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BIOLOGISKAI AKTYVIU GRANULIOCITY KOLONIJAS STIMULIUOJANCIO
FAKTORIAUS DARINIY ISSKYRIMO IR GRYNINIMO BUDAS

ISradimo sritis

Sis i$radimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sriiai. Jo esmé — naujas gryninimo
bldas, skirtas iSgryninti biologiSkai aktyvy granuliocity kolonijas stimuliuojanéio baltymo
darinj, tokj kaip linijinis granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus (G-CSF) dimeras.
Sillomas procesas yra tinkamas naudoti chimerinio G-CSF baltymo gryninimui tiek
laboratoriniu, tiek ir pramoniniu mastu. ISgryninto baltymo kokybé ir aktyvumas leidzia jj

panaudoti kaip prailginto veikimo farmaciniy preparaty veikliajag medziaga.

ISradimo technikos lygis

G-CSF priklauso kolonijas stimuliuojanéiy faktoriy grupei, kuri reguliuoja homeopoetiniy

lasteliy prekursoriy diferenciacijq ir proliferacija bei pasizymi neutrofily aktyvacija. G-CSF
naudojamas onkologijoje ir hematologijoje. Medicinoje naudojami dviejy tipy G-CSF
preparatai: nemodifikuotas G-CSF baltymas ir baltymas, sujungtas su jvairiais dariniais, tam
kad prailginti baltymo veikimo organizme trukme. Patentinéje bei mokslingje literattiroje yra
Zinoma jvairiy G-CSF bei modifikuoty jo varianty iSskyrimo metody. 15 G-CSF baltymo
iSskyrimg ir/ar gryninimg apraSanCiy patenty ar patentiniy paraisky yra paminétini EP
0169566 (B2 1986), EP 0237545 (82 1987), EP 0215126 (B1 1987), EP 0243153 (A2
1987), US 5055555 (A 1991), WO 03/051922 (A1, 2003) ir WO 0104154 (A1 2001).
LiteratGroje taip pat apraSomos jvairios Siy baltymy gryninimo schemos, apimandios
renatdracijos ir chromatografines gryninimo stadijas (Lu, H.S. Protein Expr. Purif 4, 465-472
(1993), Kang, S.H. ir kt., Biotechnol. Lett 17, 687-692 (1995), Yamasaki, M ir kt, Biosci
Biotechnol Biochem 62, 1528-1534 (1998), Bae, C.S. irk t., Biotechnol. Bioeng. 57, 600-609
(1998). ApraSomuose darbuose paprastai pirminés stadijos yra susijusios su lgstelés
Seimininkés suardymu ir priklauso nuo baltymo ekspresinés sistemos — bakterijy, mieliy ar
Zinduoliy kultdry. Ekspresuojant baltyma labiausiai paplitusiose E.coli bakterijose, jose, kaip
taisykle, G-CSF baltymas gaunamas netirpiy intarpiniy kineliy pavidalu. Tokiu atveju
ypatingas démesys skiriamas intarpiniy kineliy istirpinimui bei baltymo renatdracijos
procesui, siekiant gauti teisingai susisukusig ir biologiskai aktyvig baltymo formg. |prastinése
gryninimo schemose intarpiniai kineliai paprastai plaunami su detergentu ar chaotropiniu
agentu, tirpdomi stipriu denatiiruojanciu agentu (pvz. guanidino hidrochloridu, karbamidu)

arba tirpalu, turinCiu didele detergento koncentracija. Baltymo renatiracija dazZniausiai
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atliekama praskiedziant baltyminj tirpalg arba jj dializuojant prie$ neutraly bufer|. Toliau seka
gryninimas chromatografiniais metodais, daZnai naudojant jony mainy, hidrofobines ir/arba
gelfiltracine kolonéles. Tadiau numatyti konkretaus baltymo optimalig gryninimo schema néra

paprasta.

Patentingje literatroje aprasomi jvairQis gryninimo aspektai. DaZniausiai gryninimo schemos
yra daugiapakopés, apimancios keletg chromatografijos stadijy, todél gaunami nemazi
tikslinio baltymo praradimai, kituose nepakanka duomeny apie galutinio produkto tinkamumag
farmaciniam naudojimui.

Patentai EP 0347041 (A2 1989) ir EP0719860 (A1 1996) apraso baltymo G-CSF iSskyrimg
i$ mikroorganizmy, lasteles lizuojant bei atskiriant netirpig baltymine Igsteles frakcijg nuo
tirpiy lastelés komponenty.

Patente US 5,849,883 (A 1998) pateikiama Zmogaus bei jau¢io G-CSF iSskyrimo is
mikroorganizmy schema. Siame procese lgstelés lizuojamos, atskiriama netirpi baltymy
frakcija, ekstrahuojama deoksiholatu, G-CSF tirpinamas ir renatdruojamas. Denatlruojanciu
tirpinanciu agentu naudojamas joninis detergentas Sarkosyl, o oksidaciné denatlracija
atliekama, dalyvaujant CuSQO,. Denatlranto pasalinimui naudojamas sorbentas Dowex.
Pasalinus denatdrantg, baltymas gryninamas jony mainy chromatografijos badu.

Patentiné paraiska WO 9853072 (A1 1998) apraso Zmogaus G-CSF gamybos schema,
klonuojant G-CSF geng rekombinantinéje pYHM-G-CSF plazmidéje bei ekspresuojant
baltyma Escherichia coli (E. coli) bakterijose. Tikslinio baltymo ekspresijos lygis siekia iki
1.7g G-CSF i$ 1L kultTrinio skyscio. Netirpus G-CSF baltymas atskiriamas nuo tirpiy lgstelés
komponenty ir tirpinamas karbamide. Tikslinis baltymas gryninamas naudojant sorbentus
DEAE-Sepharose CL 6B ir Sephacryl S-200 HR. Gautas rekombinantinis G-CSF baltymas
yra biologi$kai aktyvus.

