megvalositasaban jol hasznalhato nukleinsav manipulacios
technikak ismertek a szakterlleten, és szamos szakkonyvben osszefoglaltak Oket
[Sambrook és mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); Current Protocols in Molecular Biology,
szerk.: Ausubel és mtsai, Greene Publishing és Wiley-Interscience: New York
(1987)], valamint ezek periodikus idészerlsitesei.

A talalmany targyat képezi tovabba a szamos kilonbozé DNS vektor, amelyek
belgjiik klonozott Cdn nukleotid szekvenciakat tartalmaznak. MegfelelG vektor lehet
barmely, a szakterlleten ismert vektor, beleertve, anélkdl, hogy ezekre korlatoznank
magunkat, a bakterialis, emlds, éleszt0 es rovar expresszios rendszereket. A specifi-
kus vektorok ismertek a szakteriileten, és az alabbiakban nem kell részletesen is-
mertetni &ket.

A vektorok tartalmazhatnak indukalhatd promotereket a Cdn nukleotid szek-
venciak expresszalasara. Azok az indukalhato vektorok, amelyek nem engedik a gén
jelentds konstitutiv expresszidjat, hanem ehelyett csak bizonyos korulmények kozott
teszik lehetévé az expressziot. Ezek a promoterek indukalhatok szamos klonboz6
modon, beleértve, anélkiil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a vektort tartalmazo
sejt érintkeztetését egy ligandummal, femionnal, mas vegyulettel vagy hémérseklet-
valtozassal. A promoterek lehetnek sejtspecifikusak is, azaz, csak egy bizonyos sejt-
tipusban indukalhatok, és gyakran csak egy bizonyos periodusban indukalhatok. A

promoter lehet tovabba sejtciklus specifikus is, azaz olyan, hogy csak a sejtciklusnak



csak egy bizonyos pontjan indukalhato. A promoter lehet mind sejt-specifikus mind
sejtciklus-specifikus. Barmelyik, a szakteruleten ismert indukalhato vagy nem indu-
kalhatd promoter alkalmas a jelen talalmanyban vald alkalmazas céljara. A hasznalt
promoter elénydsen indukalhato.

A talalmany targyat képezik tovabba a vektorokkal transzfektalt kilonbozd
expresszios rendszerek. A megfeleld expresszios rendszerek kdzé tartozik, anelkul,
hogy ezekre korlatoznank magunkat, a bakterialis, eml6s, élesztd és rovar expresszi-
os rendszer.

A talaimany targyat képezi a Cdn nukleotid szekvenciakkal vegzett ex vivo
transzfekcid, melynek soran az allatokbdl, beleértve az embereket is, eitavolitott
sejteket transzfektaljuk a Cdn nukleotidokat tartalmazo vektorokkal, majd visszajut-
tatjuk az allatokba. Az alkalmas transzfektait sejtek kozé tartoznak az egyedi sejtek
vagy az egy komplett szovetben levé sejtek. Emellett az ex vivo transzfekcio jelent-
heti az olyan sejtek transzfekciojat, amelyek nem abbol az allatbol vagy emberbdl
szarmaznak, amelybe végul bejuttatjuk. Az ilyen graftok lehetnek, anélkul, hogy
ezekre  korlatoznank  magunkat, allograftok,  xenograftok €s  megzati
szovettranszplantaciok. Emellett az in vivo transzfekcio, azaz példaul a megfeleld
vektorok pulmonaris beadasa is alkalmazhato.

Lényegében barmely sejt vagy sejttipus kezelheté ezzel a moddszerrel. A
megfeleld sejtek kozé tartoznak, anélkll, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a
kardiomiocitak és a limfocitak. Példaul a limfocitakat eltavolitjuk, a rekombinans
DNS-sel transzfektaljuk, majd visszajuttatiuk egy HIV-pozitiv betegbe, ezzel fokoz-
hatjuk a visszajuttatott T-sejtek fél-élettartamat.

Példakent megemlithetjiik, hogy az el6z6kben ismertetett modszerrel kezelve
HIV-fert6zott betegeket, a betegbdl eltavolitjuk a fehér vérsejteket, majd kivalogatjuk

kozilik a CD+ sejteket. A CD+ sejteket azutan a Cdn nukleotidokat tartalmazé vek-



torral transzfektaljuk, és visszajuttatjuk a betegbe. Egy masik modszer szerint a va-
logatatlan limfocitakat transzfektalhatjuk egy rekombinans vektorral, amelynek leg-
alabb egy Cdn nukleotidja egy sejtspecifikus promoter szabalyozasa alatt all, igy
csak a CD4+ sejtek expresszaljak a nukleotidokat. Ebben az esetben az idealis
promoter a CD4 promoter; azonban barmelyik CD4+ T-sejt specifikus promoter
hasznalhato.

Tovabba, a talalmany targyat képezik a vektorokkal in vivo transzfektalt sej-
tek. Az in vivo transzfekcio megfelel6 modszereit a szakirodalomban leirtak, és ide
tartoznak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, azok, amelyeket Zhu és
munkatarsai kozoltek [Zhu és mtsai: Science 261, 209-211 (1993)]. Az in vivo transz-
fekcio kulondsen hasznos lehet profilaktikus kezelesnek atheroszklerdzisban szen-
vedd betegeknél. A Cdn szintignek szabalyozasa megakadalyozhatja az apoptdzis-
hoz kot6dd reperfuzids karosodast, amely a cerebralis és miokardialis infarktusokbol
szarmazik. Ezekben a betegekben, akik a sztrok es szivroham magas kockazatanak
vannak kitéve, az arteridlis obsztrukciohoz kapcsolodo apoptozis es reperfuzids ka-
rosodas megel6zhetd, vagy legalabbis enyhithetd.

Az infarktusokat az arterialis vagy vénas veér hirtelen elégtelensege okozza,
ami embolia vagy vérrdg kovetkezménye, vagy egy olyan nyomasée, amely
makroszkopikus nekrotikus teriiletet hoz létre; leginkabb a sziv, az agy, a Iép, a ve-
se, a bél, a tidé és a herék érintettek. Az apoptozis az infarktust korulvevd széve-
tekben fordul el6, akkor, amikor a vér Ujbol bearamlik a terlletre; tehat a Cdn szintek
szabalyozasaval, amit egy biolégiai moédosité anyaggal indukalt valtozassal érhetink
el az endogén termelésben, in vivo transzfekcidval, vagy antiszensz terapiaval, hata-
sosan csokkenthetjiik a szivroham vagy a sztrok altal okozott karosodast.

A Cdn nukleotid szekvenciakat tartalmazo rekombinans DNS vektorokat hor-

dozo transzgenikus allatok is a talalmany oltalmi korébe tartoznak. A transzgenikus



allatok elallitasi modszerei ismertek a szakterlleten, ezért itt nem sziikseges részle-
tesen ismertetni. A transzgenikus allatok elGallitasara hasznalt modszerek leirasa
megtalalhaté példaul a WO 93/04169 szamu PCT publikacioban. Az ilyen allatok a
rekombinans Cdn-eket elényosen egy sejtspecifikus, és még elénydsebben, sejtcik-
lus-specifikus promoter vezerlésevel expresszaljak.

Egy masik megvaldsitasi mod szerint a talaimany targyat a Cdn-ek expresszi-
dja kimutatasara hasznalt diagnosztikai modszerek képezik, mind fehérje szinten,
mind a mMRNS szintjén. Barmelyik ellenanyag, amelyik specifikusan felismeri a Cdn-
eket, hasznalhaté a Cdn diagnosztikaban. A Cdn-ek abnormalis szintje valoszindleg
olyan betegek szoveteiben talalhato meg, akik a nem megfelel6 apoptozishoz két6do
betegségben szenvednek; a diagnosztikai modszerek tehat alkalmasak az ilyen
apoptdzis defektusokhoz kapcsolodo bioidgiai allapotok kimutatasara és kovetésere.
A kimutatasi modszerek jol hasznalhatok még a Cdn-hez kotédd terapiak sikeresse-
gének kezelésére.

A vagy rekombinans DNS-rél vagy biologiai forrasokbol, azaz példaul szove-
tekbd! expresszalt Cdn-ek tisztitasat vagy izolalasat barmely, a szakirodalomban is-
mertetett modszerrel elvégezhetjiik. A fehérjetisztitasi modszerek ismertek a szakiro-
dalomban. Altalaban azokat tekintjiik lényegében megtisztitott fehérjéknek, amelyek
mentesek mas, szennyezd sejtes anyagoktol, kuldnosen feherjektdl. A tisztitott Cdn-
ek elénydsen nyolcvan szazalékosnal tisztabbak, de meég elényosebb, ha kilencve-
not szazaléknal tisztabbak. Az alabbiakban ismertetett klinikai alkalmazashoz a Cdn-
ek legalabb kilencvenkilenc szazalékos tisztasaguak, mentesek a pirogénektdl és
egyeb szennyezdanyagoktol.

A fehérjetisztitas alkalmas modszerei ismertek a szakirodalomban, és ide
tartozik, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, az affinitaskromatografia, az

immunaffinitaskromatografia, a méretkizarasos kromatografia, a HPLC és az FPLC.



Barmely tisztitasi eljaras, amely nem okozza a feheérje jelentGs bomlasat, alkalmas a
jelen talalmany szerinti alkalmazasra.

A talalmany targyat képezik tovabba a lényegében tisztitott Cdn-ek, amelyek-
nek az aminosav szekvencidja a 3. és 5. abran lathato. A talalmany oitalmi korebe
tartoznak a Cdn-eknek azok a funkcionalisan ekvivalens variansai, amelyeknek nem
valtoztak meg lényegesen a tulajdonsagaik, valamint azok a variansok, amelyek aita-
laban megtartjak ugyanazt az aminosav szekvenciat, de fokozott vagy csokkent bio-
l6giai aktivitassal rendelkeznek. Peldaul az aminosav csoport konzervativ helyette-
sitése, egy vagy tobb aminosav delecioja vagy addicidja, valamint aminosav cso-
portok aminosav analogokkal valo cseréje is a jelen talalmany oltalmi korebe tartozik.
Barmely konzervativ aminosav helyettesites. amely nem valtoztatja meg lényegesen
a Cdn-ek tulajdonsagait, a jelen taldimany oltalmi korebe tartozik.

A megfeleld ellenanyagokat a Cdn-ek mint antigének hasznalataval, vagy el6-
nydsebben olyan peptidek hasznalataval hozzuk létre, amelyek tartalmazzak azokat
a Cdn régiokat, amelyeknek nincs lényeges homoldgiajuk a Bcl-2 csalad tobbi gén-
termékével. A fehérjék ellenanyagokkal valo kimutatasanak modszerei és az ellena-
nyagok eléallitasi modszerei fehérjek vagy szintetikus peptidek alkalmazasaval is-
mert a szakteriileten, ezért nem ismertetjiik részletesebben.

A Cdn fehérje expressziodjat kovethetjik a Cdn mRNS szintjének meérésével.
Barmelyik, a specifikus mRNS kimutatasara alkalmas modszer hasznalhato ebben a
modszerben. Egyszeriien elvégezhetd a polimeraz lancreakcio (PCR) alkalma-
zasaval. A PCR-hez valasztott primerek elényésen megfeleinek a Cdn gének azon
régidinak, amelyek nem tartalmaznak lenyeges homologiat a Bcl géncsalad egyeb
tagjaival. Egy masik modszer szerint Northern blottok hasznalhatok a Cdn mRNS

kimutatasara, a Cdn-ekre specifikus probak felhasznalasaval. A PCR és a Northern



blot hasznalatanak modszerei ismertek a szaktertleten, ezért nem ismertetjik részle-
tesen.

A Cdn-ekkel vald kezelés modszerei kozé tartozik még a Cdn-ek cellularis
expressziojanak befolydsolasa, a mRNS vagy a feheérje szintjének fokozasaval vagy
csokkentéseével. A Cdn cellularis expressziojanak befolyasolasara szolgald modsze-
rek kdzé tartoznak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank magunkat, az alabbiak: az
endogén expresszio fokozasa biologiai modosito anyagokkal; a sejtek Cdn nukleo-
tidokat tartalmazé vektorokkal valo transzfekcioja, ugy, hogy vagy a Cdn gén
expresszalodik folés mennyisegben, vagy egy antiszensz nukleotid expresszalodik;
valamint olyan mutans Cdn-ek expresszidja, amelyek zavarjak az endogen Cdn kol-
csOnhatasat mas fehérjékkel, azaz példaul a Bel-2 csalad mas tagjaival. A cellularis
transzfekciot az elézékben targyaltuk, amellett a szakirodalomban is ismert. A Cdn
endogén szintje modulacidjanak megfelelo jelzései, anélkil, hogy ezekre korlatoz-
nank magunkat, a malignanciak es a szivspecifikus expresszio. A szivspecifikus
expresszio kilonosen alkalmas az alabbi indikaciokban valo alkalmazasra, anélkul,
hogy ezekre korlatoznank magunkat: szivbetegségre érzékeny betegek eés
kardiotoxikus terapiak elérehaladasa, beleértve, anélkul, hogy ezekre korlatoznank
magunkat a kemoterapiakat, azaz példaul az adriamicin kezelést, hogy
kardioprotekciot tudjunk létrenozni.

