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d e n a t u r a t i o n fo r 3 0 5 a t 7 2
“

C
, a n n e a li n g fo r 30 5 a t

56
O

C
, a n d e x t e n s i o n fo r 1 m i n a t 72

“

C : fo l lo w e d b y a if n a l

i n e u b a t io n
fo

r 10 m i n a t 7 2
“

C
.

T h e P r o d u e t s w e r e s e P a -

r a t e d b y a g a r o s e g e l e l e e t r o P h o r e s i s
,

P u r i if e d fr o m t h e a g a -

r o s e g e l a n d e l o n e d in t o a T c a r r i e r P l a s m id (T r a n s G e n

C o
.

) fo r s u b e l o n in g
.

I n s e r t i o n o f t h e fr a gm e n t w a s c o n -

if rm e d b y s e q u e n e i n g
.
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3
.

Re u slt S

U si ng b l o o de oll e et e d f ro m st ag e 16e hi ek eb m ry o s,

w e

i s o la te d a e o n s id e r a b le n u m b e r o f ly m Ph o id m o n o n u c l e a r

e e ll s
,

w h i e h w e r e sm a ll e r t h a n ir r e g u l a r ly s h a P e d e r y t h r o
-

e y t e s ( d a t a n o t s h o w n
)

.

A P o r t io n o f ly m Ph o i d m o n o n u -

e l e a r c e ll s w e r e a b le to fo mr
e r y t h r o e y t e r o s e t t e s w h e n

m ix e d w i t h SR B C s (T a b l e l )
.

L igh t m i e r o s e o P y in d i e a t e d E
一

P o s i t iv e r e a e t i o n s a m o n g

m o n o n u c l e a r e e l l s i s o l a t e d fr o m t h e P e r iP h e r a l b l o o d o f
s t a g e 16 e h i e k e m b r y o s a t a fr e q u e n e y o f a PP r o x im a t e ly

30叹
〕

.

T h e m o r Ph o lo g y o f t h e e e l ls w a s s im il a r t o t h a t o f

m a t u r e c h i c k T ly m P h o id e e ll s
, e x c e P t t h a t t h e e h i e k

e m b r y o n ic e e l l s e x h ib i t e d s l ig h t l y s t r o n g e r s t a i n i n g

( F ig
.

l a )
.

T h e d i a m e t e r o f t h e E c e l ls w a s b e tw e e n 4 a n d

5 林m
, a n d t h e e e ll s w e r e r e g u la r i n sh a P e ,

w i t h b l u e s t a i n i n g

o f t h e e y t o P la s m a n d n u e l e u s u s in g G ie m s a 一W r ig h t
, 5 s t a i n :

m o r e o v e r ,

t h e n u e le i w e r e r e la t i v e ly la r g e a n d r o u n d o r

o v o id
.

S c a n n i n g e l e c t r o n m i c r o s e o Py i n d ie a t e d s e v e r a l s ig n i if
-

e a n t d i ffe r e n e e s i n m o r P h o l o g y b e t w e e n t h e s t a g e 16 e h ie k

e m b r y o E e e l ls ( F ig
.

l b ) a n d m a t u r e T ly m P h o id e e ll s

( F ig l e )
.

B o t h w e r e r o u n d o r o v a l in sh a P e : h o w e v e r ,

t h e

v o l u m e o f t h e E c e ll s w a s l a r g e r t h a n th a t o f t h e m a t u r e

e h i e k T ly m P h o id e e l ls (中 = 34 林m )
, a n d s m a l l i n t r o e e s -

s io n s w e r e d i s t r ib u t e d a e r o s s t h e E e e l l s u r fa e e ,

w h e r e a s

t h e s u r af e e o f t h e m a t u r e c h ie k T ly m Ph o i d c e l ls b o r e d ig
-

it iof r m v i ll i li k e P o ll i a c k e t a l
.

【7」h a d r e P o r t e d
.