Patente EP 1837346 (A2 2007) arba WO 2007/101882 pateikiama rekombinantinio G-CSF,
turinio papildoma N-galine metionino liekana, ekspresija E.coli lastelése, baitymo
biosintezé ir gryninimas. Pateikiamas procesas susideda is sekanciu pagrindiniy gryninimo
etapy: mikroorganizmy lizavimas, netirpiy lgstelés baltymy, turinéiy G-CSF baltyma,
atskyrimas nuo tirpios frakcijos, G-CSF tirpinimas buferiniame tirpale, turiniame
chaotropine medziagg, oksidavimas esant oksidaciniam/redukciniam agentui (glutationo
sistema), renatdracija, chaotropo pasalinimas gelfitracinéje kolonéléje (Sephadex G-25) ir
dviejy stadijy chromatografinis gryninimas, naudojant DEAE-Sepharose ir SP-Sepharose
sorbentus.

Zinomas baltymo G-CSF gryninimo procesas, aprasomas publikacijoje WO 03/051922 (A1
2003), apima imobilizuoty metaly afinine chromatografija (IMAC) ir leidZia atskirti teisingai
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susisukusig ir aktyvig monomerinio G-CSF molekule nuo neteisingos konformacijos
neaktyviy monomeriniy, dimeriniy ir agreguoty G-CSF baltymo molekuliy. Proceso
privalumas, kad IMAC atliekama natyviomis salygomis. Papildomas gryninimas susideda i$
dviejy kolonéliy — jony mainy bei gelffiltracijos, kurios naudojamos pasalinti proceso
priemaisy likucius. Autoriai IMAC metaly prijungimui naudoja chelatuojanCius agentus -
iminodiacetata, nitrilotriacto rlgstj ir karboksimetilaspartata, taip pat dvivalenciy metaly -
Zn, Cu, Co ir Ni jonus. Aprasytame procese naudojama iki trijy chromatografiniy stadijy,
tatiau néra pakankamai aiskios stadijy, ypatingai IMAC, iSeigos; o tikslinio baltymo

nuostoliai daugiapakopio gryninimo metu neoptimaliomis sglygomis gali bati Zymds.

Publikuoti patentai susije su aktyvaus monomerinio G-CSF arba jo chemiSkai modifikuoty
dariniy gryninimu. Siuo metu literatdroje randama jvairiy baltymo molekules modifikavimo
bludy — pegilinimas, papildomas glikozilinimas, G-CSF suliejimas su feritinu. Baltymo
molekulé paprastai modifikuojama tam, kad prailginti jos gyvavimo laikg kraujo serume.

Taciau padidinus baltymo molekuline mase, iSkyla technologiné problema, nes tok| baltymo
darinj Zymiai sudétingiau iSgryninti iki farmaciniam preparatui keliamy reikalavimy. Padidéjus
molekulinei masei visada didesné baltymo agregacijos rizika, ypa¢ modifikavus genetiskai ir
ekspresuojant baltymg netirpiame bivyje (intarpiniuose kineliuose). Todél dazniausiai néra
galimybés vadovautis atitinkamo baltymo monomero iSskyrimo ir gryninimo schemomis ir
ypatingas démesys skirtinas ne tik kiekvienos stadijos sglygy parinkimui, bet ir visy etapy
suderinamumui, uZtikrinant padidintos molekulinés masés baltymo aukstg biologinj

aktyvuma gryninimo proceso pabaigoje.

Siai dienai literatroje néra rasta jokiy publikacijy, aprasanéiy genetiskai sukonstruoto
dimerinio G-CSF baltymo iSskyrimg ir iSgryninimg pademonstruojant jo biologinj aktyvuma.
Dimeriniai G-CSF baltymai yra linke agreguotis tirpale, o ypatingai agreguojasi netaisyklingai
susisukusios dimerinio G-CSF baltymo formos renatiracijos stadijoje. Todél zinomos G-CSF
gryninimo schemos néra tinkamos dimerinio baltymo gryninimui, kadangi gaunamos itin
mazos iSeigos, baltymo grynumas nesiekia 80% pagal RP-HPLC, ir galima gauti biologiskai
neaktyvy baltyma.

Todel iSradimo uZdavinys ir buvo sukurti efektyvy linijinio dimero gryninimo procesa,

leidZiantj gauti gryna ir biologiSkai aktyvy G-CSF dimera.

ISradimo esme

Isradimo tikslas pasiekiamas, realizuojant apibrézties 1-9 punkty visuma.

Pagrindinis Sio iSradimo objektas - naujas G-CSF baltymo darinio - genetiSkai sujungto