A Cdn-ek endogén expresszidjanak modositasat gy érhetjuk el, hogy a sej-
teket biologiai modositdszerek hatasanak tesszik ki, amelyek kozvetlendl vagy koz-
vetve megvaltoztatjgk a Cdn-ek szintjet, vagy a Cdn-ek expressziojanak befolya-
solasaval, vagy a Cdn mRNS lebomlasanak befolyasolasaval. A megfeleld bioldgiai
modositoszerek kozé tartoznak, anélkill, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a
molekuldak és egyéb sejtek. A megfelel6 molekulak koze tartoznak, anélkul, hogy

ezekre korlatoznank magunkat, a gyogyszerek, citokinek, kis molekulak, hormonok,



az interleukinek kombinacidi, a lektinek és egyéb serkenté agensek, azaz peldaul a
PMS, LPS, bispecifikus ellenanyagok és egyéb agensek, amelyek befolyasoljak a
cellularis funkcidkat vagy a fehérje-expressziét. Egy alkalmas biologiai modosito

anyag elényésen a y-IFN, amely fokozza a Cdn expressziojanak szintjet HT-29 sej-

tekben. Emellett, a bioldgiai modositoszerek kozé tartoznak a Cdn nukleotidok,
amelyek moédositjak az endogén Cdn expressziojat, és a mutans Cdn-ek, amelyek
zavarjak az endogén Cdn-ek aktivitasat. A sejteket fiziologiasan hatekony koncentra-
cioju ilyen bioldgiai modositdszerek hatasanak tesszuk ki, es a Cdn-ek expresszidjat
a biologiai modositdszereknek ki nem tett kontrollokhoz viszonyitva hatarozzuk meg.
Azokat a bioldgiai modositdszereket, amelyek megvaltoztatjak a Cdn-eknek a kont-
rollhoz viszonyitott expressziojat, azokat valasztjuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz.

A Cdn-ek endogén szintjének csokkentésére szolgaldo modszerek, anélkul,
hogy ezekre korlatoznank magunkat, az antiszensz nukleotid terapia, valamint az
értelmes vagy antiszensz konstrukcié eljuttatasi modszerei es az expresszio csok-
kentése biologiai modositoszerekkel. Az antiszensz terapia ismert a szakteruleten,
alkalmazasa nyilvanvald lesz a szakteriileten jartas szakember szamara.

A terapiasan hatékony biologiai modositoszerek szlirévizsgalatat vagy ugy
végezzik, hogy a sejteket biologiai modositoszerekkel hozzuk érintkezésbe, ame-
lyek kozvetlenll vagy kozvetve befolyasolhatigk a Cdn-ek szintjét, vagy az
expresszid megvaltoztatasaval, vagy a Cdn mRNS vagy a Cdn-ek fél-életidejének
megvaltoztatasaval. A biolégiai médositoszerek zavarhatjak a Cdn-1 kolcsonhatasat
mind a Bcl-2 csalad tagjaival, mind egyéb géntermékekkel, azaz peldaul
proteazokkal. A megfeleld biologiai modositészerek kozé tartoznak, anélkdl, hogy
ezekre korlatoznank magunkat, a molekulak és egyéb sejtek. A megfeleld molekulak
k6zé tartoznak, anélkill, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a gyogyszerek,

citokinek, kis molekulak, hormonok, az interieukinek kombinacioi, a lektinek és egyeb



serkents agensek, azaz példaul a PMS, LPS, bispecifikus ellenanyagok, Cdn nukleo-
tidok, Cdn mutansok és egyéb agensek, amelyek befolyasoljak a cellularis funkciokat
vagy a fehérje-expressziot. A sejteket olyan korilmenyek kozott szaporitjuk, ame-
lyekrél ismert, hogy legalabb egy Cdn (elényésen a Cdn-1) expresszidjat eldsegitik,
az ilyen biologiai modositdszerekkel fiziologiasan hatékony koncentracioban erint-
keztetve, majd a Cdn-ek expresszidjat a kontrollhoz (amely nem érintkezett a biolo-
giai modositoszerekkel) viszonyitva mérjuk. Azokat a biologiai modositoszereket va-
lasztjuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz, amelyek a kontrollhoz viszonyitva befolyasoljak
a Cdn-ek expresszidjat. A sejtek életképességét is merjik, hogy biztositsuk, a meg-
valtozott Cdn expresszio nem a sejtpusztulas kdvetkezmenye.

A biolégiai modositoszereknek a Cdn expresszidjat modositod (fokozas vagy
csokkentés) képességének meghatarozasakor meérhetjik az endogen expresszio
szintjét, vagy mérhetjik a rekombinans fuziés fehérjék szintjét, egy Cdn-specifikus
promoter szabalyozasaval. A fuzios fehérjéket a riporter gének kodoljak.

A riporter gének ismertek a szaktertleten, és ide tartozik, anelkul, hogy ezek-

re korlatoznank magunkat, a kloramfenikol-acetiltranszferaz (CAT) és a f-galaktozi-

daz. A Cdn-1 és a Cdn-2 expresszidjat kdvethetjik az el6z6kben ismertetett modon,
vagy a fehérje vagy a mRNS szintek alapjan. A riporter genek expresszidjat kovet-
hetjiik enzimatikus vizsgalatokkal vagy ellenanyag-alapu vizsgalatokkal, mint peldaul
ELISA-val és RIA-val, amelyek szintén ismertek a szakterlleten. Potencialis gyogya-
szati agens lehet barmelyik, a szakterlleten ismert terapias agens vagy vegyszer,
vagy barmelyik természetes forrasbol, mint példaul gomba fermentlevekbdl és nove-
nyi kivonatokbol szarmazo jellemzetien vegyllet. ElSnyGsen azok a megfeleld gyo-
gyaszati agensek, amelyeknek lényegében nincs citotoxicitasuk es karcinogenitasuk.

A Cdn-ek endogén szintjignek megfelel6 indikacioi azok, amelyekben a Cdn-

ek altal kozvetitett apoptozis szerepet jatszik. Ezek koze tartoznak, anelkil, hogy



ezekre korlatoznank magunkat, a kulonbozé malignanciak és egyéb rendellenessé-
gek, amelyek ellendrizetlen sejtnovekedeést, mint példaul ekcemat okoznak, vagy a
normalis programozott sejtpusztulas deficienciai, mint peldaul a malignanciak, bele-
értve, anélkll, hogy ezekre korlatoznank magunkat a B-sejt limfomakat.

A talalmany targyat kepezik tovabba a terapias modszerek és készitmények,
amelyek magukban foglaljak a betegek kezeleset olyan biologiai modositoszerekkel,
amelyek befolyasoljak a Cdn-ek expressziojat. A hatékony koncentraciokat es dozis-
tartomanyokat tapasztalati uton lehet meghatarozni. Ezek a meghatarozasi modsze-
rek ismertek a szakteruleten jartas szakember szamara, és fuggenek peldaul a beteg
koratdl, testsulyatol és nemetdl, valamint a betegség tipusatol es sulyossagatol. Egy
masik mddszer szerint a betegeket kozvetlenul kezelhetjik vagy a természetes vagy
a rekombinans Cdn-ekkel. A Cdn-eknek lényegeben tisztaknak kell lenniuk és
pirogénmentesnek. Az is ajanlott, hogy a rekombinans Cdn-eket eml&s sejtvonalban
allitsuk el6, hogy ezzel biztositsuk a megfeleld glikozilezettséget. A Cdn-ek el6alli-
thatok rovar sejtvonalban is.

A gyogyaszati keszitményekhez a lényegében tiszta Cdn vagy az annak
expressziojat vagy aktivitasat modosito biolégiai médositdészer vagy oligonukleotid,
gyogyaszatilag hatasos mennyiseget fiziologiasan elfogadhatd pufferben szusz-
pendaljuk, beleértve, anelkul, hogy ezekre korlatoznank magunkat a sooldatot és
foszfattal pufferelt séoldatot (PBS), majd beadjuk a betegnek. A beadas elénydsen
intravenas. A beadas egyeb maddszerei koze tartozik, anélkul, hogy ezekre korlatoz-
nank magunkat, a szubkutan, intraperitonealis, gasztrointesztinalis beadas, valamint
az egy specifikus szervbe vald kozvetlen beadas, azaz példaul az intrakardialis,
hogy a szivinfarktushoz kapcsolodo sejtpusztulast kezeljuk ezzel.

A megfelel6 pufferek és a beadas modszerei ismertek a szakirodalomban. A

Cdn vagy annak bioldgiai modositoszere hatékony koncentraciojat tapasztalati uton



kell meghatarozni, ez figg a betegség tipusatol es sulyossagatol, a betegseg elére-
haladtatol és a beteg egeszségi allapotatol. Ezeknek a meghatarozasa a szakterule-
ten jartas szakember szamara ismert.

A Bcl-2-rél ismert, hogy egy antioxidans bioszintézis utban mikodik [Veis és
mtsai: Cell 75, 229-240 (1993)]. Ennek kovetkeztében a Cdn-eket alkalmazo terapia
alkalmas olyan allapotokban vald felnasznalasra, amelyekben a szuperoxid szerepet
jatszik. A Cdn expresszio modulatorainak beadasa a Cdn-ek fokozott extracellularis
koncentraciojat eredményezi, amelyrél ismert, hogy modszert szolgaltat a szuperoxid
felhalmozodas kozvetlen gatlasara, amely az apoptozis kapcsan Iétrejové hdlyagok-
ban lép fel. A terapias modszer lenyege tehat, anélkil, hogy erre korlatoznank ma-
gunkat, a szuperoxid altal kozvetitett sejtsérulés gatlasa.

A Cdn-ek, vagy biolégiai modositoszereik terapias alkalmazasanak alkalmas
indikacioi ennek kovetkeztében azok, amelyekben a szabad gyokok altal kozvetitett
sejtpusztulas jatszik szerepet, ide tartoznak, anelkdl, hogy ezekre korlatoznank ma-
gunkat, azok az allapotok, amelyekrdl korabban azt gondoltak, hogy a szuperoxid-
diszmutazzal kezelhet6k. Ezek kozé az allapotok koze tartoznak, anélkul, hogy ezek-
re korlatoznank magunkat, a HIV fertézés, az autoimmun betegségek, a
kardiomiopatiak, a neuronalis rendellenessegek, a hepatitisz és egyeb majbetegsé-
gek, az oszteoporozis és a sokk-szindromak, beleértve, anélkul, hogy erre korlatoz-
nank magunkat, a szeptikémiat.

A klonozott Cdn DNS hibridizalasa az agy kulonbozé regidibol szarmazo hirvi-
v6 mRNS-ekhez azt mutatja, hogy mindegyik vizsgalt régiéban a Cdn-1 magas
szinten expresszalddik (8. abra). Ennélfogva a neurologiai rendellenességek egy
Ujabb tertlet, amelyen a Cdn-ek gyogyaszati alkalmazasa varhato.

A talalmany targyat képezik tovabba a vizsgalati modszerek Cdn-ek és az

azok kozott a fehérjek kozotti kolcsonhatasok vizsgalatara, amelyek specifikusan



kotddnek a Cdn-ekhez. A vizsgalatban a tisztitott Cdn-eket sejtlizatumokkal hozzuk
érintkezésbe, amelyek tartalmazzak a Cdn-ekhez esetleg kotédo fehérjét, olyan ko-
riimények kozott, amelyek kozott a feherje kepes kotédni, és vizsgaljuk a fehérje je-
lenlétet.

A vizsgalat tipikusan tartalmaz egy olyan lépést, amelyben a fehérjét egy
specifikusan kotd partnerrel hozzuk érintkezesbe, azaz példaul egy ellenanyaggal,
amely vagy kozvetlendl, vagy kozvetve jelezve van. A megfeleld modszerek koze
tartozik az ELISA, amelyben a fehérjével szemben képz8dd ellenanyagokat, in vitro
transzlalédott Cdn-t és a fehérjét tartaimazo sejtlizatumokat hasznalunk. Az élesztd
genetikai rendszerek, mint példaul a Matchmaker (Clontech) szintén alkalmasak ar-
ra, hogy a vizsgalatban hasznaljuk dket.

Az alabbi példakat a talaimany illusztralasa céljabol adjuk meg, nem korlatoz-
zak a talalmany oltalmi korét. Hacsak kulon nem jelezzik, mindegyik klonozasi elja-
ras megtalalhatdo a Sambrook és munkatarsai altal irt szakkonyvben [Sambrook és
mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989)], és mindegyik reagenst a gyarto elGirasai szerint alkal-

mazzuk.