T r a n s m i s s i o n e le e t r o n m i e r o s e o P y a l s o i n d i e a t e d s ig n i -f

ie a n t d iffe re n e e s b e t w e e n t h e e h ie k e m b r y o n i e e e ] 15 ( F ig
.

Z a )
a n d m a t u r e e h i c k e n T ly m P h o id c e ll s (F ig

.

Z e )
.

F o r e x a m
-

P l e
,

t h e e e ll b o d y in t h e e m b r y o n i c e e l l s w a s la r g e r t h a n

t h a t i n t h e m a t u r e e h i c k e n T ly m P h o i d c e ll s
, a n d n u m e r o u s

sm a l l i n t r o e e s s i o n s w e r e d i s t r ib u t e d a c r o s s t h e e e l l s u r fa e e
.

In a dd i t i o n , e o m P a r e d t o t h e T ly m Ph o i d e e l l s
,

t h e e m b r y
-

o n ie e e l l s h a d a Ia r g e r n u c le a r 一 e y t o P l a sm i c r a t i o
,

a b r o a d e r

P e r i n u c le a r e i s t e r n a , a c le a r n u e l e a r m e m b r a n e
,

a la r g e a n d

o b v i o u s n u c le o l u s ,

l i t t l e h e t e r o e h r o m a t i n
,

la r g e e y t o P l a s -

m i e m i t o e h o n d r i a
, n u m e r o u s l y s o s o m e s

,

a n d fe w r ib o -

s o m e s
.

I n e o m P a r i s o n ,

t h e T e e l ls b o r e m a n y s u r fa e e

m i c r o v i ll i a n d t h e ir n u c le a r e h r o m a t i n w a s h i g h l y e o n -

d e n s e d ; a ls o ,

t h e r e w a s a n a b u n d a n e e o f fr e e r ib o s o m e s

in t h e e y t o P la s m
,

b u t fe w m it o c h o n d r ia
.

In b o t h e e ll t y P e s ,

h o w e v e r ,

t h e m o d e o f e o n n e c t i o n w i t h

t h e SR B C s a n d t h e m o d e o f e n t r y in t o t h e e e ll s v i a t h e E

r e c e P t o r w e r e t h e s a m e
.

In b o t h e a s e s , a fl o c c u le n t e a P
-

s h a P e d c o n n e c t i o n w a s o b s e r v e d o n t h e s u r af e e ( F ig
.

Zb
,

幻
,

t h r o u g h w h ie h t h e c o m p o u n d w a s a b le t o e r o s s in t o

t h e e y t o P la s m a n d e n t e r d i r e c t ly i n t o t h e P e r i n u e l e a r c i s
-

t e r n a a lo n g w it h m ic r o t u b u le s (F ig
.

Z e ,

d
,

g )
,

T h e o b s e r v e d e r y t h r o e y t e r o s e t t e r e a e t i o n s in d i e a t e t h a t

m a t u r e h u rn a n T l y m P h o id
,

m a t u r e e h i e k T
, a n d e h ie k

e m b r y o E e e ll s e o n t a i n a s u r fa e e P r o t e i n e a P a b l e o f i n t e r -

a c t i n g w i t h s h e e P e r y t h r o c y t e s t o fo rm e r y t h r o e y t e r o s e t t e s

a n d t h a t t h e m o l e c u la r w e ig h t o f t h e h u m a n 一

d e r iv e d P r o -

t e i n 15 g r e a t e r t h a n t h a t o f t h e e h i c k
一

d e r iv e d P r o t e in E a e h

o f t h e s e P r o t e i n s w a s a PP r o x im a t e ly 5 0 k D i n s iz e ( F i g
.

3 a )
.

U s i n g R T
一

P C R
,

w e a m P li if e d th r e e e D N A fr a g m e n ts fr o m

c h ic k e m b r y o a n d fo w l P e r iPh e r a l b l o o d E
一

P o s i t iv e e e l ls
,

t h e le n g t h s o f w h ie h w e r e 3 0 0
,

4 0 0
, a n d s ()0 b P r e s P e e t l v e l y

( F ig
.

