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Szezecin

1. Wstep

elem praey jest przedstawienie mozliwosei potenejalnego wykorzystania
Coligomeréw antysensowyeh jako narzedzia badawezego utatwiajgeego po-

znanie mechanizméw molekularnych, regulujgcych wytwarzanie komore
krwi. Wybiorcze blokowanie ekspresji poszczegdlnych genoéw w komoérkach
hemopoetycznych przy jednoczesnej obserwaeji skutkéw biologicznych takiego
postepowania umozliwia poznanie roli jakg poszczegdlne geny pelnig w he-
mopoezie. Zidentyfikowanie ich funkcji biologicznej ma nie tylko znaczenie
poznaweze, ale jednoezesSnie moze by¢ pomoene w przysztosSci przy opraco-
waniu nowych strategii terapeutycznyeh. Strategie takie wykorzystujace osiag-
nieeia wspo6lezesnej bioteehnologii majg za zadanie swoista ingereneje far-
makologiczng w procesy wytwarzania komoérek krwi w organizmie na poziomie
genéw i ieh produktéw biatkowych (1,2).

Za pomocg oligomeréw antysensowych mozna blokowa¢ ekspresje gendow
kodujacych:

a) cytokiny,

b) biatka receptorowe wiazace eytokiny o dziataniu stymulujgeym lub ha-
mujacym proliferacje,

c) bialia biorgce udziat w transdukeji sygnatu z pobudzonych receptoréw
do jadra komdrkowego,

d) biatka transkiypcyjne,

e) biatka regulujgee bezposrednio cykl komérkowy komorek hemopoetyez-
nych na poziomie cyklin i ich kinaz,

f) proteiny pelnigce role molekut adhezyjnych.
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Wykorzystujac strategie oligomerow antysensowych mozemy blokowac eks-
presje gendw na poziomie: transkrypcji genomowego DNA na komplementarny
MRNA lub procesu translacji sekwencji nukleotydéw tworzacych czasteczki
MRNA na sekwencje aminokwasOw biatka kodowanego przez dany gen (2).
W niektdérych przypadkach ekspresje genu mozna blokowaé bezposrednio na
poziomie produktéw biatkowych genu — wykorzystujac tzw. aptamery.
Dwie pierwsze z wymienionych moztiwosci wynikajg ze zdolnosci swoistej hy-
brydyzacji oligomeru antysensowego do sekwencji sensu w podwdjnej nici
DNA badz czasteczce mRNA. Ostatnia jest natomiast wynikiem istnienia po-
winowactwa molekularnego niektorych biatek wewnatrzkomérkowych do se-
kwencji nukleotydéw zawartych w aptamerach.

Ze wzgledu na mozliwosci niespecyficznego toksycznego dziatania stosowa-
nych zwigzkéw strategia oligomerdw antysensowych budzi jeszcze nieco kon-
trowersji. Dlatego tez w prezentowanej pracy chcielibysmy zwrocié uwage czy-
telnika na wyniki tych doswiadczen, w ktérych zablokowanie funkcji poszcze-
golnych genéw w komodrkach hemopoetycznych za pomoca oligomeréw anty-
sensowych pozwolito na prawidtowe zidentyfikowanie roli jakg one peinig
w procesach krwiotworzenia (3,4,5,6,7,8,9). Wyniki doswiadczen, ktdrych
przedmiotem jest prezentowana praca zostaty bowiem nastepnie potwierdzone
przy zastosowaniu innych metod badawczych, takich jak: otrzymanie za po-
mocg techniki homologicznej rekombinacji zwierzat doswiadczalnych posiada-
jacych mutacje odpowiednich gendw, zblokowanie funkcji produktéw biatko-
wych genéw za pomoca przeciwcial monoklonalnych tub tez w wyniku bezpo-
$redniej anati2y funkcjonalnej in vitro lub in vivo otrzymanego rekombinowanego
produktu biatkowego kodowanego przez interesujacy nas gen (10,11,12,13,14).

W zwigzku z tym skoncentrujemy sie gtéwnie na omoéwieniu funkcji jaka
petniag w regulacji procesow proliferacji i réznicowania ludzkich komorek
hemopoetycznych produkty biatkowe genéw kodujacych:

a) czynnik transformacji nowotworéw — beta (TGF - 3),

b) receptory hemopoetyczne: c - kitR, STK - IR, IGF - IR, ¢ - mpIR,

c) biatko biorgce udziat w transdukcji sygnatu: c - vav,

d) biatko regulujgce procesy transkrypcji w jadrze komdérkowym: ¢ - myb.