1. Példa

A Cdn-1 cDNS azonositasa és kldnozasa

A Bcl-2 csalad hat ismert tagja aminosav szekvenciajanak osszehasonlitasa
(6. abra) kideritette, hogy van két regio, amely jelentds szekvencia azonossaggal
rendelkezik, nevezetesen a 14-150-es, valamint a 191-199-es aminosavak. Egy, a
Bcl-2 csalad uj tagjainak azonositasara tett kiserletben az emlitett régioknak a szek-
vencigjan alapuld degeneralt PCR primereket terveztunk (1. abra), majd a PCR-t

emberi sziv cDNS és human B limfoblasztoid sejtvonal (WI-L2) cDNS alkalma-



zasaval hajtottuk végre. A PCR-t a Hot Start/Ampliwax technikaval hajtottuk vegre

(Perkin Elmer Cetus). A PCR primerek és a templat DNS vegkoncentracidja 4 umol

illetve 0,1-0,2 ng/ml volt. A cDNS szintézis korulményei azonosak azzal, amelyet az
el6z8kben ismertetett cDNS konyvtar elsé cDNS szalanak szintézisére hasznaltunk.
A PCR-t Perkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler-ben végezzuk, a Kiefer és munka-
tarsai altal modszer szerint [Kiefer és mtsai: Biochem. Biophys. Res. Commun. 176,
219-225 (1991)], azzal az eltéréssel, hogy az elsé 10 ciklusban az illesztés és a

hosszabitas hémérséklete 36 °C-volt. A PCR-t kovetden a mintakat 5 egység DNS
polimeraz | Klenow fragmensével kezeljik 30 percig 37 °C-on, majd 7% poliakril-

amid, 1xTBE (TRIS/borat/EDTA) Osszetételli gélben végzett elektroforézissel valaszt-
juk el. A 170-210 bazispar kozott vandorld DNS-t kivagjuk a gelbdl, passzivan
eludljuk 16 ora hosszat 10 mmol/l TRIS-HCI pH=7.5, 1 mmol/l EDTA &sszetetell puf-
ferben (TE), majd Elutip-D oszlopon atbocsatva (Schleicher and Schdll) tisztitjuk, a
pCR-Script vektorba (Stratagene) ligaljuk és Escherichia coli XL1-Blue MRF torzsbe
(Stratagene) transzformaljuk. A transzformansokbol szarmazo plazmid DNS-t (feher
telepek), amelyek mind a sziv mind a WI-L2 PCR termekeket tartalmazzak a Magic
Miniprep DNA Purification System-mel (Promega) izolaljuk, majd a DNS inszerteket
szekvenaljuk, a didezoxi lancterminacios modszer alkalmazasaval [Sanger es mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 74, 5463-5467 (1977)]
(USB, Sequenase version 2.0). A tizenegy sziv PCR termék DNS szekvenciajanak
elemzésébdl kidertlt, hogy van két szekvencia, amely azonos a Bcl-x-szel [Boise és
mtsai: Cell 74, 597-608 (1993)], és van tiz mas szekvencia, amely nem a Bcl-2 csa-
ladba tartozik.

A tizenegy WI-L2 PCR termek ’DNS szekvencigjanak elemzése egy -Bcl—‘x
szekvenciat eredményezett, valamint 6t masik, a Bcl-2 csalad egy masik tagjaval

(bax) azonos szekvenciat [Oldvai és mtsai: Cell 74, 609-619 (1993)], negy olyan



szekvenciat,amely nem mutatott rokonsagot, es egy uj Bcl-2 szekvenciat, ennek a
jelzése Cdn-1. A PCR termék aital kodolt egyedi Cdn-7 aminosav szekvencia a 6.
abran lathato a 151-190-es aminosavak kozott (felsé sor).

A Cdn-1 cDNS izolalasara egy emberi sziv ¢cDNS konyvtarat (Clontech) es
egy Zapf és munkatarsai altal készitett WI-L2 cDNS konyvtarat [Zapf és mtsai: Jour-
nal of Biological Chemistry 265, 14892-14898 (1990)] vizsgaltunk at a Cdn-7 PCR
DNS inszertet hasznalva probaként. A DNS-t 2p_yel jeleztik, Feinberg es Vogelstein
modszerével [Feinberg és Vogelstein: Anal. Biochem. 137, 266-267 (1984)], majd
ezzel vizsgaltunk at 150,000 telepet, a Kiefer és munkatarsai altal ismertetett mod-
szerrel [Kiefer és mtsai: Biochem. Biophys. Res. Commun. 176, 219-225 (1991)]. A
WI-L2 konyvtarbol nyolc pozitiv klont kaptunk. A WI-L2 cDNS kényvtarbdl nyolc
klont, a sziv cDNS kényvtarbdl két klont tovabb tisztitottunk, majd a cDNS-t tartal-

mazo plazmid DNS-t kivagtuk a *ZAPII vektorbdl (Stratagene) (2. abra). A két leg-

hosszabb klont, a W7-et (2,1 kilobazis) és a W5-6t (2,0 kilobazis) megszekvenaltuk,
és kimutattuk, hogy tartalmazzak a Cdn-1 proba szekvenciajat, ezzel megerdsitettik
az autentikussagukat. A sziv cDNS konyvtarbdl szarmazo két klont megtisztitottuk. A
cDNS-t pBlsc-be szubklonoztuk, majd szekvenaltuk. A sziv cDNS is tartalmazza a
Cdn-1 szekvenciat.

A W7 DNS szekvenciat, a szamitott aminosav szekvenciaval egyutt a 3. abran
mutatjuk be. A Cdn-1 szamitott aminosav szekvencigjat a Bcl-2 csalad egyeéb tagjai-
val is illesztjik a maximalis szekvencia azonossag meghatarozasa ceéljabadl, és ezt a
6. abran mutatjuk be. Amint az lathato, jelentds szekvencia azonossag talalhatd a
Cdn-1 és a tobbi csaladtag kozétt a 100-as és a 200-as aminosav kozott. Ezen a
kdzponti région kivil a szekvencia azonossag élesen lecsokken. A Bcl-2-h6z hason-
l6an, a Cdn-1 is egy intracellularis fehérjének tlnik, amennyiben nem tartaimaz sem

hidroféb szignalpeptidet, sem N-kapcsolt glikozilezeési helyet. A Cdn-1 tartalmaz egy



hidroféb C-terminalist, amely megfigyelhetd a Bcl-2 csalad 6sszes tagjaban is, kiveve
az LMWS5-HL-t, sugallva ezzel, hogy az anti-apoptotikus aktivitasanak a helye,
ugyanugy mint a Bcl-2-nél, egy membranhoz kotott sejtszervben van, azaz példaul a
mitokondrium membranban, az endoplazmatikus retikulumban vagy a sejtmag
membranban [Hockenbery és mtsai (1990); Chen-Levy és mtsai: Mol. Cell. Biology
9, 701-710 (1989); Jacobsen és mtsai: Nature 361, 365-369 (1993); Monighan és

mtsai: J. Histochem. Cytochem. 40, 1819-1825 (1992)].

2. Példa

A cDNS klonok Northern blot elemzese

A Northern blot elemzést a Lehrach és munkatarsai valamint a Thomas altal
leirt modszer szerint végezzik [Lehrach és mtsai: Biochem. 16, 4743-4651 (1977),
Thomas: Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 77, 5201-5205
(1980)]. Emellett egy human tobbszords szoveti Northern blottot vasaroltunk a
Clontech-tél. A Bcl-2 és a Cdn-1 cDNS-ek kodolo regioit a random priming modszer-
rel jelezzik, Feinberg és Vogelstein modszerével [Feinberg és Vogelstein: Anal.
Biochem. 137, 266-267 (1984)]. A hibridizalasi és mosasi kortilmények megfeleltek a
Kiefer és munkatarsai altal leirt koriilményeknek [Kiefer és mtsai: Biochem. Biophys.
Res. Commun. 176, 219-225 (1991)]. Részletesebben, a Bcl-2 és Cdn-1 klonok
Klenow fragmenssel jelzett fragmenseit egy tobbszérds human szoveti Northern
blothoz hibridizaltuk (Clontech 7760-1) minden egyes probanal 1x10° cpm/milliliter
koncentracioban. A blottot nagyon szigoru kortlmények kozott mostuk.

A 4. dbran bemutatott eredmeények azt jelzik, hogy a Cdn-1 minden vizsgalt
szervben expresszalodik (agy, sziv, méhlepény, tadd, maj, vazizom, vese es has-
nyalmirigy), mig a Bcl-2 nem expresszalodik, vagy csak alacsony szinten

expresszalodik a szivben, agyban, tidében és majban. A Cdn-1-rél tehat ugy tdnik,
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hogy sokkal szelesebb kdrben expresszalddik az emberi szervekben mint a Bcl-2, es

ezert sokkal fontosabb lehet ezekben a szervekben az apoptozis szabalyozasaban.

3. Pelda

A rekombinans Cdn-1 expresszioja

Ahhoz, hogy a rekombinans Cdn-7-et a bakulovirus rendszerben
expresszaljuk, az 1. példaban elGallitott Cdn-7 cDNS-t hasznaljuk egy uj Cdn-71 vek-
tor elBallitasara, az 1. példaban ismertetett PCR modszerrel, a gén 3" és 5" hatarold
régidibol szarmazo primereket hasznalva, amelyek a klonozas megkonnyitésére
restrikcios hasitasi helyeket tartalmaznak. A plazmidokat a didezoxi lancterminacios
modszer alkalmazasaval szekvenaljuk [Sanger és mtsai: Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 74, 5463-5467 (1977)] szekvenalo kittek (USB,
Sequenase version 2.0) és belsé primerek alkalmazasaval. Ennek az a célja, hogy
megerdsitstik, nem szarmazott mutacio a PCR-bdl

Egy klont hasznaltunk rekombinans virusok eldallitasara in vivo homolog re-
kombinaciot alkalmazva, a plazmid es a vad tipusu AcNPV bakulovirus atfed6 szek-
venciainak felhasznalasaval. 48 oraval a 9-es Spodoptera frugiperda rovarkién (SF9)
sejtieinek transzfekcioja utan a rekombinans virusokat kinyerjik, PCR-rel azono-
sitjuk, majd tovabb tisztitjuk. A rekombinans bakulovirus szelektalasara, atvizsgala-
sara és szaporitasara kidolgozott standard modszereket hasznaljuk (Invitrogen). A
bakulovirus rendszerben el6allitott fehérje molekulatomeget natrium-dodecilszulfat-
poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) alapjan hasonlitjuk ossze a Cdn-1-nek
az aminosav sorrend alapjan szamitott molekulatdémegével.

Emellett hasonld klonok expresszalhatdk elénydsen egy elesztd intracellularis

expresszids rendszerben, barmelyik, a szakteruleten ismert modszert alkalmazva,



beleértve a Barr és munkatarsai aital ismertetett modszert is [Barr és mtsai:

Transgenesis, szerk.: JAH Murray (Wiley and Sons), 55-79 (1992)].

4. Példa

A Cdn-1 expresszioja emlds rendszerben

A Cdn-1-et kddold szekvenciat kivagjuk az 1. példaban eldallitott plazmidbal,
majd bevissziik a pCEP7, pREP7 és pcDNA3 (Invitrogen) vektorokba, a kompatibilis
restrikcios enzim hasitasi helyekre. A pCEP7-et ugy allitjuk el, hogy a pREP7 RSV
3-LTR-t Xbal/Asp718 restrikcios enzimes emésztéssel eltavolitjuk, majd pCEP4-bdl
(Invitrogen) szarmazé CMV promoterrel helyettesitjuk. Mindegyik Cdn-7-et tartal-
mazd plazmidbdl 25 ng-ot elektroporalunk a WI-L2 B limfoblasztoid sejtvonalba,
majd szelektaljuk a Cdn-71-et expresszalo stabil higromicin rezisztens transzfor-
mansokat vagy G418 rezisztens transzformansokat (pcDNS3 konstrukciok, 8. abra).

A Cdn-ek kodolo régioit ligalhatjuk olyan expresszios vektorokba is, amelyek
képesek arra, hogy stabilan integralodjanak egyéb sejttipusokba, beleértve, anélkul,
hogy ezekre korlatoznank magunkat, a kardiomiocitakat, neuralis sejtvonalakat, azaz
példaul a GTI-7-et és a TNF-érzékeny sejteket, azaz példaul a HT29 human vastag-
bél adenokarcindoma sejtvonalat, ezzel szamos kllonbozé vizsgald rendszert hozva

létre a Cdn-1 éltal szabalyozott apoptozis kovetésére.

5. Pelda

A Cdn-1 és szarmazékai anti-apoptotikus aktivitasanak hatasa a Wi-L2-729

HF?2 vad tipusu B limfoblasztoid sejtvonalakban és a folds mennyiségben

Cdn-1-et expresszalo transzformalt sejtekben

2x10° WI-L2 sejtet, valamint ugyanennyi, a 4. példaban leirtak alapjan a Cdn-

71-et kodolo vektorral transzformalt WI-L2 sejtet szaporitunk RPMI taptalajban, ame-



lyet 10% borjumagzat szérummal (FBS) egészitettunk ki az anti-FAS kisérlethez,
vagy 0,1% FBS-sel a szérum-megvonasos kisérletekhez. Az anti-fas kisérletben a
friss taptalajjal vald mosas utan a sejteket 10% FBS-sel kiegészitett RPMI-ben
szuszpendaljuk, anti-fas ellenanyagokkal hozzuk eérintkezésbe, majd aramlasi
citometriaval (FACS) elemezzik az apoptozis-indukald agensre adott valaszkent let-
rejott sejtpusztulast. A szerum-megvonasos kiserletekben a WI-L2 sejteket 0,1%
FBS-sel kiegészitett RPMI-ben szuszpendaljuk, majd kovetjuk az apoptozist, a
Henderson és munkatarsai altal ismertetett modszerrel [Henderson és mtsai:
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 90, 8479-8483 (1993)].
Mas apoptozist indukald maodszer lehet, anélkul, hogy ezekre korlatoznank magun-
kat, az oxigén megvondasa a primer szivmiocitakban, az NGF megvonas, a glutation
kimerités a GTI-7 neuralis sejtvonalban, vagy a TNF hozzaadasa a HT29 sejtvo-
nalhoz. Az apoptozist a sejtek zsugorodasa, és pusztulasuk soran a propidium-jodid
permeabilitasa alapjan becslljik meg. Emellett az apoptotikus sejtpusztulas barmely
egyeb modszere is hasznalhato.