10

15

20

25

30

35

linijinio G-CSF dimero i§skyrimo ir iSgryninimo procesas, uztikrinantis tokios chimerines
baltymo formos biologinj aktyvuma.
Sitlomas G-CSF baltymo dariniy iSskyrimo ir gryninimo btdas apima:
a) producento mikroorganizmy lizavima ir netirpios tiksliniy baltymy frakcijos atskyrima,
b) netirpios baltymy frakcijos tirpinima su chaotropiniu agentu ;
¢) tikslinio baltymo renatlracija;
d) chromatografinj gryninima.
Sitllomas biidas skiriasi tuo, kad renattracija yra oksidacine tikslinio baltymo renatdracija i$
intarpiniy kdneliy su metalo jonais tirpale arba imobilizuotais ant chromatografinés kolonelés,
o chromatografinis gryninimas apima pagrindinj gryninimg metaly chelatine chromatografija
ir papildoma gryninima, taikant bent vieng i$ jony mainy chromatografijos ir gelfiltracines
chromatografijos arba jy kombinacija.
G-CSF baltymo darinys pagal §j iSradimg yra linijjinis dimerinis G-CSF baltymas,
susidedantis i$ dviejy genetikai sujungty G-CSF baltymo monomery, kurie sujungti linkerine
seka, pasirinktg i aminoriogsciy seky grupés, susidedancios i5:
(ser-gly-gly-gly-gly), —ser, kur n yra sveikas skai€ius nuo 2 iki 7, ir
ser gly leu glu ala -(glu ala ala ala ala lys), -ala leu glu ala- (glu ala ala ala ala lys)m —
ala leu glu gly ser, kur m yra sveikas skai€ius nuo 2 iki 8, optimaliai m yra 4.
Netirpiy dimeriniy G-CSF baltymy tirpinimui naudojamas chaotropinis agentas yra guanidino
hidrochlorido tirpalas buferyje, kurio pH yra ribose nuo 7,0 iki 7,15-7,2, ir oksidaciné
renatiiracija atliekama su metaly jonais, pasirinktais i$ grupés, apimancios Cu (1), Ni (il), Zn
(1M, Co (1), Cd (i), Mn (l1), Fe (ll1), optimaliai Cu (lI) arba Ni (Il). ‘
Dimerinio G-CSF baltymo tirpalg po oksidacinés renatlracijos grynina metaly chelatine
chromatografija su sorbentu, kurio ligandas geba koordinuotis su metalais, pasirinktais i$
grupés, susidedangios i§ Cu®, Ni*", Zn*, Co®, Cd**, Mn*", Fe**, optimaliai Cu** arba Ni %,
kur minétas sorbentas yra pasirinktas i§ grupes, susidedandios i§ Sepharose CL-6B
IDA,Chelating Sepharose Fast Flow, Ni-NTA Agarose, Sepharose CL-6B-Geltonas SA 2KT,
optimaliai yra Sepharose CL-6B IDA arba Sepharose CL-6B-Geltonas SA 2KT.
Viename optimaliame iSradimo jgyvendinimo variante dimerinio G-CSF baltymo oksidacine
renatiiracijg vykdo tirpale, turinéiame 6-7 M guanidino hidrochlorido, esant Cu** jonams,
optimaliai esant CuSQO, 0,9 — 1,5 mg/ml bendro baltymo koncentracijai ir pH ribose nuo 7,0
iki 7,15-7,2, ir metalo chelatine chromatografijg vykdo su sorbentu su kovalentiskai
prijungtu dazu, optimaliai su Sepharose CL-6B Geltonu SA 2KT-Cu?".
Kitame optimaliame iSradimo {gyvendinimo variante dimerinio G-CSF baltymo renatiracija

vykdo kolonéléje su sorbentu Sepharose CL-6B IDA, turinéiu chelatuoty Ni %* jony.
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Abiem atvejais pageidautina atlikti papildoma gryninimg  jony mainy chromatografija,
pavyzdziui, ant sorbento SP-Sepharose Fast Flow, ir dialize, ir po to, jei reikalinga, filtruoti
per endotoksinus pasalinancius filtrus.

Kitas $io iSradimo objektas yra dimerinis G-CSF baltymas, iSskirtas ir i8grynintas iSradime
sitlomu bidu, kurio grynumas yra ne mazesnis nei 90% pagal RP-HPLC arba 95% pagal
SDS-PAGE ir biologinis aktyvumas ne maZesnis nei 1,57 107 TV/mg. Gautas dimerinis G-

CSF baltymas pasizymi tuo, kad yra tinkamas naudoti farmaciniais tikslais.

Detalus iSradimo aprasymas

Linijiniame G-CSF dimere pagal iSradimg baltymo molekulés tarpusavyje sujungtos linkeriu,
susidedandiu i$ aminoragsciy;

(ser-gly-gly-gly-gly), —ser, kur n yra pasikartojan€iy seky skaiCius nuo 2 iki 7
(sutrumpintas linkerio sekos pavadinimas Ln) arba

ser gly leu glu ala -(glu ala ala ala ala lys), -ala leu glu ala- (glu ala ala ala ala lys), —
ala leu glu gly ser (sutrumpintai seka La).
Sis isradimas apima naujg tokiam dimeriniam baltymui tinkama oksidacine renatiiracija,
panaudojant metalo jonus. Taip pat pirmg kartg pademonstruotas sorbento su imobilizuotu
dazu taikymas dimerinio G-CSF gryninimui. Parinkus optimalias salygas naujoje apraSomoje
gryninimo schemoje tapo galima selektyviai atskirti G-CSF dimero molekule biologiskai
aktyvioje formoje tiek nuo agreguoty, tiek nuo neaktyviy baltymo formy, dimerinj baltyma
iSgryninant iki farmaciniam preparatui keliamy reikalavimy.
Pagrindinés dimerinio G-CSF gryninimo proceso stadijos, leidziancios iSskirti ir iSgryninti
di’merin{ G-CSF baltymg i§ G-CSF produkuojanéiy mikroorganizmy, yra $ios:

a) mikroorganizmy lizavimas ir netirpiy baltymy frakcijos, turinios tikslinj
baltymg - linijinj dimerinj G-CSF, atskyrimas nuo tirpios Igsteliy baltymy
frakcijos; ‘

b) baltymo G-CSF dimero tirpinimas i$ netirpios baltymy frakcijos;

c) baltymo dimero oksidaciné renatiracija;

d) pagrindinis ir papildomas G-CSF dimero chromatografinis gryninimas,
{skaitant, pavyzdziui, jony mainy chromatografija.

ISradime naudojamos du gryninimo schemos variantai, kuriy pagrindinis skirtumas yra
renatlracijos stadija, t.y. c¢) stadija. Vienu atveju unikali dimerui oksidaciné renatdracija
vykdoma tirpale, kitu atveju - ant chromatografinés kolonélés. Pirmi du etapai yra bendri
abiems atvejais, pagrindinis chromatografinis gryninimas yra analogiskas.