Wiekszos¢ z prowadzonych badan identyfikujgcych role jakg petnia wymienione
geny w regutacji protiferacji komérek hemopoetycznych cztowieka przeprowadzono
pierwotne w naszym laboratorium. Narzedziem badawczym, jak wspomniano, byta
analiza ich funkcji w oparciu na strategii oligomeréw antysensowych.

2. Wykorzystanie strategii oligonneréw antysensowych
w badaniach nad proliferacjg
ludzkich knviotworczych konndrek macierzystych

Wiadomo, ze komorki kr*wi wytwarzane sg w szpiku kostnym. Znajdujaca

sie w mikrosrodowisku hemopoetycznym szpiku niewietka pula krwiotwor-
czych komorek macierzystych (KKM) zapewnia ciggtos¢ produkcji komérek
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krwi obwodowej. Zblizamy sie eoraz bardziej do poznania petnego wzoru anty-
genowego ludzkieh KKM (15). Z ehwllg, gdy to nastgpi bedziemy w stanie
izolowac je z narzgdoéw hemopoetyeznyeh za pomocg technik immunoabsorpcji.

Prawie wszystkie KKM ludzkiego szpiku kostnego znajdujg sie w fazie spo-
ezynkowej eyklu komoérkowego. W danym momeneie tylko znikomy ieh odse-
tek proliferuje réznicujge sie w kierunku krwiotwérczyeh komoérek ukierun-
kowanyeh (KKU) nalezacych do poszczegolnych linii krwiotworczych (16). Do
niedawna uwazano, ze przyczynag stanu spoczynkowego KKM jest to, ze nie
podlegaja one wptywowi ezynnikéw wzrostowyeh stymulujgcych proliferacje.
W Swietle najnowszyeh badarn ten punkt widzenia okazat sie jednak zbyt
uproszezony. Stosujge strategie oligomeréw antysensowyeh udowodniono bo-
wiem, ze stan spoezynkowy ludzkich KKM jest nie tyle wynikiem braku ieh
stymulowania, leez przede wszystkim rezultatem aktywnego hamowania pro-
liferaeji przez niektére z eytokin, ktdére negatywnie regulujg eykl komorkowy.
Niektore z tyeh eytokin produkowane sa przez KKU, a by¢ moze nawet przez
same KKM (16,17).

Na podstawie uzyskanyeh z przeprowadzonyeh badan wynikéw pojawita
sie koncepeja ttumaezagea istnienie autokrynnej petli hamujaeej proliferaeje
KKM. Deeydujaey udziat w jej funkejonowaniu ma odgrywa¢ m.in. nowotwo-
rowy ezynnik transformujgey beta (TGF-J3) (17). Okazato sie, ze wylgczenie
ekspresji TGF w ludzkieh KKM za pomocg oligomeréw antysensowyeh lub
swoistyeh, blokujgeyeh przeeiweiat monokolnalnyeh w hodowlach in vitro po-
woduje, ze wiekszy odsetek wezesnyeh komérek hemopoetyeznyeh po stymu-
lacji krwiotworczymi czynnikami wzrostowymi zaczyna proliferowac¢ (17). Uwa-
za sie, ze zablokowanie w KKM autokrynnej petli hamujacej TGF-_6 za po-
moeg oligomeréw antysensowyeh moze znalezé w przysztosci praktyczne za-
stosowanie w prébaeh namnazania KKM poza organizmem, np. dla celéw
transplantaeyjnych. Warto nadmieni¢, ze ostatnio zidentyfikowano szereg bia-
tek wewnatrzkomorkowyeh negatywnie regulujaeyeh eykt komdérkowy poprzez
interakeje z cyklinami badz kinazami zaleznymi od cyklin. Sg to biatka: pl6,
p21 i p27 (16). Strategia oligomerow antysensowyeh wydaje sie szezegoOlnie
przydatna w badaniaeh oeeniajacyeh ewentualny wptyw tyeh biatek na ha-
mowanie proliferagji ludzkich KKM i KKU. Badania takie podjeto juz w na-
szym laboratorium.