A 9. abran a kulénbozé WI-L2 transzformansoknak az anti-Fas kezelésre
adott anti-apoptotikus valasza lathato. A 8. abran lathato a kulonboz6é WI-L2 transz-
formansoknak a szérum-megvonasra adott anti-apoptotikus valasza. A 9. abran lat-
hatd esetben 3x10° sejtet tartalmazo duplikat lukakat inkubalunk 50 ng/ml citocid
anti-Fas ellenanyaggal 24 odra hosszat. A sejtpusztulast azutan aramlasi
citometriaval vizsgaljuk, FACScan berendezésben. Az egyes konstrukciokban
expresszalodd fehérjéket az oszlopok aljan mutatjuk be. Mivel szamos konstrukcid
csonkitott vagy delécids varians, ezért az expresszalt pontos aminosav szekvenciat
is bemutatjuk. Amint az lathaté, mindegyik transzformansnak van valamennyi védd
hatasa, ha a csak pREP7 vektort tartalmazo kontroll transzformansokkal hasonlitjuk

dssze. Az apoptézisnak legjobban ellenallo transzformans a Cdn-1A2-T expresszalo



sejtvonal, amelyben a sejteknek tobb mint 90%-a tulélte az anti-fas kezelést. Jelen-
t6s vedd hatas figyelhetdé meg a teljes hosszusagu Cdn-1-et (1-211) és a Cdn-1A1-
et expresszald transzformansokban, ezeket kovetik a Bcl-2A-t es a Bcl-2-t

expresszalo sejtvonalak.

A Cdn-1A1-b6l és a Cdn-112-bél hianyoznak a teljes hosszusagu Cdn-1 59

illetve 70 N-terminalis aminosavat kodold nukleotidok. Az a megfigyelés, hogy a

Cdn-1A2 expresszioja hatékonyabban blokkolja az apoptozist mint a teljes hosszu-

sagu Cdn-1, azt sugallja, hogy a kisebb, csonkitott Cdn-1 molekulak potencialis

gyogyszerek lehetnek.

6. Példa

Egveéb Cdn gének meghatarozasa és a Cdn-2 gén klonozasa

A human genomidlis DNS-nek, valamint egy human/ragcsalo szomatikus sejt
DNS-ek paneljének Southern blot elemzése azt mutatja, hogy legalabb 3 Cdn-nel
rokon gén van, és ezek a 6-o0s, 11-es es 20-as kromoszoman talalhatok. A harom
hibrid DNS PCR/szekvencia elemzése azt mutatja, hogy a Cdn-71 a 6-0s kromoszo-
man talalhato, és a két, vele kozeli rokonsagban levé szekvencia a 20-as kromo-
szoman (jele Cdn-2) illetve a 11-es kromoszoman (jele Cdn-3) talalhato. Klonoztuk a
Cdn-2 és a Cdn-3 gént, majd meghataroztuk a szekvenciajukat. Erdekes modon sem
a Cdn-2, sem a Cdn-3 nem tartalmaz intronokat, €s minden olyan tulajdonsaguk
megvan, ami a genomba visszakerult, processzalt géneknek. A Cdn-3-ban van egy
nukleotid delécid, amely a leolvasasi keret eltolodasat €s korai terminaciot okoz,
ezért ez valdszinlileg egy pszeudogén. MindkettGnek vannak azonban promoter

elemei (CCAAT és TATAAA boxok), de ezek valdszinlleg nem irodnak at, amit a
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Cdn-2 és a Cdn-3 specifikus probakkal vegzett Northern blot elemzéssel lehet meg-
hatarozni.

900,000, human méhlepeny genomialis konyvtarbol szarmazo, a pWE15
kozmid vektorban készitett klont (Stratagene, La Jolla, CA) vizsgalunk at egy 950
bazispar méretld Bglll-Hindlll cDNS probaval, amely a Cdn-17 teljes kodolo régiojat
tartalmazza. A probat 2p_vel jelezziik, Feinberg és Vogelstein maoddszerevel
[Feinberg és Vogelstein: Anal. Biochem. 137, 266-267 (1984)]. A konyvtarat feldol-
gozzuk, majd szigoru hibridizalasi és mosasi korlimeények kozott atvizsgaljuk
[Sambrook és mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)]. Tiz darab duplan pozitiv kiont tovabb tiszti-
tunk, az el6zékben ismertetett modon Ujra szélesztve és atvizsgalva Sket. A plazmid
DNS-t a Wizard Maxiprep DNA Purification System-mel tisztitjuk, az eléallito leirasa
szerint (Promega Corp., Madison, WI), utana EcoRI restrikcios enzimes térképezes-
sel és Southern blottolassal ellendrizziik. A Southern blothoz hasznalt proba es a
hibridizalasi kortiimények ugyanazok, mint amelyeket az el6z6kben alkalmaztunk.

Az EcoRl restrikcids elemzés és a Southern blot alapjan a kozmid klonok két
csoportra oszthatok. Az 1-4 és 7 kozmid klonok (cos) EcoRI restrikcios enzim altal
generalt fragmensei egy megkulonbdztethetd mintazatot mutatnak, és egyetlen, 6,5
kilobazis méretii, hibridizalédd EcoR! fragmenst tartalmaznak. A masodik csoportba
tartozik a Cos2 és a Cos9, amelyeket egy 5,5 kilobazis méretl hibridizalodo EcoRl
fragmens jellemez. A cos2-bél szarmazo 6,5 kilobazis méretlii DNS fragmenst és a
c0s9-bél szarmazd 5,5 kilobazis méretli DNS fragmenst pBluescript SK plazmidba
(Stratagene, La Jolla, CA) szubklénozzuk, standard molekularis biologiai technikakat
alkalmazva [Sambrook és mtsai: Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)]. A plazmid DNS-t izolaljuk,

majd a két szubklonbdl, az A4-bdl (a cos2) es a C5-bdl (cos9) szarmazo plazmid
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DNS-t BamHI, Hindlll és EcoRI restrikcios enzimekkel térképezzuk, utana az el§z8k-
ben ismertetett modon Southern blottolassal elemezzuk. A két klonbdl szarmazo ki-
sebb restrikcids fragmenseket M13 szekvenalo vektorokba szubklonozzuk, és meg-
hatarozzuk a DNS szekvencigjukat.

Az A4 szekvencidja tartalmaz egy nyitott leolvasasi keretet, amely 97%-os
aminosav szekvencia azonossa’gbt mutat a Cdn-7-gyel (5. abra). Ennek a gennek a
Cdn-1-gyel mutatott magasfoku szekvencia-azonossaga azt jelzi, hogy ez egy uj,
Cdn-1-gyel rokon gén, ezért a Cdn-2 elnevezést kapta. A kodolt Cdn-2 feherje és a
Bcl-2 csalad egyéb tagjai szekvencia osszehasonlitasa a 6. abran lathaté. A Cdn-2
tartalmazza a BH1 és BH2 konzervalodott régiokat, amelyek a Bcl-2 csaladot fém-
jelzik, és alacsonyabb teljes szekvencia hasonldsagot (korulbeldl 20-30%) mutat a
tobbi taghoz, ami szintén a Bc/-2 csalad tagjaira jellemzé. A Cdn-3-ban van egy leol-
vasasi keret eltolodas, ami egy rovidebb, nem rokon polipeptidet eredményez, ennek
kovetkeztében nem tartalmazza a Cdn-1, a Cdn-2 vagy a Bcl-2 csalad egyéb tagjaira

jellemzd tulajdonsagokat.

7. Példa

A Cdn-1, Cdn-2 és Cdn-3 gének kromoszomalis lokalizacidja

Egy human/ragcsald szomatikus sejthibrid DNS panel (Panel #2 DNS a
NIGMS-t6l, Camden, NJ) Southern blot elemzését és a metafazis kromoszomak
fluoreszcencias in situ hibridizaciojat hasznaljuk a Cdn genek human kromoszémak-

ra valo térképezéséhez. A Southern blottolashoz 5 pig hibrid panel DNS-t emésztink

EcoRI vagy BamHI/HindIll restrikcios enzimme_l, majd 0,8%-0s vagy 1%-0s agardz

gélen frakcionaljuk, nitrocelluldz membranra visszuk at, majd a Cdn-71 probaval hibri-

tetteknek. Az FISH-hoz az A4 Cdn-2 szubklont biotinilezzlik a Bionick Labeling



System-mel (Gibco BRL, Gaithersburg. MD), és human fibroblasztokbdl szarmazo
metafazisos kromoszomakhoz hibridizaljuk, a Viegas-Pequignot altal ismertetett
modszerrel [Viegas-Pequignot: “In Situ Hybridization, A Practical Approach”, szerk.:
D.G. Wilkinson, 137-158, IRL Press, Oxford (1992)]. A FITC-konjugalt avidint és
kecske anti-avidint alkalmazo proba-kimutatast Pinkel es munkatarsai modszerével
végezzik [Pinkel és mtsai: Proceedings of the National Academy of Sciences, USA
85, 9138-9142 (1988)].

A Southern blot elemzéssel harom hibridizalodo csik mutathatod ki a human
kontroll DNS-ben, amelyeknek a meérete korllbeldl 12 kilobazis, 11 kilobazis és 5,5
kilobazis. A szomatikus sejthibrid DNS azt mutatja, hogy a 12 kilobazisos csik két
kildnbozd mintaban fordul eld, az NA10629-ben, amely csak a 6-os human kromo-
szomat tartalmazza és az NA07299-ben, amely mind az 1-es mind az X human kro-
moszomat tartalmazza, valamint, lényeges, a 6-os kromoszomanak a p21-hez
telomer részét. A 11 kilobazis meéretl csik az NA13140-ben fordul eld, amely a 20-as
human kromoszomat tartalmazza. Az 5.5 kilobazis meretl csikot csak az NA10927A
minta tartalmazza, amelyben a human 11-es kromoszoma talalhatd meg. Ezeknek a
hibrid DNS mintaknak a PCR/DNS szekvenalo elemzése, a Cdn-1, Cdn-2 vagy Cdn-
3 primerek felhasznalasaval azt mutatja, hogy az NA10629-ben (a hibrid DNS-t tar-
talmazo 6-os kromoszoma) és az NA07299-ben (az 1-es, X és a opter>p21-et tar-
talmazo hibrid DNS) Cdn-1 szekvenciak talalhatok, jelezve ezzel, hogy a Cdn-71 gén
a 6-os kromoszoman talalhato, a p21-hez telomer helyzetben. A Cdn-2 szekven-
ciakat az NA13140 mintaban lehet megtalalni, jelezve ezzel, hogy a Cdn-2 gén a 20-
as kromoszoman talalhato, a Cdn-3 szekvenciat az NA10927A mintaban lehet meg-

talalni, ami azt mutatja, hogy a Cdn-3 gén a 11-es kromoszéman talalhato.



8. Példa

Az apoptozis befolydsoldsa Cdn-1-gyel és Cdn-2-vel FL5.12 sejtekben

Az FL5.12 egy IL-3 dependens limfoid Ossejt vonal [McKearn és mtsai
Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 82, 7414-7418 (13985)],
amelyrél kimutattak, hogy apoptozison megy at az IL-3 megvonasa utan, de a Bcl-2
tulexpressziojaval megvédhetd a sejtpusztulastol [Nunez és mtsai: J. Immunol. 144,
3602-3610 (1990); Hockenbery és mtsai: Nature 348, 334-335 (1990)]. A Cdn-1 és
Cdn-2 apoptozist befolyasold hatasanak becslésére a Cdn-1-et, Cdn-2-t, a Cdn-1 ket
csonkitott formajat (lasd az alabbiakban) és a Bcl-2-t kodolo cDNS-eket a pcDNA3
emlGs expresszids vektorba klonozzuk (Invitrogen, San Diego, CA) ligaljuk, majd
elektroporacioval stabilan bejuttatjuk az egér FL5.12 B limfocita Gssejt vonalba, majd
G418-at tartalmazo taptalajon szelektaljuk. A vizsgalatokat nagy mennyisegd transz-
formanson végezzik, az elézékben ismertetett modon. |

A tulexpresszalt géneknek az FL5.12 sejtek életképességere gyakorolt hata-
sait killonb6z6 id6pontokban vizsgaljuk, az IL-3 megvonasat kovetoen, az eredmeé-
nyek a 10. abran lathatok. A sejtek életképességét propidium-jodid (P1) kizarassal
merjiik aramlasi citométerben (Becton Dickinson FACScan). A Bcl-2 expresszio je-
lentés mértékben védi a sejteket a sejtpusztulastol, mig a Cdn-1 lathatéan fokozza a
sejtpusztulast, a kontroll vektorral dsszehasonlitva. A korabbi idépontokban a Cdn-2
expresszid alacsony szint(i védelmet biztosit a sejtpusztulassal szemben, a késtbbi
idépontokban pedig egyaltalan semmi védelmet nem biztosit. Erdekes modon a Cdn-
1A2 kdzepes szintli védelmet biztosit a sejtpusztulassal szemben. A Cdn-1-112, az-
az az a molekula, amelya Cdn-7 112 N-terminalis aminosavat tartalmazza, szintén

részleges védelmet nyujtott az FL5.12 sejteknek, bar jéval alacsonyabb szinten, mint

a Bcel-2.



Amint az a 7. abran lathato, a Cdn-1 és a Cdn-1A2 expresszioja WI-L2 sej-

tekben fokozott tulélést biztosit a sejteknek az anti-Fas altal kozvetitett apoptdzissal
és a szérum-megvonassal szemben. Ezeket az adatokat osszerakva az derul ki,
hogy a kiildnbdzé Cdn molekulak képesek befolyasolni az apoptozist, pozitiv vagy
negativ médon, a sejt tipusatol és az apoptotikus stimulustol fuggden. Tehat hateko-
nyan akadalyozzak meg a sejtpusztulast. példaul a szivben a poszt-iszkémias
reperfuzié altal okozott szovetkarosodast, vagy hatékonyan indukaljak a sejtpusztu-
last olyan sejtekben, amelyek kikerliltek az apoptotikus szabalyozas aldl, azaz pél-

daul a kulonboz6 rakok eseteben.