3 b )
.

B a s e d o n t h e Ie n g t h s o f t h e fr a g m e n t s
,

w e id e n t i
-

if e d fr a g m e n t 2 a s t h e g e n e o f i n t e r e s t
.

T h e r e of r e
,

fr a g m e n t

2 w a s P u r i if e d
, e l o n e d in t o P G E M

一

T
, a n d s e q u e n e e d

.

T h e

d a t a in d i e a t e d 99
.

3 6% h o m o lo g y b e t w e e n t h e fo w l a n d

e h i e k e m b r y o s e q u e n e e s a n d 99
.

6% h o m o l o g y b e t w e e n

t h e s e q u e n e e o f t h e a m P li if e d fr a gm e n t a n d t h e s e q u e n c e

o f e h i e k C DZ i n t h e N C B I d a t a b a s e
( F ig

.

4 )
.

B L A ST a l l a l
-

y s is s h o w e d t h a t t h e fr a g m e n t e o n s i s t e d o f t h r e e e x o n s

w i t h o u t in t r o n s
.

4
,

D is e u s s i o n

T a b丈e l

N u m b
e r o f e r y th r o e y t e r o s e t t e r e a e t 1o n s l n v o lv in g m o n o n u e le a r e e l ls fr o m

t h e Pe r iP h e r a l b lo o d o f e h ic k e m b r y o s

N 0 N u m b e r o f ce l}

C o ll n t

C h ie k e m b r y o E e e ll

CO ll fl t

P o s l t iv e
ra t e

(叭
,

)

3 2

2 9

3 1
.

5

3 2
.

5

3 1

3 1
.

2

W e a n a l y z e d t h e e x P r e s s i o n o f c h i e k e n C D Z o n h e m a t o
-

g e n i e c h i e k e n e m b r y o y o lk s a c ly m P h o id e e l l s a n d e lo n e d a

〔户刀2 e D N A fr a

脚
e n t fr o m of w l m a t u r e T e e ll s a n d y o lk

s a e h e m a t o g e n i e c h i e k e m b r y o b l o o d e r y t h r o e y t e r o s e t t e
-

P o s i ti v e e e l l s
.

W e s h o w e d t h a t c i r e u la t o r y b l o o d e e ll s fr o m

5 t a g e 16 e h ie k e m b r y o s e x P re s s C D Z o n t h e i r s u r af e e
,

s im
-

il a r t o m a t u r e e h i e k T l y m Ph o id c e l ls
.

S i n c e t h e d i s e o v e r y o f a T ly m P h o i d e e ll s u r fa e e a n t i g e n

u s in g a m o n o c lo n a l a n t i b o d y
,

t h e r e h a v e b e e n s e v e r a l

r e P o r t S o f n o v e l C D m o l e e u l e s i n e h ic k e n l y m Ph o i d c e l l s

[8」: h o w e v e r , u n t il n o w
,

fe w r e P o r t s o n e h ie k e n C D Z h a v e

b e e n P u b li s h e d
.

U P o n c o m P le t i o n o f t h e e h i c k e n g e n o m e

P r
oj

e c t
,

t h e s e q u e n c e o f c h ie k e n C DZ w a s d e d u e e d u s i n g

a e o m P u t e r
.

W e P r e v i o u s l y s h o w e d t h e P r e s e n e e o f n u m e r -

o u s l y m p h o i d m o n o n u e l e a r c e l ls i n s t a g e 12 (4 8 h ) e h ie k e n

e m b r y o s a n d d e m o n s t r a t e d t h a t a P o r t i o n o f t h e m a r e a b le

t o fo rm e r y t h r o e y t e r o s e t t e s u P o n e x P o s u r e t o sh e e P e r y t h
-

r o c y t e s : m o r e o v e r ,

t h e y a r e a b le t o i n d u e e a T Iy m p h o i d

e e l l
一 sP e e i if e A N A E

一

P o s i t i v e r e a e ti o n , a n d t h e P r o P o r t i o n

o f P o s i t i v e e e ll s in e r e a s e s s ig n iif c a n t ly d u r i n g e h i c k e m b r y o

d e v e l o Pm e n t 仁3
,

4〕
.