Pasirodé, kad abu sukurti tikslinio baltymo renatliracijos metodo variantai gerai tinka gauti

biologiskai aktyvy dimero baltymg. Vienas variantas paremtas baltymo oksidacine
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renatGracija tirpale su Cu® jonais, kitame renatlracija vyksta baltyminio tirpalo
chromatografijos ant metaly chelatinés kolonélés metu. Tolimesnis gryninimas pirmuoju
atveju atliekamas panaudojant metaly chelating ir jony mainy chromatografijg, antruoju

atveju - jony mainy chromatografijg.

Schematinis gryninimo procesas pagal §j iSradimg gali biti pavaizduotas taip:

E.coli lizavimas ir netirpiy baltymy
frakcijos atskyrimas nuo tirpios

'

Netirpiy baltymy tirpinimas su chaotropiniu
tirpiklin '

/ N

Oksidaciné renatiiracija tirpale, esant Cu®* Oksidaciné renatiiracija ant kolonélés per
sorbenta Sepharoze CL- 6b Ni (II)

! !

Chaotropo paSalinimas per Sephadex G-25 Chromatografija per sorbenta SP-Sepharose
FF

Chromatografija per sorbenta Sepharose

CL-6B-Geltona SA 2K T-Cu(Il)

v

+

Chromatografija per sorbenta SP Sepharose FF

Dimerinio G-CSF producentu buvo naudojama E. coli BL21 (DE3) p21 GCSF/L5/GCSF
sistema [V. Chmeliauskaité, R. Miksyté, V. Luk3a, E. Zareckaja, G. Zvirblis, Overexpression
study of human colony stimulating factors in Escherichia coli. 2. Overexpression of human
granulocyte colony stimulating factor. Biologija, 1996, Nr.2, p.15-18 ir kt.], o induktoriumi —
izopropil-beta-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG).

Intarpiniy kaneliy iSskyrimui biomasé buvo homogenizuojama lizavimo buferyje, maiSoma,
ardoma ultragarsu. Suspensija centrifuguojama po kiekvieno homogenizavimo.
Gauti intarpiniai  kdneliai tirpinami  buferyje su chaotropiniu agentu. Optimalis

denatiruojantys chaotropiniai agentai pasirenkami i$ guanidino hidrochlorido ir karbamido,



10

15

20

25

30

35

naudojant koncentracijas 6-7M arba 7-8M, atitinkamai. Intarpiniy kaneliy ardymui gali bati
naudojami  taip pat pavirSiaus aktyvios medziagos, kuriy koncentracija tirpale yra
denatlruojanti baltymo molekules, pavyzdziui ~1-2% detergentas Sarcosy!, Triton X-100,
natrio dodecilsulfataze ir kiti.

Oksidaciné renatlracija tirpale: gautas iStirpinus intarpinius  kinelius tirpalas
centrifuguojamas, supernatantas praskiedziamas buferiu, pridedama pereinamujy metaly
druskos, optimaliai sulfato. Be Cu (ll) ir Ni (II) tinkami taip pat Zn (i), Co (1), Cd (i), Mn (i),
Fe (lll) sulfatai. Optimaliai pridedama, pavyzdzZiui, CuSO, iki 0.020 mM (0,9-1,5 mg/mi
bendro baltymo koncentracijos). Chaotropinis agentas pasalinamas geffiltracija, pvz.,
Sephadex G-25 Medium kolonéléje.

Metalo chelatinés chromatografijos stadija Siuo atveju vykdo su sorbentais Sepharose CL-
6B Geltonas SA 2KT-, Blue Sepharose CL-8B, HiTrap® Affinity, arba sorbentu, kurio ligandu
yra antrachinoniniai arba aromatiniai azo dazai, gebantys koordinuotis su minéty pereinamy
metaly jonais; optimaliai, su sorbentu Sepharose CL-6B su kovalentiskai prijungtu dazu
Geltonas SA 2KT-Cu(ll) .

Renatiracija, vykdoma kolonéléje metalo chelatinés chromatografijos metu ir tolimesné
jony mainy chromatografijos stadija, yra Siek tiek paprastesnis btdas, nei oksidacine
renatlracija tirpale. AtSildyta biomasé taip pat uZpilama lizavimo buferiu, homogenizuojama,
ardoma ultragarsu, cetrifuguojama. Netirpi biomasés lizato frakcija (intarpiniai kineliai)
tirpinama buferyje su chaotropiniu agentu. Gautas supernatantas skiedziamas ir jneSamas |
kolonele su sorbentu, kurio ligandas gali koordinuotis su pereinamy metaly jonais. Optimaliai
Siuo atveju metaly chelatiné chromatografija gali bati atlikta su sorbentais Sepharose CL-6B
IDA, Chelating Sepharose Fast Flow, Ni-NTA Agarose ir kt., geriausiai su sorbentu
Sepharose CL-6B IDA, turingiu chelatuoty Ni #* jony.

Papildoma jony mainy chromatografija atliekama ant sorbento SP Sepharose FF; gali bdti
naudojami jvairds katijony mainy sorbentai, tokie kaip SP Sepharose HP, CM Sepharose FF,
Mono S, Toypearl SP, Toypearl CM, Ceramic HyberD F, Ceramic HyperD 20 ir Kkiti.
Desorbuoto baltymo frakcijos koncentruojamos, dializuojamos ir, jei reikia, preparatas
fitruojamas per filtrus, pasalinandius endotoksinus.