9. Példa

Az IFN-y Cdn-1 expressziot indukal HT-29 sejtekben

Kiderilt, hogy a H-29 human vastagbél karcinoma sejtvonal csak IFN-y keze-

iés utan érzékeny az anti-FAS ellenanyag vagy a TNF citotoxikus hatasara

[Yonahara és mtsai: J. Exp. Med. 169, 1747-1756 (1989)]. Ezek az IFN-y-val kezelt

sejtek szintén fokozott apoptozist mutatnak szérum-megvonas vagy cikloheximid ke-
zelés utan. A HT-29 sejteknek ez az apoptotikus serkentésekre mutatott indukalt er-
zékenysége részben a TNF receptor és a Fas antigén ezzel egyuttjaro felszabalyo-

zasanak kovetkezménye, ami az IFN-y kezelés utan figyelhetd meg [Yonahara es
mtsai: J. Exp. Med. 169, 1747-1756 (1989)]. Azonban a szérum-megvonas vagy a
cikloheximid kezelés utan lathato fokozott sejtpusztulas azt sugallja, hogy egy masik
mechanizmust indukalhat az IFN-y.

A Bcl-2 csalad tagjai szintiének befolyasolasa az IFN-y-val azonban egy masik
lehetséges mechanizmusa a HT-29 sejtek apoptotikus stimulusokra mutatott fokozott

érzékenységének. A Cdn-1, Bax vagy Bcl-X; expresszio fokozodasa, es/vagy a Bcl-2



vay Bcl-X, expresszio csokkenése eredményezheti a a sejteknek a citocid agensek-
kel szembeni fokozott érzékenységét. Ennek a lehetdségnek a vizsgalatara a Bcl-2

csalad tagjainak mRNS szintjét a kezeletlen és az IFN-y-val kezel HT-29 sejtekben

Northern blot elemzéssel vizsgaljuk, a 2. példaban ismertetett modszerek és kordl-

menyek alkalmazasaval. A Cdn-1 mRNS szintje korulbelll tizszeresre nétt az |FN-y

indukciot kovetden,, mig a Bax és a Bcl-x mRNS szint valtozatlan maradt. A Bcl-2

mRNS a kimutathatd szint alatt maradt mind a kezeletlen mind az IFN-y-val kezelt

sejtekben. Az valoszinl maradt, hogy a Bcl-Xs-nek a Bcl-X, transzkriptumokhoz vi-

szonyitott aranya megné az IFN-v kezelés hatasara, de nem mutathato ki Northern

blot elemzéssel, mivel kicsi a két transzkriptum méretének az eltérése. Ez volt a
helyzet a serkentetlen és a PMA-val plusz ionomicinnel serkentett timocitak esete-
ben [Boise és mtsai: Cell 74, 597-608 (1993)]. Felkvantitativ PCR alkalmazasaval
kimutattak, hogy a Bcl-Xs-nek a Bcl-X -hez viszonyitott aranya megno a serkentest
kévetden. Hasonld PCR technikak alkalmazasaval kimutattak, hogy a Bcl-xs mMRNS

szintje a Bcl-x, mRNS szintjéhez viszonyitva nem valtozik a HT-29 sejtek [FN-y-val

vald kezelése hatasara, és a tulsulyban levé transzkriptum a Bcl-x, (>90%).
Tehat pozitiv korrelacio van a Cdn-1 transzkriptumok felszabalyozasa és a

HT-29 sejtvonal, az IFN-y-kezelést kdvetden és a sejtpusztulassal szemben mutatott

fokozott érzékenység kozott. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a Cdn-1-nek
vannak pozitiv modulatorai a tumorsejtekben, es ezek hasznosak lehetnek nehany
tumor kezelésében, ha egylitt adjuk Sket a megfeleld apoptozis indukalo agensekkel.

Jollehet az ismertetett taialmanyt bizonyos részletességgel leirtuk az illusztra-
las céljabol, és azért, hogy vilagos és érthetd legyen, az nyilvanvalo a szakterlleten

jartas szakember szamara, hogy bizonyos valtoztatasok és modositasok tehetok



benne. Ennek kovetkeztében a leiras és a példak nem hasznalhatok fel a talalmany

oltalmi korének korlatozasara, amelyet a mellékelt igénypontok korvonalaznak.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Keészitmény, amely egy Cdn-t kodold, lényegeben tisztitott nukleotid
szekvenciat tartaimaz.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amelyben a nukleotid szekvencia
genomialis DNS-bdl szarmazik.

3. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amelyben a Cdn a Cdn-1.

4. A 3. igénypont szerinti készitmény, amelynek nukleotid szekvenciaja a
3. abran lathato.

5. Az 1. igénypont szerinti készitmény, amelyben a Cdn a Cdn-2.

6. Az 5. igénypont szerinti készitmény, amelynek nukleotid szekvenciaja

az 5. abran lathato.

7. Készitmény, amely egy Cdn-t kodold rekombinans DNS vektort tartal-
maz.

8. A 7. igénypont szerinti készitmény, amelyben a Cdn a Cdn-1.

9. A 8. igénypont szerinti készitmény, amelynek a nukleotid szekvencigjat

a 3. abran lathatjuk.

10.  A7.igénypont szerinti készitmeny, amelyben a Cdn a Cdn-2.

11. A 10. igénypont szerinti készitmény, amelynek a nukleotid szekven-
ciajat az 5. abran mutatjuk be.

12. A 7. igénypont szerinti rekombinans DNS vektor, amelyben a Cdn-t ko-
dolé szekvencia expresszidja egy indukalhaté promoter szabalyozasa alatt all.

13.  Készitmény, amely egy Cdn-t kodold rekombinans DNS vektorral
transzfektalt sejtet tartalmaz.

14. A 13.igénypont szerinti készitmény, amelyben a Cdn a Cdn-1.



15. A 14. igénypont szerinti készitmeny, amelynek a nukleotid szekven-
ciajat a 3. abran mutatjuk be.

16. A 13.igénypont szerinti készitmeény, amelyben a Cdn a Cdn-2.

17. A 16. igénypont szerinti készitmény, amelynek a nukleotid szekven-
ciajat az 5. abran mutatjuk be.

18.  Transzgenikus allat, amely egy Cdn-t kodolo rekombinans DNS vektort
tartalmaz.

19. A 18.igénypont szerinti transzgenikus allat, amelyben a Cdn a Cdn-1.

20. A 19. igénypont szerinti transzgenikus allat, amelynek a Cdn nukleotid
szekvenciajat a 3. abran mutatjuk be.

21. A 19. igénypont szerinti transzgenikus allat, amelyben a Cdn a Cdn-2.

22 A 22.igénypont szerinti transzgenikus allat, amelynek a Cdn nukleotid
szekvencigjat az 5. abran mutatjuk be.

23, Készitmeny, amely egy lényegében megtisztitott Cdn fehérjét tartal-
maz.

24. A 23.igénypont szerinti készitmény,amelyben a fehérje a Cdn-1.

25. A 24. igénypont szerinti készitmény, amelynek a nukleotid szekven-
ciajat a 3. abran mutatjuk be.

26. A 23.igénypont szerinti készitmény, amelyben a fehérje a Cdn-2.

27. A 26. igénypont szerinti készitmény, amelynek a nukleotid szekven-
ciajat az 5. abran mutatjuk be.

28. A 23. igénypont szerinti készitmény, amelyben a fehérjeket rekombi-
nans DNS-sel expresszaljuk.

29. A 23. igénypont szerinti készitmény, amelyben a fehérjék nativ fehér-

jek.



30. Készitmény, amely a 23. igénypont szerinti fehérjéket es egy gyogya-
szatilag elfogadhaté puffert tartalmaz.

31. A 30. igénypont szerinti készitmény, amelyben a fehérjék terapiasan
hatasos mennyiségben vannak jelen.

32.  Készitmény, amely egy monoklonalis vagy poliklonalis ellenanyagot
tartalmaz, amely felismeri a Cdn-t, de lenyegeben nem képes reagalni a Bcl csalad
egyéb tagjaival.

33. Eljaras egy Cdn fehérje jelenietenek kimutatasara egy biologiai minta-
bol, amely a kovetkez6 lépéseket tartalmazza:

a) eldallitjuk a sejtmintat;

b) a sejteket lizaltatjuk, vagy az ellenanyagokkal  szembeni
permeabilizaltatjuk;

C) anti-Cdn-specifikus ellenanyagokat adunk a sejtmintahoz;

d) a sejtmintat olyan kérilmeények kozott tartjuk, amelyek lehetdvé teszik,
hogy az ellenanyagok komplexet kepezzenek a Cdn-nel; es

e) kimutatjuk a keletkezd ellenanyag-Cdn komplexeket.

34. A 33.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn a Cdn-1.

35. A 34. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleotid
szekvenciat a 3. abran mutatjuk be.

36. A 33.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn a Cdn-2.

37. A 36. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleotid
szekvenciat az 5. dbran mutatjuk be.

38. A 32. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a sejtminta T-

sejteket tartalmaz.
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39. Eljaras egy Cdn expresszidjanak kimutatasara egy biologiai mintaban,
azzal jellemezve, hogy azt a lépést tartalmazza, amellyel kimutatjuk a cdn-t kodolo
RNS jelenlétet.

40. A 39. igénypont szerinti eljaras. azzal jellemezve, hogy a Cdn-1 vagy
Cdn-2 mRNS kimutatasara hasznalt modszer a Northern blot.

41. Eljaras a Cdn mRNS kimutatasara, azzal jellemezve, hogy az alabbi
lépéseket tartalmazza:

a) elBallitjuk a sejtmintat;

b) RNS-t allitunk el6 a sejtmintabol;

c) polimeraz lancreakciot végzink az RNS-sel, a Cdn egyedi regidinak
megfelelé RNS primereket alkalmazva; es

d) kimutatjuk a polimeraz lancreakcio termékeinek jelenlétét.

42.  Eljaras az apoptozis altal indukalt sejtpusztulas befolyasolasara, azzal
jellemezve, hogy befolyasoljuk a Cdn endogen szintjét.

43. A 40. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn a Cdn-1.

44. A 43. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleotid
szekvenciat a 3. abran mutatjuk be.

45. A 42.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn a Cdn-2.

46. A 45. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleotid
szekvenciat az 5. abran mutatjuk be.

47. A 41. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn mennyi-
sége megnd, egy endogén cdn gén expresszidjanak befolyasolasa kdvetkeztében.

48. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az expresszalt
Cdn gént egy rekombinans gén kodolja.

49. A 48. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy a gen

expresszidja egy indukalhaté promoter ellenérzése alatt all.



50. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a sejteket ex
vivo transzfektaljuk, majd a transzfektalt sejteket visszajuttatjuk az allatba.

51. Az 50. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a sejtek T-lim-
focitak.

52. A 49. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a rekombinans
gént a sejtekbe in vivo transzfektaljuk.

53.  Eljaras apoptozis kezelésére egy ilyen kezelésre szorulo betegben, az-
zal jellemezve, hogy a Cdn-t terapiasan hatasos mennyisegben adjuk be.

54. Az 53. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn a
Cdn-1.

55. Az 54. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleotid
szekvencia a 3. abran lathato.

56. Az 53. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdna
Cdn-2.

57. Az 56. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nukleotid
szekvencia az 5. abran lathato.

58. Az 53. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a Cdn-t olyan
indikacio esetén adjuk be, amelyre szuperoxid diszmutazt adtak eddig.

59. Eljaras a Cdn-ek és a Cdn-ekhez specifikusan kétddd fehérjek kozotti
kdlcsdnhatasok vizsgalatara, azzal jellemezve, hogy az alabbi lépéseket alkal-
mazzuk:

a tisztitott Cdn-t érintkezésbe hozzuk a Cdn-hez esetleg kotédo fehérjét tartal-
mazo sejtlizatumokkal, olyan kérlimények kozott, amelyek lehetévé teszik a fehérje
e&s a Cdn kotodését;

izolaljuk a Cdn-t;



az izolalt Cdn-t érintkezésbe hozzuk a fehériére specifikus kotd partnerrel,
olyan koriimények kozott, amelyek lehetdve teszik a kotd partner és a Cdn kotdde-
sét; és

megmérijiik a fehérjéhez kotott kotd partner mennyiseget.