Na podstawie przeprowadzonyeh wilasnyeh badan wynika, ze stan prolife-
racji KKM i KKU wystepuje we wezesnyeh etapach ich namnazania i rézni-
cowania — wypadkowa dziatania petli stymulujacych jak i hamujgcych cykl
komorkowy. We frakcji komadrek ludzkiego szpiku posiadajgeej zaréwno anty-
gen CD34 jak i reeeptory STK - 1 oraz e - kit, a zatem wzbogaeonej w KKM
i KKU — wykazaliSmy bowiem obeenos¢ ekspresji: ligandu receptora e - kit
(KL) oraz ligandu reeeptora STK - 1 (STKL). Obecnie badamy wptyw zniesienia
ekspresji gendéw kodujacych wymienione ligandy na potenejat proliferaeyjny
w hodowlaeh in vitro ludzkieh KKM i KKU.
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3. Rola receptorow STK-1 (FLK2/FLT3), c-kit | IGF-1
w proliferacji ludzkich komorek hemopoetycznych

Receptory STK - 1 (FLK - 2/FLT3) oraz ¢ - kit nalezg do receptoréw posia-
dajacych wewnetrzng aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Ulegajg one ekspresji
na najwczesniejszych ludzkich komoérkach hemopoetycznych (3,4,5,18,19).
Swoiste Ugandy produkowane sg gtoéwnie w komodrkach podscieliska szpiku
kostnego. WspomnieliSmy juz, ze postugujac sie technikg RT - PCR ekspresje
tych tigandow wykrylismy réwniez we frakcji komorek szpiku ludzkiego wzbo-
gaconej w KKM i KKU. W momencie, gdy wymienione receptory zostaty zi-
dentyfikowane i opisane, odpowiednie Ugandy nie byty jeszcze odkryte i sklo-
nowane.

Pierwsze dane funkcjonalne dotyczace roli jaka pelnig wymienione recep-
tory w regutacji hemopoezy czlowieka zostaty uzyskane dzieki strategii oligo-
meréw antysensowych. W tym celu dysponujac sekwencjami cDNA koduja-
cymi odpowiednie receptory ustalilismy sekwencje nukleotydowe odpowied-
nich oligomeréw antysensowych. Niektore z nich okazaty sie biologicznie
aktywne i swoiscie hamowaty w komodrkach ekspresje mRNA dla tych biatek
receptorowych. Wykorzystujgc przygotowane oligomery zablokowaliSmy w lu-
dzkich komoérkach hemopoetycznych ekspresje swoistych czasteczek mRNA
kodujacych receptory STK - 1 (FLK2/FLT3) lub ¢ - kit. Wptyw zniesienia eks-
presji odpowiednich receptoréw na proliferacje i r6znicowanie komoérek szpiku
ocenialiSmy nastepnie w testach klonogennych in vitro (19,3).

Efekt zniesienia ekspresji receptora STK - | byl najbardziej widoczny na
poziomie komoérek inicjujacych hodowle diugoterminowe szpiku (19). Sa to
jedne z najmtodszych ludzkich komérek hemopoetycznych — zblizone czyn-
nosciowo do KKM. Zaburzenie w ekspresji receptora STK - 1 prowadzito do
znacznego upostedzenia proliferacji tych komorek. Opierajac sie na wynikach
przeprowadzonych przez nas wiasnych doswiadczen wysuneliSmy hipoteze,
ze receptor STK - 1 (FLK2/FLT3) jest niezwykle wazny w proliferacji najmtod-
szych ludzkich komorek ukiadu krwiotwérczego (19).

Swoisty Ugand receptora STK - 1| (FLK2/FLT3) zostat sklonowany dopiero
przed kilkoma miesigcami. Okazato sie, ze zgodnie z tym jak przewidzielismy
to za pomocg strategii oligomeréw antysensowych — bierze on istotnie udziat
w regutacji namnazania najmiodszych ludzkich komérek krwiotwdérczych
(20,21).