Abiem atvejais gautas biologiSkai aktyvus linijinis G-CSF dimeras, kurio grynumas jvertintas
elektroforetiniu (SDS-PAGE) bei atvirksciy faziy auksto slégio chromatografiniais (RP-HPLC)
metodais. ldentifikacija atlikta Western blot metodu, panaudojant monokloninius antikinus
prie§ G-CSF. Biologiniam aktyvumui jvertinti naudotas jautrios Igsteliy linijos proliferacijos
testas. Gauti rezultatai leidZia teigti, kad naudojant gryninimo bida pagal $j iSradimg

gaunamas biologiskai aktyvus dimerinis G-CSF baltymas.
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Bréziniy aprasymas

Pagrindiniams iSradimo aspektams iliustruoti pateikiami bréziniai:
Fig. 1 pavaizduotas dimerinio G-CSF pavyzdziy SDS elektroforezé po chromatografinio
baltymo gryninimo panaudojant sorbentg SP-Sepharose Fast Flow. M- molekulinés masés
standartai. Elektroforezé atlikta:
Takeliai:
1- 4 yg dimerinio G-CSF baltymo prie$ SP-Sepharose Fast Flow chromatografija;
2
3
4
Fig. 2 pavaizduota dimerinio G-CSF pavyzdziy SDS elektroforezé po chromatografinio

10 pg baltymo desorbuoto i§ SP-Sepharose Fast Flow kolonélés

10 pg baltymo toliau desorbuoto i§ SP-Sepharose Fast Flow kolonélés;

8 pg baltymo desorbuoto i§ SP-Sepharose Fast Flow kolonélés.

baltymo gryninimo panaudojant sorbentg SP-Sepharose Fast Flow. M - molekulinés masés
standartai (170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17, 11 kDa).
Takeliai:

1.5 baltymo desorbuoto i§ SP-Sepharose Fast Flow kolonélés frakcijos;

6 - pradiné frakcija i$ Ni-IDA -Sepharose uzpildytos kolonélés.
Fig. 3 pavaizduotas dimerinio G-CSF atvirksciy faziy auksto slégio (arba auksto efektyvumo)
skysciy, chromatografija (RP-HPLC), naudojant C4 (Hi-Pore RP-304, 250 x 4.6 mm, 300 A,
“Bio-Rad”, JAV) atvirk3éiy faziy kolonéle. Eliuavimui naudoti tirpalai A (0.1% trifluoracto
rigsties (TFA) vandeninis tirpalas) ir B (TFA-vanduo-acetonitrilas 0.1:9.9:90), komponenty
koncentracija tirpaluose iSreiksta tlrio procentais. Baltymy smailés detektuojamos esant 215
nm. Baltymo smailé buvo identifikuota pagal sulaikymo laikg tg, o $ios baltymo formos kiekis
tiriamame pavyzdyje nustatytas, suintegravus chromatogramos duomenis.
Fig. 4 pavaizduotas dimerinio G-CSF analizé Western blot metodu, panaudojant
monokloninius antikiinus prie§ G-CSF. Takeliai:
1,5 - 1 pg monomerinio G-CSF redukuotomis salygomis, redukuotomis ir neredukuotomis
sglygomis, atitinkamai .
2,6 - 1 pg dimerinio G-CSF baltymo su linkeriu La, redukuotomis ir neredukuotomis
salygomis, atitinkamai;
3,7 - 1 pg dimerinio G-CSF baltymo su linkeriu L5, redukuotomis ir neredukuotomis
sglygomis, atitinkamai;
4,8 - 1 pg dimerinio G-CSF baltymo su linkeriu L7, redukuotomis ir neredukuotomis
salygomis, atitinkamai;
K - molekulinés masés standartai (Fermentas #SM671).
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ISradimo jgyvendinimo pavyzdziai

Nauju gryninimo ir iSskyrimo bidu gauto G-CSF dimero savybés bei gavimo variantai
detaliau apraSomi toliau pateiktuose 1-4 pavyzdziuose ir lenteléje, kurie iliustruoja, bet

neapriboja iSradimo apimties.

1 pavyzdys

Biosintezés aprasymas

Dimerinio G-CSF producentas E. coli BL21 (DE3) p21 GCSF/L5/GCSF buvo auginamas 2L
kolbose ir fermentatoriuje (Sartorius AG, 5L darbinio tirio fermentatorius). Terpé buvo
naudojama 45,12g minimalios druskos M9 [Na2HPO4-7H20, KH2PO4 NaCl], 20g mieliy
ekstrakto, 80 ml 20% gliukozés, 8 ml 1M MgSO,, 4 ml ampicilino 100mg/ml. Fermentatoriuje

reguliuojami parametrai: pH (rigsties ir Sarmo pridedamas kiekis), aeracija (O, koncentracija

ir maiSymo intensyvumas). Atskirai registruojamas kultGros optinis tankis, kuris parodo

priaugintos biomasés kiekj. Tikslinio baltymo sintezé indukuojama induktoriumi IPTG
(izopropil-beta-D-tiogalaktopiranozidas). Indukcija vykdoma su 40 ml IPTG (100 mM) esant
1.2 O.V. optiniam tankiui.

Biomasés iSeiga 30,319 Slapios biomasés, t.y. 8,6 g sauso svorio i$ 1 L kultGrinio skyscio.

2 pavyzdys

Gryninimo proceso aprasymas renatiiruojant baltyma tirpale

Dimerinio G-CSF intarpiniy kiineliy iSskyrimas: 10 g E. coli biomasés homogenizuojama 100
ml 0.1 M Tris-HCI, pH 7.0, esant 5 mM EDTA. | homogenizatg pridedama 0.1 g lizocimo, 0.1
ml Triton X-100, 1.0 ml 100 mM fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) ir 0.7 mi 2-
merkaptoetanolio. Homogenizatas maiSomas 30 min. kambario temperatiroje, veikiamas
ultragarsu ledo vonioje ir centrifuguojamas 24,500 g 25 min. Skystis nupilamas, nuosédos
du kartus plaunamos homogenizuojant 100 mi 1 M NaCl, 0.1% Tween 80 tirpale ir vieng
kartag — 100 ml distiliuoto vandens. Po kiekvieno homogenizavimo gauta suspensija buvo
centrifuguojama 25 min. esant 24500 g.