T h e s e d a t a i n d ic a t e a n a b u n d a n e e o f

ly m P h o i d c e l l s i n t h e b lo o d d u r i n g y o l k s a e h e m a t o g e n e s i s
,

w h i c h 15 i n d e P e n d e n t o f t h e P r e s e n e e o f l o e a l af c t o r s fr o m

t h e e m b r y o n i e Ii v e r a n d t h y m u s , e x e e P t fo r g ig a n t o c y t e s
.

M o r e o v e r ,

t h e m o r P h o l o g y o f t h e s e e e l l s w a s s im il a r t o t h a t

o f m a t u r e l ym P h o i d e e l l s
, a n d t h e le v e l o f h o m o l o g y

b e t w e e n t h e C D Z e x p r e s s e d o n t h e E + a n d m a t u r e e h i e k

T l y m P h o id e e l l s w a s 9 9
.

3 6%
.

C D Z 15 k n o w n a s E r e e e P t o r , a l s o a s T l l
,

o r l y m P h o e y t e

fu
n e t i o n 一 a s s o e i a t e d a n t i g e n Z ( L F A

一

2 ) 「9〕
.

e n Z 15 d i s t r i b
-
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u t e d a c r o s s t h e s u r af e e o f th y m o e y t e s
,

m a t u r e T l ym Ph o id

e e ll s
, a n d m o s t N K e e l l s

,

w h e r e i t fu
n c t i o n s i n e e ll u la r

a d h e s i o n a n d a s a s ig n a li n g m o l e c u le w i t h im P o r t a n t r o l e s

in e e ll m a t u r a t i o n , r e o r g a n i z a t i o n , a e t i v a ti o n , a n d a P o P t o
-

5 15 【101
.

L y m P h o id c e l l P r o l i fe r a t i o n 15 a k e y P a r t o f t h e

im m u n e r e s P o n s e , a n d C D Z 15 a s s o e i a t e d w i t h t h e a c t i v a -

t i o n a n d P r o l i fe r a t i o n o f ly m Ph o id c e l l s : t h u s ,

C D Z 15 a n

im P o r t a n t t o P i e i n im m u n o g e n e s i s a n d im m u n o r e g u la t io n

s t u d ie s
.

In r e e e n t y e a r s
,

im P o r t a n t P r o g r e s s h a s b e e n m a d e

r e g a r d i n g t h e m o l e e u l a r s t ur e t u r e , a c t iv a t io n P a t h w a y
, a n d

b i o l o g ie a l fu n e t i o n o f C D 2
.

T h e r e fo r e
,

t h e e o n
fo mr a t i o n

a n d s ig n a l P a th w a y o f C D Z h a v e a t t r a e t e d g r e a t i n t e r e s t

fr o m im m u n o l o g i s t s w i s h i n g t o u n d e r s t a n d t h e m e c h a n i s m
o f a e t i o n o f E r e e e P t o r o n ly m Ph o id e e l l s

.

E r e e e P t o r h a s

b e e n s h o w n b y im m u n o fl u o r e s e e n e e t o P r o d u c e o b v i o u s

c a PP in g o f t h e Iy m Ph o id e e ll s u r fa e e 【1 1〕
.

T h e t h r e e 一

d im e n -

s i o n a l e r y s t a l s t r u c t u r e o f C D Z c le a r ly i n d i c a t e s t h a t t h e

lig a n d
一 a n d m o n o c l o n a l a n t ib o d y

一

b i n d in g r e g i o n s o f

C D Z
, a s w e l l a s t h e r e g i o n i n v o l v e d i n a d h e s io n , a r e Io c a t e d

in i t s e x t r a c e ll u l a r d o m a i n a n d t h a t t h e e P i t o P e s i n v o ]v e d i n

e a e h o f t h e s e fu n e t i o n s o v e r l a P 「10」
.