60. Az 59. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a sejtlizatum
egy elesztd lizatum.

61. Az 59. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a koté partner

egy ellenanyag.
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* * * * * * * *

GGACAAGTAA AGGCTACATC CAGATGCCGG GAATGCACTG ACGCCCATTC CTGGAAACTG GGCTCCCACT CAGCCCCTGG
>Smal >BamH1

* * * * * * ’ * 169
GAGCAGCAGC CGCCAGCCCC TCGGACCTCC ATCTCCACCC TGCTGAGCCA CCCGGGTTGG GCCAGGATCC CGGCAGGCTG
* * * * * *

ATCCCGTCCT CCACTGAGAC CTGAAAA ATG GCT TCG GGG CAA GGC CCA GGT CCT CCC AGG CAG GAG TGC
M A S 6 Q 6 P G P P R Q E O

240
* * * *

* * *
GGA GAG CCT GCC CTG CCC TCT GCT TCT GAG GAG CAG GTA GCC CAG GAC ACA GAG GAG GTT TTC CGC
G E P AL P S A S EEQV AQDTETEVF R

320
* * * * * * *

AGC TAC GTT TTT TAC CGC CAT CAG CAG GAA CAG GAG GCT GAA GGG GTG GCT GCC CCT GCC GAC CCA
S Y V. F Y R H Q Q E Q E AE GV A AP ATD P

>Ncol

400
* * * * * *

GAG ATG GTC ACC TTA CCT CTG CAA CCT AGC AGC ACC ATG GGG CAG GTG GGA CGG CAG CTC GCC ATC
E ¥ v T L P L QP S ST K G6Q V G R QL A D

>Pstl
480
*

* * * * * *
ATC GGG GAC GAC ATC AAC CGA CGC TAT GAC TCA GAG TTC CAG ACC ATG TTG CAG CAC CTG CAG CCC
I ¢ 0D DI NRRY DS EF QTN LQHLEOQM®

>Scal_

* * * * * *

ACG GCA GAG AAT GCC TAT GAG TAC TTC ACC AAG ATT GCC ACC AGC CTG TTT GAG AGT GGC ATC AAT
T A E N A Y EY FT KT ATS L FE S G I B
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* * * * * * *
TGG GGC CGT GTG GTG GCT CTT CTG GGC TTC GGC TAC CGT CTG GCC CTA CAC GTC TAC CAG CAT GGC
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CTG ACT GGC TTC CTA GGC CAG GTG ACC CGC TTC GTG GTC GAC TTC ATG CTG CAT CAC TGC ATT GCC
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720

* * * *

CGG TGG ATT GCA CAG AGG GGT GGC TGG GTG GCA GCC CTG AAC TTG GGC AAT GGT CCC ATC CTG AAC
R W I A Q R G G W V A A L NL G N GGP I L B

800

* * * * * * *

GTG CTG GTG GTT CTG GGT QTG GTT CTG TTG GGC CAG TTT GTG GTA CGA AGA TTC TTC AAA TCA TGA
v Lv v L6 Vv vV L L 660 F VV R R F F K § %
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* * * * * * * *

CTCCCAA GGGTGCCCTT TGGGTCCCGE TTCAGACCCC TGCCTGGACT TAAGCGAAGT CTTTGCCTTC TCTGTTCCCT

>Hind3
960

* * * * * * * *

TGCAGGRTCC CCCCTCAAGA GTACAGAAGC TTTAGCAAGT GTGCACTCCA GCTTCGGAGG CCCTGCATGG GGGCCAGTCA

>Pstl >Apal
1040
* * * * * * * *
GGCTGCAGAG GCACCTCAAC ATTGCATGGT GCTAGTGCCC TCTCTCTGRGG CCCAGGGCTG TGRCCGTCTC CTCCCTCAGC
1120
* * * * * * * *
TCTCTGGGAC CTCCTTAGCC CTGTCTGCTA GGCGCTGGGG AGACTGATAA CTTGGGGAGG CAAGAGACTG GGAGCCACTT
1200

CTCCCCAGAA AGTGTTTAAC GGTTTTAGCT TTTTATAATA CCCTTGTGAG AGCCCATTCC CACCATTCTA CCTGAGGCCA

>Aha2
1280
* * * * * * * *
GGACGTCTGG GGTGTGGGGA TTGGTGGGTC TATGTTCCCC AGGATTCAGC TATTCTGGAA GATCAGCACC CTAAGAGATG
1360

* * * * *

GGACTAGGAC CTGAGCCTGG TCCTGGCCGT CCCTAAGCAT GTGTCCCAGG AGCAGGACCT ACTAGGAGAG GGGGGCCAAG
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* * * * * 1442 * *

GTCCTGCTCA ACTCTACCCC TGCTCCCATT CCTCCCTCCG GCCATACTGC CTTTGCAGTT GGACTCTCAG GGATTCTGGG
1520

* * * * * * * *

CTTGGGGTGT GGGGTGGGGT GGAGTCGCAG ACCAGAGCTG TCTGAACTCA CGTGTCAGAA GCCTCCAAGC CTGCCTCCCA
1600

* * * * * * * *

AGGTCCTCTC AGTTCTCTCC CTTCCTCTCT CCTTATAGAC ACTTGCTCCC AACCCATTCA CTACAGGTGA AGGCTCTCAC
1680

* * * +* * * * *

CCATCCCTGG GGGCCTTGGG TGAGTGGCCT GCTAAGGCTC CTCCTTGCCC AGACTACAGG GCTTAGGACT TGGTTTGTTA
1760

* * * * * * * *

TATCAGGGAA AAGGAGTAGG GAGTTCATCT GGAGGGTTCT AAGTGGGAGA AGGACTATCA ACACCACTAG GAATCCCAGA

AY

>BamH1

1840
* * * * * * * *

GGTGGATCCT CCCTCATGGC TCTGGCACAG TGTAATCCAG GGGTGTAGAT GGGGGAACTG TGAATACTTG AACTCTGTTC

1920
* * * * * * * *

CCCCACCCTC CATGCTCCTC ACCTGTCTAG GTCTCCTCAG GGTGGGGGAT GACAGTGCCT TCTCTATTGG CACAGCCTAG

2000
* * * * * * * *

GGTCTTGRGG GTCAGGGAGG AGAAGTTCTT GATTCAGCCA AATGCAGGGA GRGGAGGCAG ATGGAGCCCA TAGGCCACCC

* *

* * *
CCTATCCTCT GAGTGTTTGG AAATAAACTG TGCAATCCCC TCAAAAAAAA AA

3c. 4bra

ifj. Szentpéteri édam

shabadalmi dgyvivé

G. & K. Nemzetkdz
i‘pdétagia s
: aesy ot 113.

-1 udipest, Andrassy ut
! 4424950, Fax: 34-24-323




o w -
o o0 . .
s & o 080 oo o0o
. seee o v o 0 .
eoon . oo ss o000

6/26

>

o))

-

> A

\C\ E

%4 = —

o o g

\5 o — 20 - Zﬂ
S 'U MNWo®n

N O :g i g QO
nNegsBHsS>P>I

95+t

757

44t ~— bcl-2

24

1.35 ¢ ~+—— cdn-1
4 .4bra

zentpéteri Adam

abadatmi dgyvive
a &k Nemzetkoz

iroda tagja
est, sesy 0t 13

0 udh
.. 3424950, Fax: 34-24-323

if].




7/26

YEcoR1 >BamH1
80
*

* * * * * * *

GAATTCCCGG CCGCAATTAA CCCTCACTAA AGGGATCCTC CTGCCTTGGT CTCCCAAAAT GTTGAGATTA TAGGCATGAG
160
*

* * * * * * *

CCCACCACGC CTGGCTGGGG TTTTGTTTTT GTTTTTTTAA CATTTGTCAC ATTTCACAAA GGTATTTCAG AATCTCTGAG

240
* * * * * * * *

AAAAGTGCTA TAATGTCTAA TGATACTTTA TATTTGGACA GCACTTTCGT TTGTTTTTTT TGGCGGGGGG GGTGAGAGAA

320
* * * * * * *

*
GTCAAGTAAC TTACATATAG TGAAATTTAC CCTTCTTGAG TATGCAGTTC AGTGAGTTTT GATAAATGTG TAATGGTAGT
400
*

* * * * * * *

GTAATCACTA CCACAGTCAA GACATGGACA ATTTTCATTA CCCCACGAAG GTCCCTCATG TGTGRTTAGA GTCAGCCCTC
\ 480

* * * * * * * *
CCATCAGCAC AGTCCTGGCA GCCACTGACC TGGTTTCTGT CCCTACTGTT TTGCCTTTTC CAGAATGTCA TTTAAGTGAC
560

* . * * * * * * *

ATCATTCATT ATGGAGACTT GTTTTATTTT TTATTTTTTA TTTTTTGAGA AGGAGTCTCG CTCTTGTTGC CCAGGCTAGA

>Smal
640
* * * * * * * *
GTGCAATGCT GTGATTTCGG CTCACTGCAA CCTCCGCCTC CCGGGTTCAA GTGATTCTCC TGCCTCAGCC TCCCGAGTAG
720
* * * * * * * *

TTCGGGACCA CAGGCGTACA CCACCATGCC CAGCTAATTT TTTTTTTTTT TGAGATGGAG TCTCGCCCTG TCACCCAGGC

>Smal
800
* * * * * * * *
" TAGAGTCCAG TGGCATGATC TCGCCTCACT GCCAAGCTCC TGCCTCCCGG GTTTCACGCC ATTCCCCTGC CTCAGCCTCC
>Ball
880
* * * * * * * *

CGAGTATGCC CGGCTAATTT TTGTATTTTT AGTAGAGACG GGGTTTCCCC ATGTTGGCCA GGCTAGTCTC AAACTCCTGA

if}. Szentpéteri Adam
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960
* * * * * * *

CCTCAAGTAA TCCGCCTGCC TTGGCTCCCA AAGTGCTGGG ATTACAGGTG TGAGCCACCG CGCCCAGCCC ATTATGTAGC

>Spel

1040

* * * * * * * x
TTTTTGTGCC CCACTTCTCC CACTTAGCAT AATGCTTTTT GAGATTCATC TGTATTACTA GTGCATCTGT AGTTCTTTCC
1120

* * * * * * * *
TTTTTATGGC TTGGGYTGTT TTTTGTTTTT GTTTTTGTTT TTGAGATAGG GTCTCACTCT GTTGCCCAGG GTGGAGTGCA

YECORS

1200

* * * * * * * *
CTATCGCAGC TCTCCGCAAC CTCCACCTCC CAGGCTCAAG ATATCCTCCC ACCTCAGCCT CCTGAGTAGC TGGAAATACA

>Ncol

1280

* * * * * * * *
AGTGTGTGTG CCACCATGCC GGTTAATTTT TTTTTCTTTT TTTTTTTTTT TTTTCAATTT TTGTTGGAAG CACCATGGAG

>Ball
>Sphl

1360

* * * * * * * *
CCGCCTGAGC CTGGCTGAGC CTAAAAGCCC TGTGGTGCAT GCCTGGCCAA TTTTTGTATT TTTTAGTAGA GACGGGATTT
1440

* * * * * * * *
TGCCATGTCG CCCAGGCTGG TCTGGAACTC CTGGTCTCAG GTGATTCTCC TGCTTCGGCC TCCCAAGTAG CTGGGGTTAC
1520

* * * * * * * *
AGGCATGTGC CACCATGCTC AGCCCTCCCG TCAGCACAGT CCTGGCAGCC ACTGGCCTGG TTTCTGTCCC TACTGTTTTG
1600

* * * * * * * *
CCTTTTACTG GTCTCCATGC TCACCTAAAT TTTTTTTTAT TTTTTGTAGA GACAGATTCT CGCAATGTTG CTCAGGCTAG
1680

* * * * * * * *

TCTCGAACTC CCGGCTTCAA GCAATCCTCC CACCTCAGTC CTCCAAAGTT CTGGAATTAC AGGCATGAAT CACTGTGCCA

ifi. Szentpéteri Adam
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>Aha3
>DLa1

1760
* * * * * * * %

GTGTTGCATT CCAAAGCATG GATACATCAC AGTTTTTAAA ATGTTTACCA ATGTAAATGG CCCGTTTTAA TATGAGAATA
1840
*

* * * * * * *

ACTAATGTTG AAGAGAGTGC TACAAAGAGG ATCATGGTCG TGATGTGTAG ACACAAAAAT GAGGTTAGAA GACAGTAAGG

1920
* * * * * * * *

TGAGGGCCGA GCACAGTGGC TCATGCTTGT AATCCTAGCA CTTTGGGAGG TGCAGGTGGG AGGATTGCTT GAGGCCAGGA

2000
* * * * * % * *

GCTGGAGACA AGTCCAGGCA ACACAGCGAG TCCCTGCCTT TATAAAAAAT CAGAAATTAA AAAAGCCTTG GCGGTGGCTC
>Ball
2080
* N * * * * *
ACGCCTGTAA TCCCAGCACT TTGGGAGGCC GAGACGGGTG GATCACGAAG TCAGGAGTTC AAGACCAGCT TGGCCAAGAT
2160
* * * *

GGTGAAACCC TGTCTCTACT AAAAATAAAA AAAAAAAATT AGCCAGTCGT GGTGGTGGCA CCTGTAATCC CAGCTACTCA
2240
*

* * * * * * *

GGAGGCTGAG GCAGGAGAAT CGCTTGAACC CAGGAGGCGG AGTTTGCAGT AAGCCAAGGT GCGCCACTGC ACTCCAGCCT
2320

* * * * * *

GGGCAACAGA GTAAGACTCT GTCTCAAAAA AAAACAAAAA ACAAAAAAAC AAAAAAAAAA CAGGCCGGCG CAGTGGCTCA
>Scal ’Ball

2400
* * * * C* * * *

TGCCTATAAT CCAAGTACTT TGGGAGGCCA AGGCAGGCGG ATCGCAAAGT CAGGAGTTCG AGACCAGCCT GGCCAATATG
2480

*

GTGAAACCCT GTTTCTGCTA AAAATACAAA AAATAGCCAG GTGTGGTGGG AAGCGCCTGT AGTCCCAGCT ACTCAGGAGG

>Smal
2560
*

* * * . | . . *
CTGAGGCAGG AGAATCGCTT GAACCCGGGA GGCAGAAGTT GCAGTGAGCT GAGATTGCGC CACTGCACTC CAGCCTGGGC
ifj. Szentpéteri Adam
; sml .adalmi igyvivé
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>Aha3

|
>0ral

2640

* * * * * * * *
AACAGAGCGA GACTCCATCT CAAAGAAAAA AAAGCCAAAA CATAGTAAGG TGAGGGTGAA ACTTCTCTTT TAAAAAAATG
2720

* * * * * * * *
TTTACATAGA AACAAACTAA ATGGACAAAA TGGATATAAA CAAAAATGTT ATCGGTGGTT ATTTTTGGGC AGTAGAATTA
2800

* * * * * * * *
TAGGTTTTTA ATTTCTTTTG CTTATTTATA GTTTCAAAAA TTTTCAATTT TAATATAAAT TAATGTGCTC TATTTATAGA
2880

* * * * * * * *
GACAATACAT GAAATATACT TAATAAAAAT TCAAATGTTA TAGAACTGAA AAAGATGAAA AGTAAAAACA ACCTATTCCC
2960

* * * * * * * *
CAGAGGTAGC CACTGTCCAT AGTTTCTATT TTAGATTCTT TCCTTTATAC AAGATTATTA TAGCTTCTAT TTTTTGGTGT
3040

* * * * * * * *

ATGAACTGTA GTCCTAGAGG ATTTTATTAG TTATGAGTTC TATAACTAAG ATCCATCATC TTAGTTGCTA AGAACGTAGA

>Dral
i

>Aha3
3120
* * * * * * k4 *
TACTGAGAAC ATCATTTAAA AAAACATTTT TGGCTGGCAC CTCTATGATC ACTGGAGTCT CGCGGGTCCC TCAGGCTGCA

>Aha?