Dimerinio G-CSF oksidacinés renatracijos i$ intarpiniy kiineliy tirpale metodika: 1.7 g gauty
dimerinio G-CSF intarpiniy kdneliy tirpinama 80 mi 7 M guanidino hidrochlorido (GuHCI)
tirpale 10 mM Tris-HCI buferyje, pH 7.0, maiSant per naktj 4°C temperatiroje. Intarpiniy
kdneliy tirpalas centrifuguotajamas 40,000 g 25 min. Supernatantas praskiedZiamas 10 mM
Tris-HCI buferiu (pH 7.0) iki 1 mg/mi baltymo koncentracijos (pagal Bradforda), 6 M GuHCI,
pridedama CuSO, tirpalo iki 20 uM koncentracijos ir maiSoma 1 val. kambario
temperatiroje. Po to jpilama EDTA tirpalo iki 10 mM koncentracijos ir HCI tirpalu privedamas

pH iki 5.4. Baltymo tirpalas centrifuguojamas 25 min. esant 40,000 g. Apie 145 ml baltymo
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tirpalo uznesama | C 26/100 kolonéle (2.6 x 100 cm, ,Pharmacia®, Uppsala, Svedija),
uzpildytg 500 ml sorbento Sephadex G-25 Medium ir nupusiausvyrinta 25 mM Tris-maleino
ragsties-NaOH buferiu, pH 6.5, 0.25 M Na,SO,. Baltymo uznesimas ir eliuavimas 25 mM
Tris-maleino rigsties-NaOH buferiu, pH 6.5, 0.25 M Na,S0O,, atliekamas esant 30 cm/val
tékmeés greiciui. Tikslinj baltymg turinCios eliuato frakcijos sujungiamos ir centrifuguojamos
40,000 g 25 min.
Dimerinio G-CSF tirpalas po chromatografijos per Sephadex G-25 Medium gryninamas
metaly chelatinés chromatografijos metodu, panaudojant sorbentg Sepharose CL-6B su
kovalenti§kai prijungtu dazu Geltonu SA 2KT-Cu(ll) [Zaveckas, M., Luksa, V., Zvirblis, G,
Chmieliauskaité, V.,Bumelis, V., and Pesliakas, H. (2003) Mutation of surface-exposed
histidine residues of recombinant human granulocyte-colony stimulating factor (Cys17Ser)
impacts on interaction with chelated metal ions and refolding in aqueous two-phase
systems. J. Chromatogr. B 786:17-32]. C 16/20 kolonélé (1.6 x 20 cm, ,Pharmacia®,
Uppsala, Svedija) uZpildoma 20 ml $io sorbento ir nupusiausvyrinama 25 mM Tris-maleino
rigsties-NaOH buferiu, pH 6.5, 0.25 M Na,SO,. | kolonéle jvedama 120 ml baltymo tirpalo
(koncentracija 0.30 mg/ml pagal Bradforda), ir kolonélé plaunama 5 tdriais pradinio buferio.
Baltymas desorbuojamas, laipsniSkai didinant imidazolo koncentracijg kolonéléje nuo O iki
300 mM. Chromatografijos metu eliuento tékmés greitis buvo 45 cm/val. Frakcijos isS
imidazolo gradiento, turinéios daugiausia tikslinio baltymo, apjungiamos ir dializuojamos
pries 25 mM Na-acetatinj buferj, pH 5.4, 4°C temperatiroje. Dimerinis GCSF toliau grynintas
jony mainy chromatografijos metodu. 31 ml baltymo tirpalo (koncentracija pagal Bradfordg
0.13 mg/ml) jvedama | C 10/10 kolonéle (1.0 x 10 cm, ,Pharmacia“, Uppsala, Svedija),
uzpildyta 4 ml sorbento SP-Sepharose ir nupusiausvyrintg 25 mM Na-acetatiniu buferiu, pH
5.4. Kolonéleé praplaunama 5 tdriais Sio buferio, ir baltymas desorbuojamas, laipsniskai
didinant NaCl koncentracijg nuo 0 iki 500 mM. Chromatografijos metu eliuento tékmés greitis
45 cm/val. Tikslinio baltymo frakcijos sujungiamos ir dializuojamos 4°C temperatdroje pries
10 mM Na-acetatinj buferj, pH 4.0. Baltymo tirpélas po dializés centrifuguojamas ir
filtruojamas per 0.22 um sterily filtrg. Chromatografijos metu buvo stebimas eliuato optinis
tankis ties 280 nm, panaudojant detektoriy UV-1 (,Pharmacia“, Uppsala, Svedija). Baltymo
koncentracija eliuato frakcijose nustatyta Bradfordo metodu (Bradford, 1976). Fig. 1
pateikiama dimerinio G-CSF pavyzdziy SDS elektroforezé po chromatografinio baltymo
gryninimo panaudojant sorbentg SP-Sepharose Fast Flow. M- molekulines masés
standartai. Elektroforezé atlikta:

Takeliai:

4 ug dimerinio G-CSF baltymo prie§ SP-Sepharose Fast Flow chromatografija;

10 pg baltymo desorbuoto i§ SP-Sepharose Fast Flow kolonélés:
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10 pg baltymo toliau desorbuoto i SP-Sepharose Fast Flow kolonélés;

8 ug baltymo desorbuoto i§ SP-Sepharose Fast Flow kolonélés.
Analogiski rezultatai gaunami, intarpiniy kaneliy tirpinimo stadijoje naudojant 6M GuHCI ir
esant pH 7,15.