Efekt zniesienia za pomocg oligomeréw antysensowych w ludzkich komor-
kach hemopoetycznych ekspresji drugiego z badanych receptoréw hemopoe-
tycznych — receptora c - kit widoczny byt z kolei w najwieks?*ym stopniu
w ludzkich KKU uktadu czerwonokiwinkowego (3,4,5). Zmniejszenie ekspresji
receptora c - kit prowadzito bowiem do okoto 70% zahamowania in vitro wzro-
stu klonogennego erytropoetycznych KKU. Prawidtowo$¢ uzyskanych przez
nas wynikéw potwierdzita nastepnie inna grupa badawcza — blokujac fun-
kcje receptora c - kit na powierzchni ludzkich komoérek hemopoetycznych za
pomocg swoistych przeciwciat monoklonalnych (10). Ugand receptora c-Kit
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jest obecnie sklonowany i, jak wiadomo, bedac waznym czynnikiem hemo-
poetycznym — odgrywa m.in. decydujacg role w proliferacji ludzkich KKU
uktadu czerwonokrwinkowego. Uwaza sie, ze eiytropoetyczne KKU czlowieka
sg szczegoblnie wrazliwe na zaburzenia w interakcji: receptora c - Kit ze swoi-
stym ligandem (KL).

Trzeci z receptorow — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrosto-
wego typu | (IGF —1) nalezy réwniez do rodziny receptorow posiadajgcych
wewnetrzng aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej. Do niedawna uwazano, ze IGF - |
jest niezbednym czynnikiem wzrostowym dla ludzkich komérek uktadu krwio-
twdlrczego — szczegdlnie uktadu czerwonokrwinkowego (22). Oceniajac role
IGF - | w regulacji proliferacji komérek hemopoetycznych cztowieka posta-
nowilismy ponownie wykorzysta¢ jako narzedzie badawcze strategie antysen-
sowa. Ku naszemu zaskoczeniu w przeprowadzonych badaniach wykazalismy,
ze zniesienie ekspresji receptora dla IGF - | w komodrkach uktadu krwiotwor-
czego nie zmniejszato potencjatu proliferacyjnego ludzkich KKU (6). Wysune-
lisSmy wowczas przypuszczenie, ze rola IGF - | w proliferacji najwczesniejszych
ludzkich komérek hemopoetycznych posiadajgcych antygen CD34 jest prze-
ceniana, a IGF —1 by¢ moze odgrywa dopiero pewng role w koncowych eta-
pach hemopoezy, np. w procesie terminalnego dojrzewania komérek hemo-
poetycznych (6). Obsei*wacja ta zostata ostatnio potwierdzona w modelu zwie-
rzecym (11). Myszy z w3rwotanymi doswiadczalnie za pomoca techniki homo-
logicznej rekombinacji mutacjami genéw, ktore kodujg IGF —1 i jego swoisty
receptor posiadajg bowiem prawidlowo wyksztatcony uktad krwiotwoérczy. In-
na z gr*up badawczych, postugujgc sie z kolei modelem in vitro, udowodnita,
ze IGF - | faktycznie nie wptywa na proliferacje wczesnych KKU uktadu czer-
wonokrwinkowego, lecz jedynie na proces terminalnego dojrzewania pro-
i erytroblastow oraz na sama juz hemoglobinizacje krwinek czerwonych (12).
Korzystajac z mozliwosci jakie niesie ze sobg strategia oligomeréw antysen-
sowych i tym razem udato sie prawidtowo zidentyfikowaé role biologiczng
kolejnego receptora hemopoetycznego.

4. W jaki sposOb strategia oligomeréw antysensowych
przyczynita sie do odkrycia megakariocytopoetyny

Réznicowanie sie KKM w kiemnku megakariocytowym podlega precyzyj-
nym mechanizmom regulacyjnym. Megakariocyty sa terminalnie zréznicowa-
nymi komorkami uktadu plytkotwérczego i wystepuja w szpiku kostn}m.
W wyniku fragmentacji wiasnej cytoplazmy uwalniajg do krwi plytki. Wiado-
mo, ze biorg one wazny udziat w regulacji procesow krzepniecia. Od dawna
wiedziano, ze zaden ze znanych do tej pory krwiotwérczy czynnik wzrostowy
nie jest tak efektywny w stymulowaniu w hodowlach in vitro wzrostu kolonii
megakariocytowych, jak surowica lub frakcje biatek uzyskane z moczu od
pacjentéw cierpigcych na aplazje szpiku (23). Stusznie podejrzewano, ze su-
rowica tych pacjentow zawiera m.in. nie zidentyfikowany do tej pory czynnik
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wzrostowy swoisty dla uktadu megakariocytowego. Praee nad izolacja tej swoi-
stej megakarioc3Ttopoetyny rozpoczeto w wielu laboratoriach.