D u r i n g t h e P r o e e s s o f

s ig n a l t r a n sd u e t io n ,

C D Z b in d s w i t h t u b u li n in t h e e y t o
-

sk e l e t o n , a n d t u b u l in P l a y s a n im P o r t a n t r o l e i n t h e d i s t r i
-

b u t io n o f C D Z o n t h e e e l l s u r fa c e ; m o r e o v e r ,

t u b u l in g u id e s

C D Z t o n e a r b y t a r g e t m o l e e u le s
[12 1

.

H o w e v e r ,
t h e r e a r e n o

r e P o r t s o n t h e c o n fo mr
a t i o n o f E r e e e P t o r a n d t h e m o r P h o -

lo g ie a l e h a r a e t e r i s t ic s c o r r e l a t e d w i t h i t s fu
n c t i o n s i n 519

-

n a li n g
.

W e a n a l y z e d t h e u l t r a s t r u c t u r e o f e r y t h r o e y t e

r o s e t t e s u s i n g fo w l a n d s t a g e 16 e h i e k e m b r y o c e l l s a n d



o fu nd th a t the e r we e c r omP l ic a te d are a s ol i fn ka ge be twe e n

CD Z a nd i tsl i ga nd
.

I nP ar tic ul r a, a fl o e c u s e x t e n d e d fr o m

t h e E+ e e l l s t o t h e SR B e s ,

fo r m i n g a e a p c lo s e t o t h e E十

e e l l s id e
.

U P o n d i s a g g r e g a t i o n fr o m t h e S R B C
,

t h e fl o c c u s

e n t e r e d t h e e y t o P l a sm t h r o u g h t h e m ie r o t u b u le s y s t e m a n d
e v e n t u a l ly e n t e r e d t h e n u e le u s

.

S e v e r a l m i e r o t u b u le s w e r e

o b s e r v e d i n t h e e y t o P la s m n e a r t h e E r e c e P t o r : h o w e v e r ,

lo n g it u d i n a l s e e t i o n s o f t h e m i c r o t u b u l e s w e r e n o t P r o -

d u e e d
.

I t 15 e le a r t h a t t u b u li n P la y s a e r i t i e a l r o le i n t h e e e ll

s u r af c e d i s t r i b u t l o n o f C D Z a n d t h a t C D Z e a n a ffe e t t h e

i n t r a e e l lu la r r e d i s t r i b u t i o n o f t u b u li n : t h u s ,

t h e b i n d i n g o f

C D Z w i t h t u b u li n e r e a t e s a n in of rm a t i o n c h a n n e l t h a t

e x t e n d s t o t h e n u c le u s a n d a ffe e t s th e a e t iv a t io n ,

P r o li fe r a -

t i o n , a n d fu n e t i o n a l r e g u l a t i o n o f E + e e l l s
,

a s w e一1 a s a s e r -

ie s o f i
mm

u n o l o g i c a l r e a c t i o n s
.

O u r e r y t h r o c y t e r o s e t t e

r e s u l t s in d i e a t e t h a t t h e C D Z e x P r e s s e d o n t h e s u r af c e o f

c h i e k e m b r y o b lo o d c e ll s P r i o r t o fe t a l li v e r a n d t h y m u s

g e n e s i s 15 t h e s a m e a s t h a t e x p r e s s e d o n e h i c k T l ym p h o id

e e ll s
.

O u r r e s u l t s a l s o P r o v id e a m o r P h o lo g i e a l b a s i s fo r

fu
r t h e r r e s e a r e h o n t h e s t r u c t u r e a n d fu n e t i o n o f C D Z

a n d t h e m e c h a n i sm o f a e t io n o f E r e e e P t o r o n l ym Ph o id

c e l l s
.

O u r r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t h e m o P o ie t i c s t e m e e l ls

a l r e a d y c o n t a i n d i ffe r e n t i a t e d l y m P h o e y t e s a n d e r y t h r o e y t e
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