3 pavyzdys

Gryninimo proceso aprasymas renatiruojant baltyma kolonéléje

Dimerinio G-CSF baltymo renatdracijos ant metalo chelatinio sorbento metodika yra kiek
paprastesné, nei pirmasis oksidacinés renatlracijos tirpale metodas. Vienam gryninimo
ciklui imta apie 9 g atSildytos biomasés, kuri po fermentacijos buvo laikoma -70°C
temperattiroje. Uzpilama 100 ml lizavimo buferio (100mM Tris/HCI, pH 8.5, 1% Triton X-100,
osmM EDTA, PMSF 1mM, 0,1M B-merkaptoetanolio, 1mg/ml lizocimo), homogenizuojama,
paliekama maisyti 1 val. +4°C temperataroje. Ardoma uitragarsu 5 min. su pertraukomis ledo
voneléje, centrifuguojama. Nuosédos praplaunamos du kartus po 50 ml buferiu: 1M NaCl,
0,1% Tween-80, po to 100ml H,O. Nucentrifugavus suspensijg, netirpi biomaseés lizato
frakcija (intarpiniai kaneliai) tirpinama 12 ml buferyje 7M GuHCI, 25mM Tris/HCI pH 7,2 per
naktj.

Nucentrifugavus tirpalas (supernatantas) skiedziamas iki 3M guanidino hidrochlorido
(GUHCI) ir [neSamas | kolonéle, uzkrauta sorbentu CL-6b IDA Sepharose su Ni** (20ml).
Kolon¢le atplaunama iSeiginiu buferiu. Po to kolonelé plaunama guanidino hidrochlorido
gradientu nuo 3M iki 0.

Dimerinio G-CSF baltymo desorbcija vykdoma imidazolo gradientu nuo 0 iki 0,15M
iseiginiame buferyje. Elektroforetiniai SDS PAGE duomenys patvirtino, kad metalo jony
chelatiné chromatografija gerai tinka GCSF dimerinés formos gryninimui, nors
neredukuotomis salygomis pastebimos agreguotos arba neteisingai susisukusio baltymo
formos, kurias reikia pasalinti papildomos chromatografinés stadijos pagalba.

Jony mainy chromatografija atliekama ant sorbento SP-Sepharose FF. Naudojama kolonelé
9x40mm, eliucijos greitis 30ml/val, nulygsvarinus su 20mM NaAc buferiu, pH 5,4. Baltymas
desorbuojamas acetatiniu buferiu su NaCl gradientu (0 — 0,25 M, gradiento tdris 40ml).
Dimerinis GCSF baltymas desorbuojasi 0,15 M NaCl koncentracijoje. Apjungtos frakcijos
sukoncentruotos ir dializuotos prie§ formulavimo buferi; 10mM acto riigstis privesta iki pH
4,0 (su NaOH), 5% sorbitolio, 0,004% TWEEN 80. Preparatas steriliai filtruotas per Mustang
(PALL) filtrus, pasalinandius endotoksinus.

Naudojant $ig metodikg yra didesni rekombinantinio baltymo nuostoliai, susije su tikslinio

baltymo agregacijos procesais metalo chelatinés chromatografijos metu bei koncentruojant ir
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keiciant buferio pH. Fig. 2 pateikiama dimerinio G-CSF pavyzdziy SDS elektroforezé po
chromatografinio baltymo gryninimo, panaudojant sorbentg SP-Sepharose Fast Flow.
M- molekulinés masés standartai (170, 130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17, 11 kDa).
Takeliai:

1-6 baltymo desorbuoto i8 SP-Sepharose Fast Flow kolonelés frakcijos;

6 pradiné frakcija i$ Ni-IDA -Sepharose uzpildytos kolonélés.
Analogiski rezultatai gaunami, intarpiniy kineliy tirpinimo stadijoje naudojant 6M GuHCI ir
esant pH 7,15.
Abiem aprasytais atvejais (ty. vykdant oksidacine redukcijg tirpale arba kolonélegje)
iSgryninto  baltymo kokybé tikrinama atvirk§¢iy faziy auksto slégio efektyvios
chromatografijos metodu (RP-HPLC) (Fig.3). Identifikaciniu testu naudojamas Western blot

metodas, panaudojant monokloninius antikiinus pries G-CSF (Fig. 4).

4 pavyzdys

G-CSF biologinio aktyvumo nustatymas naudojant jautrios Iasteliy linijos
proliferacijos testa

Rekombinantinio dimerinio GCSF baltymo biologinis aktyvumas nustatomas, naudojant
pelés mieloidines leukemijos linijg G-NFS-60 [Weinstein Y, lhle JN, Lavu S, Reddy EP,
Truncation of the c-myb gene by retroviral integration in an interleukin 3-dependent myeloid
leukemija celi line. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, vol. 83, p. 5010-5014] Aktyvus G-CSF
baltymas skatina Sios Igsteliy linjjos proliferacijg po sgveikos su G-CSF receptoriumi ant Siy
lasteliy pavirSiaus. Dimerinio G-CSF biologinio aktyvumo nustatymui lastelés G-NFS-60
kultivuojamos 96 Sulinéliy plokstelése 48-72 val., pridéjus | augimo terpe skirtingus kiekius
(0,1-10 ng/ml) tiriamojo GCSF baltymo pavyzdzio. Kontrolei naudojamas G-CSF vaistas
Neupogen™, kurio biologinis aktyvumas yra Zzinomas. Lagsteliy proliferacija jvertinama
kolorimetriniu metodu, naudojant MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium] dazg. Gyvy lasteliy skaicius yra tiesiogiai proporcingas G-CSF
biologiniam aktyvumui. Dimerinio G-CSF baltymo biologinio aktyvumo duomenys pateikti 1
lenteléje.