W tym samym czasie, gdy rozpoczeto poszukiwanie megarkariocytopoetyny
pojawito sie doniesienie o odkryciu nowego onkogenu, ktory wystepuje w ma-
teriale genetycznym wirusa wywotujgcego u myszy zespoty mieloproliferacyjne.
WKkrotce okazato sie, ze gen ten koduje nowy receptor hemopoetyczny (7).
Gen kodujacy receptor, a co najwazniejsze, analogiczny gen ludzki szybko
znaleziono i sklonowano. Receptor ten nazwano w skrécie ¢ - mpl. Chcac
poznaé nastepnie jego funkcje biologiczng zastosowano i tym razem strategie
antysensowa. Okazato sie, ze zniesienie ekspresji genu kodujacego ten recep-
tor w ludzkich komdérkach hemopoetycznych hodowanych in vitro powodowato
wybidrcze uposledzenie wzrostu kolonii megakariocytowych. Wysunieto wow-
czas przypuszczenie, ze ¢ - mpl jest receptorem dla hipotetycznej megaka-
riocytopoetyny (7).

Opierajac sie na W3mikach wspomnianych badan kilka niezaleznych zespo-
téw badawczych podjeto prace nad znalezieniem ligandu dla tego receptora.
Wysitek zostat uwienczony sukcesem i ligand receptora ¢ - mpl zostat odkryty
kilka miesiecy temu (13). Okazat sie on faktycznie cz5ninikiem stymulujagcym
wybidrczo wzrost kolonii megakariocytowych czyli od dawna poszukiwang
megakarlocytopoetyna. Nie ulega watpliwosci, ze wkrétce zostanie wprowadzo-
ny do kliniki jako lek efektywnie stymulujacy produkcje phytek krwi.

5. Strategia antysensowa w badaniu biatek
biorgcych udziat w transdukcji sygnatu
z receptoréw do jadra
oraz funkcji niektorych biatek wewnatrzjgdrowych

Funkcje bialek petniacych role receptoréw powierzchniowych komorki lub
odpowiednich cytokin mozna ocenia¢ w wamnkach in vitro, a nawet in vivo
blokujac ich czynnos¢ biologiczng za pomoca swoistych przeciwciat monoklo-
nalnych. Strategii tej ze zrozumiatych wzgledéw nie mozna wykorzysta¢ do
badan czynnosciowych, dotyczacych biatek, ktére znajdujg sie wewnatrz cy-
toplazmy lub w jadrze komérkowym.

W pr/~ypadkach tych szczegélnie przydatna jest strategia oligomeréw anty-
sensowych. Oligomery antysensowe moga bowiem penetrowaé do wnetrza zy-
wych komoérek i wybiérczo blokowaé ekspresje wybranych genéw kodujacych:
biatka biorgce udziat w transdukcji sygnatu z pobudzonych receptoréw do
jadra lub biatka regulujace transkrypcje genéw w jgdrze komérkowym. Efekt
wyltgczenia danego genu w zywych komadérkach mozna nastepnie oceni¢ w od-
powiednim modelu doswiadczalnym in vitro, a nawet in vivo.

Oceniajgc w komérkach hemopoetycznych funkcje niektérych biatek bio-
racych udziat w transdukcji sygnatu z receptoréw do jadra wykorzystaliSmy
ponownie strategie oligomerow antysensowyeh. Na tej podstawie ocenialiSmy
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m.in. role jaka petni w transdukeji sygnatu w ludzkieh KKU biatko kodowane
przez protoonkogen e - vav (8). Uposledzenie ekspresji tego biatka w komor-
kaeh hemopoetycznyeh eztowieka prowadzito do zahamowania wzrostu kolonii
mieszanych, tworzonych przez jedne z najwcze$niejszyeh ludzkieh KKU tzw.
CFU - Mix (ang. Colony Forming Units of Mixed Lineages). Obserwowalismy
rowniez zahamowanie wzrostu kolonii uktadu ezerwonokrwinkowego. Dane
te wskazuja na udziat w ludzkich komérkach hemopoetycznyeh biatka ¢ - vav
w transdukeji sygnatu poprzez reeeptor e - kit.