I 3200
* * * * * * * *

CAGGGACAAG TAAAGGCTAC ATCCAGATGC TGGGAATGCA CTGACGCCCA TTCCTGGAAA CTGGGCTCCC ACTCAGCCCC
>Smal >BamH1

* * * * * * * 3282
TGGGAGCAGC AGCCGCCAGC CCCTCGGGAC CTCEATCTCC ACCCTGCTGA GCCACCCGGG TTGGGCCAGG ATCCCGGCAG
* * * * * * ' *

GCTGATCCCG TCCTCCACTG AGACCTGAAA A ATG GCT TCG GGG CAA GGC CCA GGT CCT CCC AGG CAG GAG
M A S G Q G P G P P R Q B
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3360
* * * * * *

TGC GGA GAG CCT GCC CTG CCC TCT GCT TCT GAG GAG CAG GTA GCC CAG GAC ACA GAG GAG GTT TTC
¢ 6 £ P A L P S A S E E Q V A QDTEEV P

3440

* * * * *

CGC AGC TAC GTT TTT TAC CAC CAT CAG CAG GAA CAG GAG GCT GAA GGG GCG GCT GCC CCT GCC GAC
R S Y V F Y H K Q Q0 E QE A E G A A AP AD

>N?ol
3520

* * *

CCA GAG ATG GTC ACC TTA CCT CTG CAA CCT AGC AGC ACC ATG GGG CAG GTG G6GA CGG CAG CTC GCC
P E M V T L P L QP S S T ¥ 66 Q0 V G R QL &

>Pstl
3600

* * * * * *

ATC ATT GGG GAC GAC ATC AAC CGA CGC TAT GAC TCA GAG TTC CAG ACC ATG TTG CAG CAC CTG CAG
I 76 00D I N R R Y S £ FQ T W L Q@ H L O

>Scal _
3680
*

* * * * * *
CCC ACG GCA GAG AAT GCC TAT GAG TAC TTC ACC AAG ATT GCC TCC AGC CTG TTT GAG AGT GGC ATC
P T A E N A Y E Y FT K I A S S L F E S G D

* * *

* * *
AAT TGG GGC CGT GTG GTG GCT CTT CTG GGC TTC AGC TAC CGT CTG GCC CTA CAC ATC TAC CAG CGT
N ¥ 6 R V V A L L G F § Y R L A L H T Y Q0 B

3760

* * * * * * *

GGC CTG ACT GGC TTC CTG GGC CAG GTG ACC CGC TTT GTG GTG GAC TTC ATG CTG CAT CAC TGC ATT
¢ L T 6 F L G QV T RFV VD F N L HHL D

3840

GCC CGG TGG ATT GCA CAG AGG GGT GGC TGG GTG GCA GCC CTG AAC TTG GGC AAT GGT CCC ATC CTG
AR W I A Q R G G W V A L N L 6 N G P T D

3920

* * *

AAC GTG CTG GTG GTT CTG GGT GTG GTT CTG TTG GGC CAG TTT GTG GTA CGA AGA TTC TTC AAA TCA
N v L v Vv L &6V VL L6 F VvV VR RFF KD
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YAf12
4000

* * * * * * *

TGA CTC CCAAGGRTGC CCTTTGGGGT CCCAGTTCAG ACCCCTGCCT GGACTTAAGC GAAGTCTTTG CCTTCTCTGC
*)

>Hind3 >Apal
4080
* * * * * +* * *
TCCTTGCAGG GGTCCCCCCT CAAGAGTACA GAAGCTTTAG CAAGTGTGCA CTCCAGCTTC GGAGGGCCCC TGTGTGGGGG

>Pstl >Ncol >Apal YApal >Aha?2
4160 | [
* * * * * * * *
CCAGTCAGGC TGCAGAGGCA CCTCAACATT CCATGGTGCT AGTGGGCCCT CTCTCTGGGC CCAGGGGCTG TGGCGTCTCC
4240
* * * * * * * *
TCCCTCAGCT CTCTGGGACC TCCTTAGCCC TGTCTGCTAG GCGCTGGGRA GACTGATAAC TTGGGGAGGC AAGAGACTGG
4320
* * * 4 * * * *

GAGCCACTTC TCCCCAGAAA GTGTTTAATG GTTTTAGCTT TTTATAATAC CCTTGTGAGA GCCCATTCCC ACCATTCTAC

>Aha?2
4400
* * * * * * * *
CTGAGGCCAG GACGTCTGGG GTGTGGGGAT TGGTGTGTCT ATGTTCCCCA GGATTCAGCT ATTCTGGAAG ATCAGCACCC
4480
* * * * * * * *
TAAGAGATGG GACTAGGACC TGAGCCTGGT CCTGGCCGTC CCTAAGCATG TGTCCCAGGA GCAGGACCTA CTAGGAGAGG
4560
* * * * * * * *
GGGGCCAAGG TCCTGCTCAA CTCTACCCCT GCTCCCATTC CTCCCTCCGG CCATACTGCC TTTGCAGTTG GACTCTCAGG
4640
* * * * * * * *
'GATTCTGGGC TTGGGGTGTG GGGTGGGGTG GAGTCGAGAC CAGAGCTGTC TGAACTCATG TGTCAGAAGC CCTCCAAGCC
4720
* * * * * * *

*
TGCCTCCCAG GGTCCTCTCA GTTCTCTCCC TTCCTCTCTC CTTATAGACA CTTGCTCCCA ACCCATTCAC TACAGGTGAA

5 f - é.bra ifj‘ Sze.“tpéteri Adém

szdbadalmi igyvive
az 8 &K. Nen\zel\fou
AL,
Y.INRD. s ot 113,

54-24-950, Fax: 34-24-323



13/26

>Stul
. 4800
* * *
GGCTCCTCAC CCCCATCCCT GGGCCTTGGG TGAGTAACCT GCTAAGGCCT CCTTGCCCAG ACTACAGGGC TTAGGACTTG
4880
* * * * * * * *

GTTTGTTATT TCAGGGAAAA GGAGTAGGGA GTTCATCTGG AGGGTTCTAA GTGGGAGAAG GACTATCAAC ACCACTAGGA

>BamH1

4960

* * * * * * * ) *

ATCCCAGAGG TGGGATCCTC CCTCATGGCT CTGGCACAGT GTAATCCAGG GGTGTAGATG GGGGAACTGT GAATACTTGA
5040

* * * * * * * *

ACTCTGTTCC CCCACCCTCC ATGCTCCTCA CCTGTCTAGG TCTCCTCAGG GTGGGGGGTG AGAGTGCCTT CTCTATTGGG
5120

* * * * * * * *

CACAGCCTAG GGTCTTGGGG GTCGGGGGGA GAAGTTCTTG ATTCAGCCAA ATGCAGGGAG GGGAGGCAGA TGGAGCCCAT
5200

* * * * *

AGGCCACCTC CTATCCTCTG AGTGTTTGGA AATAAACTGT GCAATCCCCT CAAAAAAATA AAAATAAAAA AAATAAAAAT
5280

* * * * * * * *

AAAAAAACAT TTTTTTCAAG CAGGGAGTGG TGGCTCCCGC CTGTAATCCC AGCACTTTGG GAGGCCAAGG CGTGCAGATT
5360

* * * * * * * *

GCTTCAGTTC AGGAGTTCAA GACCAGCCTG GGAAACATGG TGAAACCCCA TCTCTACTAA AAATAAAAAA TTAGCCAGGC
5440

. .

ATAGTGTCGC GCACCTGTAC TCCCAGCTAT TTGGGAGGCT GAGGTAGGAG AATTGCTTGA ACCCAGGAGG TGGAGGTTGC
5520

* * * * * * * *

AGTGAGCTGA GATCAGGCCA CTGCACTCCA ACGTAGGTGA CAGAGATAGC CTCCTTCTAA AAAAACAACC TTTTTTCCAG

>Xbal
‘ 5600
* * * * * * * *
CCAAAACAAC TGAACTTCCT CCCCACTGAC CACCTCAATT ATTTCTAGAT GCCTTGTTGC TGTCCAGACT GCGGTGATTC
5680

CCTGGGCTGA TCTGAGCCCG TGGCCTGAGT CATTTGCAGT TCCTCTAGCA GGTGGTCCCC CATGTCATGG CCCCTGTGAA
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>Hind3
5760
* * * * * *
ACCAGTTCCT TACCATCTCT GTTCATCGCT GCTCCCTAAG TTAGGCCCTG CATGTCTTGA GGGTAGGTTA GATTCAGAAA
5840
* * * * * *
AGCTTTGGTC GCATCACTGC TTTCATAAAC TCAAATGAGA GGGAGGGAGG GAAGGCAGGA AGAAGGGAGG GAGTCCTTTC
5920
* *
TCTCCCACAG TGTGCATTAC CTCATGTAAC ACTTCTTGCT AATGTGGTAG AATGTGTTTG ACTTTGAATG AGACTTGGGT
6000
* * % . 4 * * *
TTATTTTTAT TTATTTATTT ATTTATTTAT TTATTTATTT TGAGATGGAG TTTCACTCTT GTTGCCCAGG CTGGAGTGTA
6080
* * * * * * * *

GTGGCACGAT CTCTACTCAT TGCACCCTCC GCCTTCCAGG TTCAAACGAT TCTCCTGCCT CAGCCTCCCA AGTAGCTGGG

>Sphl
6160
* * * * * * * *
ATTACAGGGG CATGCCACCA TGCCCAGCTA ATTTTTQTAT TTTTAGTAGG GACGGGRTTT CACCATGTTG ACCAGGCTGG
6240
* * * * * * * *
TCTGGAACTC CTGATCTCAG GTGATCCACC TGCCTCGGCC TCCCAAAGTG TTGGGRATTAC AGGCGTGAGC CACCGTGCCT
6320
* * * * * *
GGCCTGAGAC TTAAATCCAT CTCTTTTTTC TTCTTCTTTT TGAGACAGAG CCTCATTCTG TTCCCCATGC TGGAGTTCAG
>Ball
6400
* * * * * * * *
TGGCGTGATT TTGGCTCACT GCAACCTTGG CCATCTGGGT TTGAGCAATT CTCGTGCCTC AGCCTCCTGA GTAGCTGGCA
6480

*

CTATAGTCAC ATGCCACCAC GCCCGGCTAA CTTTTTTGTA TTTTTAGTAG AGACAGGGTT TCACTATGTT AGCCAGGCTG
YEcoRl

*

GTCTCGAATT C
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80
* * * x * * * *
GAATTCTGGT AATTAGTTAA ACAACCTTGA ACAAGTTGTT TCACTTCTCT GAGTCTCAGT TTCTCACTCA AAAATGGTGA
160
* * * * * * * *
ATAATTTGTA AGACTTCGCT AATAATCTAC GACTCTACAA GAGGCAATAG GGTACTGTGG ACAGAGAGCA GGCTTTGGAA
>Hind3
>Ball
240
* * * * * * * *
ACACACAAGA CTGGGTTTAG ATTCCTGCAC TCCACCCAGT GTGTGACTTG GCCAAGCTTC TTCACTTCTC TAAACCCCCA
320
* * * * * * * *
TCTGTGTATC TGTACAGGAA TGAATGAATG AGTATGTGCA GCCAAGCTAT GCAAACTCCA GGTTAAAATA TTGCCTTGGG
YAf12

400

* * * * * * *
TTTTTTAGTA AATTGTTCAA GCCCATGACA TTCTAGCAGA AAAAGCCTAG TGRTCTCTTTC TTAAGGTGAT TGTGTCCATG
480
* * * * * * * *
TGTTTTCCAG GAACTCTATG GGTTTCTCAA CCCAAATTCA CCCTGCCCTT GACCAAATGG CTCACCAGCT TCACGGATGC

>Pstl >Pstl
560
* * * * * * * *
TGCTCTGATG ACACACCCTG CAGTCAGCAT CTGCCCCTGC AGCTAGAATG GATTTCTGAG TGGGCATTAG CTGGGGGATA
>Bgl12
640
* * * * * * * *
CCACATGGGC ACCAATGTCA CAGATCTTCT GTCACAGTCC ACCCCGAACC ATTGCTTCTC AAATCATAAT CCCTTAGCAG
>Spel