1 lentele Dimerinio GCSF (dGCSF) pavyzdziy biologinis aktyvumas

Nr. | Preparatas Biologinis aktyvumas

TV/mi TV/mg
1. dGCSF L3 3,7-10° 2,310’
2. dGCSF-L5 21,7-10° 1,57-10'
3. dGCSF-L7 10,8-10° 2,16-10’
4. dGCSF-La 7,05-10° 3,06-10"
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Gauti duomenys rodo, kad naujai sukurtos gryninimo schemos yra tinkamos isgryninti
biologiskai aktyvy dimerinj G-CSF baltymg. Tuo paliu gryninimo budas leidzia gauti ne tik
gryna dimerinj baltyma, bet ir pakankamus jo kiekius. Todél naujai sukurtas gryninimo buadas
yra tinkamas naudoti dimerinio G-CSF baltymo gryninimui tiek laboratoriniu mastu, tiek
didinti skale iki pramoninés. Gaunamo baltymo Svarumas ne mazesnis nei 95% pagal
SDS-PAGE ir ne mazesnis nei 90% pagal RP-HPLC.

Baltymas, iSgrynintas iSradime siGlomu bQdu, yra reikiamo grynumo ir kokybés, kad baty
naudojamas testavimui in vivo su gyvinais. Dimerinio baltymo preparatai, gauti iSradime
sillomu bidu gali bdti naudojami klinikiniams tyrimams, siekiant paruosti prailginto veikimo

filgrastimo grupés farmacinius preparatus.
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ISRADIMO APIBREZTIS:

1. G-CSF baltymo dariniy iSskyrimo ir gryninimo budas, apimantis

a) producento mikroorganizmy lizavima ir netirpios tiksliniy baltymy frakcijos atskyrima,

b) netirpios baltymy frakcijos tirpinima su chaotropiniu agentu;

c) tikslinio baltymo renatdracija;

d) chromatografinj gryninima,
besiskiriantis tuo, kad renatlracija yra oksidaciné tikslinio baltymo renatiracija i$
intarpiniy kdneliy su metalo jonais tirpale arba imobilizuotais ant chromatografinés kolonelés,
o chromatografinis gryninimas apima pagrindinj gryninimg metaly chelatine chromatografija
ir papildoma gryninima, taikant bent vieng i$ jony mainy chromatografijos ir geffiltracinés

chromatografijos arba jy kombinacija.

2. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad G-CSF bailtymo darinys yra linijinis
dimerinis G-CSF baltymas, susidedantis i$ dviejy genetiskai sujungty G-CSF baltymo
monomery, kurie sujungti linkerine seka, pasirinktg i$ aminorigsciy seky grupées,
susidedandios i$:

(ser-gly-gly-gly-gly), —ser, kur n yra sveikas skaicius nuo 2 iki 7, ir

ser gly leu glu ala -(glu ala ala ala ala lys), -ala leu glu ala- (glu ala ala ala ala lys),, —

ala leu glu gly ser, kur m yra sveikas skaiCius nuo 2 iki 8, optimaliai m yra 4.

3. Budas pagal 1 arba 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad netirpiy dimeriniy G-CSF
baltymy tirpinimui naudojamas chaotropinis agentas yra guanidino hidrochlorido tirpalas
buferyje, pH ribose nuo 7,0 iki 7,15-7,2, ir oksidaciné renatiracija atliekama su metaly
jonais, pasirinktais i§ grupés, apimancios Cu (ll), Ni (Hj, Zn (i), Co (Ih), Cd(h, Mn (1),

Fe (lll), optimaliai Cu (lI) arba Ni(ll).

4. Bldas pagal 1-3 punktg, besiskiriantis tuo, kad dimerinio G-CSF baltymo tirpalas
po oksidacinés renatiracijos yra gryninamas metaly chelatine chromatografija su sorbentu,
kurio ligandas geba koordinuotis su metalais, pasirinktais i$ grupés, susidedancios i§ Cu®,
Ni**, Zn*, Co*, Cd*, Mn*, Fe®, optimaliai Cu** arba Ni %*, kur minétas sorbentas
pasirinktas i§ grupés, susidedancios i§ Sepharose CL-6B IDA, Chelating Sepharose Fast
Flow, Ni-NTA Agarose, Sepharose CL-6B-Geltonas SA 2KT, optimaliai yra Sepharose
CL-6B IDA arba Sepharose CL-6B-Geltonas SA 2KT.



10

15

20

25

5. Bidas pagal bet kurj i§ 1-4 punkty, besiskiriantis tuo, kad dimerinio G-CSF
baltymo oksidacine renaturacijg vykdo tirpale, turinCiame 6-7 M guanidino hidrochlorido,
esant Cu® jonams, optimaliai CuSO, 0,9 — 1,5 mg/ml bendro baltymo koncentracijai, pH
ribose nuo 7,0 iki 7,15-7,2 , ir metalo chelatine chromatografijg vykdo su sorbentu su

kovalentiskai prijungtu dazu, optimaliai su Sepharose CL-8B Geltonas SA 2KT-Cu?".

6. BUdas pagal bet kur| i 1-4 punkty, besiskiriantis tuo, kad dimerinio G-CSF
baltymo renatlracija vykdo kolonéléje su sorbentu Sepharose CL-6B IDA, turinéiu

chelatuoty Ni #* jony.

7. Bldas pagal 1-5 arba 1-4 ir 6 punktus, besiskiriantis tuo, kad vykdo papildomg
gryninimg jony mainy chromatografija, pavyzdziui, ant sorbento SP-Sepharose Fast Flow, ir

dialize, ir po to, jei reikalinga, filtruoja per endotoksinus pasalinancius filtrus.
8. Dimerinis G-CSF baltymas, iSskirtas ir iSgrynintas btdu pagal bet kurj i§ 1-7 punkty, kurio
grynumas yra ne mazesnis nei 90% pagal RP-HPLC arba 95% pagal SDS-PAGE ir

biologinis aktyvumas ne mazesnis nei 1,57 107 TV/mg.

9. Dimerinis G-CSF baltymas pagal 8 punkta, skirtas naudoti farmaciniais tikslais.
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