Przykiadem badania funkeji biologieznej genu regulujgeego proeesy trans-
krypeji w jadrze komérkowym byto zastosowanie tej strategii do oeeny biolo-
gicznej funkeji protoonkogenu e - myb. Biatko e - myb jest, jak wiadomo,
czynnikiem transkiypeyjnym, pelnigeym role aktywatora transkrypcji wielu
waznych gendw (24). Swoista sekweneja nukleotydowa wigzaea biatko e - myb
wystepuje w promotoraeh wielu genéw. W wykonanych doswiadczeniach ha-
mujac za pomoca oligomeréw antysensowyeh ekspresje mRNA kodujgeego
biatko ¢ - myb obserwowalismy zahamowanie proliferaeji ludzkieh komoérek
hemopoetyeznych nalezaeych do wszystkieh linii uktadu krwiotwérezego. Uzy-
skalisSmy w ten sposéb dowdd, ze biatko ¢ - myb petni gtéwng role w regulaeji
proliferaeji komdérek hemopoetycznyeh (9). WykazaliSmy rowniez, ze zniesienie
ekspresji biatka ¢ - myb w komodrkach szpiku kostnego zmniejszato réwno-
czesnie ekspresje reeeptora c - kit. WysuneliSmy wowezas kolejng hipoteze,
ze biatko ¢ - myb jest niezbedne w aktywacji transkrypcji genu c - kit w ko-
morkach hemopoetycznyeh (3,4,5).

Dane te uzyskane za pomoeg strategii oligomeréw antysensowyeh, zostaty
ostatnio potwierdzone w modelu do$wiadezalnym in vivo u myszy (14). U zwie-
rzat tyeh ekspresje genu kodujgeego gen ¢ - myb trwale zaburzono, stosujgc
technike tzw. homologicznej rekombinaeji. Myszy, ktére w wyniku tej proee-
dury nabyly mutaeje genu kodujgeego biatko e - myb ging wewnatrzmaeieznie
i wykazujg objawy zahamowania dojrzewania komérek ukiadu krwiotwéreze-
go. Warto réwniez nadmienié, ze zablokowanie u mysieh ptodéw prawidtowej
czynnosei genu kodujaeego biatko e - myb powodowato obraz kliniezny spo-
tykany u zwierzat z wrodzonym defektem receptora e - kit (mutaeja loeus w).
Swiadezyloby to o udziale biatka e - myb w transaktywacji genu kodujgeego
reeeptor c¢ - Kkit.

Faktyczny udziat biatka c - myb w regulacji ekspresji reeeptora e - kit
w ludzkieh komdrkach hemopoetycznyeh potwierdziliSmy ostatnio za pomoca
badan czynnosciowych oceniajgc regulacje ekspresji promotora genu e - kit
cziowieka (25).

Podsumowanie
w przedstawionej praey staraliSmy sie oméwic¢ aspekty praktyczne zasto-

sowania strategii oligomeréw antysensowyeh w ocenie funkcji biologicznej ge-
now, ktére reguluja namnazanie i réznicowanie ludzkich komorek hemopoe-
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tycznych. Strategia ta pozwolita na prawidtowa ocene i zidentddikowanie roli
biologicznej poszczegdlnych oméwionych w pracy gendw. Wyniki przytoczo-
nych w pracy badan zostaty juz potwierdzone innymi metodami badawczymi.
Swiadczy to o tym, ze strategia oligomeréw antysensowych staje sie uznang
metoda badawczg wspoétczesnej hematologii molekularnej.

Poznanie fizjologicznych mechanizmdw regulujacych wytwarzanie w orga-
nizmie komoérek krwi oraz ingerencja w nie za pomocg oligomeréw antysen-
sowych posiada wazny aspekt kliniczny. Jakie praktyczne zastosowanie
w medycynie klinicznej znajdg oligomery antysensowe okaze najblizszy czas
(26,27,28,29).
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The application of antisense oligodeoxynucleotides strategy in studies
on molecular regulation of haematopoiesis

Summary

In this paper, different aspects of the application of antisense strategy in experimental hae-

matology based on own experimental results are discussed. This strategy was succesfully applied
to study a role of the: ¢ - kit, STO - 1 (FLK2/FLT3), IGF - IR, ¢ - mpl, ¢ - vav and ¢ - myb genes
in the regulation of human haematopoiesis.
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