720

* * * *
GACAGCTAGG TGCAGCACGC ATGACACAAA CACCAGCCCT TGCCTACAAT CTCAGCCACT ATCTTGAGTC TGAGCAACTA
800
* * * * * * * *
GQTCTAGTGGC AGCCGCGCCC TTCCTTTTCA AGAGAGTTCT GGGATCAGAT CCTTTCACAA ACAGATCCCT CCCCACCCTG
880
* * * * * * * *

CCTGTTGTCC AGGTCTGCAC ACTGAAAAGT AAGACAGCAT TTGCTAAGCC ATATTTCAAA AAGTTTGCTT ATACCTTCAT
7a. &bra
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YAf12 »Stul

960

* * * * * * * *
CTCAGGACAA CAAGTGCCTG CTTAAGAGCC TTATGTTTGT GTAACTGGTA TTTTTTTTTC CCCTGACCTT CCAAGGCCTA
1040

* * * * * * * *
GTCTACTTTC TCCCTCCCTA GCTGAACAAA AGTGAAGTTG AAATAATTTG AACTACCCCT TTTAGTGGGC AGCCCATTTG
1120

* * * * * * * *

ATTTTTACCT TAGCCAGAGC CTTAATTTGT CCATGTGAGC ATAGCAGTAC CTTGCAGCAC CTGAGGCACA ATACATTGTT

>D{a1
>Aha3 >Ncol
e
1200
* * * * * * * I *
TAAAGAGTGA CAGTGCGTCC CATTCCAATA AGAACCACAC TCAGAGCAAA GRTTCCCTCT CCTGTGTGRA GAGTGACCCA
. 1280
* * * * * * * *
TGGTAGAAAA TTTGCAGACT TCGTTACCTC TTCATCAGTT GAAAAATCTA TTTATTCATT TATGCATTTA ATTTTCCCTA
>Pstl
4 1360
* * * * * * * *
TCTAAGCCAG GGATAGTCAA ACATTTTCTG TAAAGGGCCA AGTAGCATGA TAAATATGTT AGGCTCTGCA GGCCACTTAC
>A?a3
>Dral
1440
* * * * * * * *
AGTTTTGTCA TGTATTCTTT TTTTGCTCCC TGTTTGTATT ATTTTGTTTA CAATGCTTTA AAAATGTAAA AAAACAGATG
)A?az
1520
* * * * * * * | *
ATCACTGGAG TCTCACGGGT CCCTCGGGCC ACACAGGGAC AAGCAAAGGC TACATCCAGA TACCAGAAAT GCACTGACGC
1600
* * * * * * * *
CCGTTCCTGG AAGCTGGGCT CCCACTCAGC CCCTGGGAGC AGCAGCCTCC AGCCCCTTGG GACCTTCAAC TCCACCCTGC
* * * * * * *
TGACCCACGC GGGTTGAGCC AGCATCCCTG GAGGCTGACA CTGTCCTCCA CTGAGACCTG AAAA A;G GgA TgG Ggg

7b. &abra
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1680
* * * * * * *

CAA GGC CCA GGG CCT CCC AGG CAG GAG TGC GGA AAG CCT GCC CTG CCC TCT GCT TCT GAG GAG CAG
¢ 6 PGP P R QE C G K P AL P S A S E E Q

1760

* * * x * *

GTA GCC CAG GAC ATG GAG GGG TTT TCC GCA GCT ACG TTT TTT ACC ACC ATC AGC AGG AAC AGG AGG
V. A Q D M E G F S A AT F F T T T S R N R B

>Notl >Ncol
1840

* * * * *
CTG AAG GGG CGG CCG CCC CTG CCG ACC CAG AGA TGG TCA CCT TGC CCC TCC AAC CTA GCA GCA CCA
L K 6 R P P L P T QR ¥ S P C P S KN L A A P

* * * * 1929’ * *
TGG GGC AGG TGG GAC GGC AGC TCG CCA TCA CCA GGA CGA CAT CAA CCG GCA CTA TGA CTTCGGAGT
W 6 R W D 6 S S P S P G R H Q P A L »

>Pstl >Pstl >Scal_
l 2000
* * * * * * * *
TCCAGACCAT GCTGCAGCAC CTGCAGCCCA CGGCAGAGAA CGCCTACGAG TACTTCACCA AGATCGCCTC CAGCCTGTTT
2080
* * * * * * * *
GAGAGTGGCA TCAACCGGGG CCGTGTGGTG GCTCTCCTGG GCTTCGGCTA CCGTCTGGTC CTACATGTCT ACCAGCACGG
2160
* *
CTTGACTGGC TTCCTGGGCC TGGTGACCCG CTTCGTGGTC TTCATGCTGC AACAAGGCAT CGCCCGGTGG ATCTCGCAGA
2240
*
GGGGACGRLTER GGTGGCAGCC CTGGACTTGG GCAATAGTCC CATCCTGAAC GTGCTGGTGG TTGTGGGTGT GGTTCTGCTG
>Pvul
2320
* * * *

GGCCAGTTTG TGGTAAGAAG ATTCTTCAAA TCATGACTCC CAGGGGTGTC CTTTGGGGTC CCAGCTGTGA CCCCTGCCTG

YAf12
2400
* *

GACTTAAGCC AAGTCTTTGC CTTCCCCACT CCCTTGCAGG GGTCACCCTT CAAAAGTACA GAAGCTCTAG CAAGTGTGCA

7c. &bra
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2480
* * * * x * * *
CCCCCGCTGC GGAGGGCCCC TGCGTGGRGRG CCAGTCAGGC TGCGGAGGCA CCTCAACATT GCACGGTGCT AGTGGGCCCT
>Apal >Pstl
2560 '
* * * * * * * *
CTCTCTGGGC CCAGRGGCTG TGCCCTCCTC CCTTGGCTCT CTGGRGACCTC CTTAGTCTTG TCTGCTAGGC GCTGCAGAGG
2640
* * * * * * * *
CTGATAACTT GGGGAAGCAA GAGACTGGGA GCCACTCCTC CCCAGTAAGT GTTTAACGGT TTTAGCTTTT TATAATACCC
2720
* * * * * *
TTGGGAGAGC CCATTCCCAC CATTCTACCC AAGGCCGGGA TGTCTGGGGT GTGGGGGTTG GTGGGTCGTA ACCTACGTGC
2800
* * * * * * * *
CCCAGGATTC AGCTATTCTG GAAGATCAGA GCCTAAGAGC TAGGACTTGA TCCTGGTCCT GGCCGTCCCT AAGCATCATG
2880
* * * * * * * *
TGTCCCAGGA GCAGGACTGA CTGGRAGAGG GGACCAAGGT CCTACCCAGC TCTCCCCGTG CCCCCATTCC TCCTCCGGCC
2960
* * * * * *
ATACTGCCTT TGCAGTTGGA CTCTCAGGGA TTCTGGGCTT GGGGTGTGGG GCGGCGTGGA GTAACAGGCC AGAGCTGTCT
3040
* * * * * * * *
GAACTTATGT GTCAGAAGCC TCCAAGCCTG CCTCCCAAGG TCCTCTCAGC TCTCTCCCTT CCTCTCTCCT TATAGATACT
3120
* * * * * :
TGCTCCCAAC CCATTCACTA CAGGTGAAGG CCCTCACCCA TCCCTGGGGG CCTTGGGTGA GTGATGCGCT AAGGCCCCTC
3200
* * * * * * * *
CCCGCCCAGA CTACAGRGCT TGGTTTAGRG CTTGGTTTGT TATTTCAGGG ATAAGGAGTA GGGAGTTCAT CTGGAAGRTT
>BamH1
3280
* * * * * * * *
CTAAGTGGGA GAAGGACTAT CAACACCACA GGAATCCCAG AGGTGGGATC CTCCCTCATG GCTCTGGCAC AGTGTAATCC
3360
* *

* *

AGGGGTGGAG ATAGGGAACT GTGAATACCT GAACTCTGTC CCCCGACCCT CCATGCTCCT CACCTTTCTG GGTCTCTCCT

7d. &bra
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3440
* * * * * *
CAGTGTGGGRG GTGAGAGTAC CTTCTCTATC GGGCACAGCC TAGGGTGTTG GGGGTGAAGG GGGAGAAGTT CTTGATTCAG
3520
* * * * * * * %*
CCAAATGCAG GGAGGGGAGG CAGAAGGAGC CCACAGGCCA CTCCCTATCC TCTGAGTGTT TGGAAATAAA CTGTGCAATC
3600
* * * * * * * *
CCATCAAAAA AAAAAAGGAG AAAAAAATGT AAAAAACATT CTTAGCTGTA AGCTACTTAT AGGGGGATAA AGACAGGACT
3680
* * *
GTTAATGGAC ACAAACATAC AGTTAGAGAG AAGAAATAAG TTCTGTCCAG GCACGGTGGC TCACACCTCT AACTCCAGCA
>Bg12
3760
* * * * * * * *
CTTTGGGAGA CCAAAGTGGG AAGATCATTT GAGTCCAGGA GTTCGAGACC AGCCTGGACA ACATAGCAAG ATCTTATCTC
>DTaL
YAha3 dPstl
3840
b 4 * * * * * * *
TACAGAAAAT TTAAAAAAAA GAAAAAAACT AGCCGCACAG GTCTGCAGTC CTAGCTACTC GGGAGGCTAA GGTGGGAGAA
3920
* * * * * * * *
TCCTTGAACC CAGGGATTTA GTTTGAGGTT GCAGTGAGCT ATGATTGCAC CACTGCACTC CAGACTGGAT GACTGAGTGA
4000
* * * * * *
GACCCTGTCT CAAATATAAA GAAGGAACAA GTTCTAGTTT TCAATAGCGC AATAGGGTGA GTGCAGTTAG CAACAACATA
4080
* * *
TTGTGTATTT CAAAATAGCT ACAAGAGAGG ATATGAAGTG TTCCCCCAAA CAAGGAATGA TAACGTTCGA GGTGACAGAT
4160
* * * * * * * *
ACCTTAAATA CCCTGATTTG ATCATTACAC ATTCAATGTA TGTATCAAAA TATTACATGT ACCCCACAAA TTTGTGTAAA
>DTa1
>Aha3
4240
* * * * *

TATTATGTAT CCACTTTTTA AAGTTGGCAG AGCCCAAAAG CACTACTATG GCTTCCAGTG GTCACTGTGA GCACTGCCAG

7Je. abra
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* * * * * 4329’ * *
CTCAGCAAAT GTATCACCCA AAATCTGGGC AATGTGGGAA ATTGGCTTCA TGGCAGCTAT GGCTTTGCCA CTGATAGGAA
>Ba11
4400
* * * * * %

TGATTTCCAG AGATACTTAA TCCTCAATTC GGGACTCTTT GCTTCAGGAG TTTGGCTGGC CAGGAACATG AGTGACAGTG

>Pvu? >Xbal
4480
* * * * * * * *
ACCTCTTGGC ACTTCAGCTG GGGGTGTAGC CAAGCAGACA AATGGAATCT TGTGCTGAAC CCAAACCTTC TAGAAACAGA
>Pvu?
4560
* * * * * * * *
GCCTGTGAGC ATCACAAGAT ATGCCCTGAT GGAAGCTGAA GTTTAATTCA GCTGAGCGCT TGCCCCTTTC CAACCTGATT
>Ball
4640
* * * * * * * *

TCTTTTTGTT CCTTGAGTCC AGTCAGAATG CCATTCCCTG GCCAGCAGCC AGCCTTTAGT GACTGTCTCT GTTCTGCAAA

>Pstl
4720
* * * * * * * *
GCTCTGTATA TAGTTACTGA GTTTCTGCAG GGGGTGATCT TTGCTCTTGT CCTAAGAAAT AACTACAGTG TTTTAAGAAA
4800
* * * * * * * *

TATTTGAGGC CGGGTGCAGT GGTTCACACC TGTAATCCAG CACTTTGGGA GGCCAAGGCA GGTGGATCAT GAGGTCAAGA

>Ball
4880
* * * *
GTTTGAGACC ATCATGGCCA ACATGGTGAA ACCCCATCTC TACTAAAAAT ACAAAAATTA GCTGGGTGTG GTGGCGGGCA
>EcoR5
4960
* * * * * * * *

CCTGTAGTCC CAGCTACTCG GGAGGCTGAG GCAGGAGAAT CGCTTGAGCC TGGGAGGCGG AGGTTGCACT GAGCCGATAT

7f. abra
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5040
* * * *
CACGCCACTG CACTCCAGCC TGGCGACAGA GCGAGACTCC ATCTCAAAAA AAAGAAAAAA TAAATAGTTG AAATAAAGAC
| >Apal
5120
* *
TGCACATAAA GACAAAAAAA AAGTTTATAA AGTTAAAAAA TAAAATAAAA AACAGGCTCC AGGCTGRATT GGGCCCAGAG
5200
* * *
GCTGTAGGAC ACAGACCCCC AGCCAATGAC TTCATAAATC CGGATGTTAA TCAGCCTCAC CTGGGAATTT GGGGAGGGGA
>A?a3
>Dral YAf12
‘ 5280
* * * * * * * *
CTCATTTTAA AACAGTTTCC TGGATTCTAA CCCAACCCAG AAAATCAGAC TCTTTGAGCT AAATTCTTAA GCTCCCTGAT
, 5360
! *
GATGATGATG GAACCAGTTT ATGGCTGACC CCAGAGTACC GTCTGAAAGA CGTGCCACAT CCCTCTCTCT CCAGCCTCCC
>EcoRl
* *
CTTCTCCTCC ATTCCCCAGG GAGAATTC
7g. &bra
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