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Pavadlmmas ,
ekombmantlnlo zmogaus aughq nekrozes faktonaus- a gavimo budas

Referatas:

§|o btotec ol les ,_ra mo esme yra ValStInlLl preparatq gamybau skmo homogenmio aughq nemozes'f;
i ktoriaus- & baltymo"iégrynlmmo s mlkrobiologmlo producento budas: Sis valymo bidas gali biti naudolamas“
medicinos ir bloch, ijos pramone]e gammant augliy faktonq &, skirtg onkologmlq ligy gydymui, . "
: 'Iéradlmo tikslas yra ‘padidinti preparato valymo iSeigq ir sukurti tokig valymo schema, kad:biity gahma apSIem' o
be aukéto slégio chromatografijos Phenyl -TSK kolonélgje. Tai pasneklama valant augliy nekrozes faktoriy-.c i -

:mlkroblologmlo producento Eschericnia coli $G200 50, turingio rekombinanting plazmidg pTNF311A ir naudo;am
‘sekantius procesus: igsteliy ardqu ir tolesnj’ baltymo valymg chromatografuomns ant: hadroksnapamo DE-52‘ i
';:;»-'cehuhozes Red Sepharose CL SB ir nudruskmnmu ant Sephadex G- 25 v




,:Tal yra blotechn01091jos srltles 1srad1mas 1r SUSLJQSi@* ;‘

fsu med1c1n1nes pasklrtles homogenlnlo szgauS augllq:} *~ .

o valymas ' auksto sleglo

“  panaud0Jant preparatyv1ne phenyl = ‘
- nulygsvarlnta 0 1 natrlo fosfatlnlu buferlu (pH 7 o)jﬁv;
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' *fesant 1 8 M amonlo sulfato lr elluc1ja mazejanc1u ”

ggllnljlnlu amonlo SUlfaLO gradlentu, 0,1 M fosfatlnlame T

.75ff;buferyje (pH 1r 0}, nudrusklnlmas, panaudOJant GH 25 (EP_G§ 

_cellulloze

I,temperatural

, : Plrmlnr?valymo stadlja, panaudOJant hldrokSLIapatlta;3'“
(“ KPaCHbM XVIMMK" - NVS) , w ‘ '

" "i35» i>4. Chromatograflja, panaudogant DE 52 qeiiuliozefg

'f("Whatman"; Dlelel Brltanlja)



i Aflnlne chromatograflja, panaudo_'jant Red Sepharose

\vévedlja),_,

.homogenlnes _suspen31:|oS

.35 .__ﬁsu'spens:Lja 2 3 kartus vlelelama per Manton Gauunﬁf.;;."’;ij e
i ;_-‘,":-aparata' esant 500 600 kg/sz ' SlEQlu:L.v'.v EkStraktastw

»3..‘,‘vkcentr1fuguo;]amas 1 valanda, Beckman J2 21 Centrlfugai.,
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::51400 aps/mln, : :'Gau;xama __2;3‘50:_ ‘ml'{:‘bal"ﬁéfmifiifo" ‘ekstrak:tlo"

ol 2. N.ulﬂ,e'i-nof }rﬁgéé{'u, f._;,sas'alihiihas R

ST gauta baltymln; tlrpala dedama 500 l DE 521

1:~-»7cellullozes, praplautos 20 mM Trls,‘turlnclu 200 M- .

E j.'»‘v-;:.NaCl "pH- 1, 5 J.r malsoma 15 20 mln 3 5°C temperaturoge._ '

("-"’;":::’Dekantav:Lmo budu sorbentas atsklrlamas nuo baltymlnlo‘

1v101*,;t1rpalo 1r pakartotlnal praplaunamas 500 ml 20, .M Tris

200 mM NaCl pH 7 SAbu baltymlnlal tlrpalallf

"‘apjunglaml. Gaunama 2900 ml baltymlnlo tlrpalo.v. EE

s chrmtgafzpdnthdklaptta |
o fGautas baltymlnls tlrpalas skledmamas 3 kartus 20 mM
.:1,"Trls CpH 7 0 ir leldz:Lamas Zf"-p kolona K45/100[
* Pharmac1a",f*£'_ Svedlja), uzplldyta 1000 ml

B v':f’hldoks:Llapatlto 3 5°C temperaturo;e, prles tal sorben—

o ‘praplaunamas tuo pac:Lu buferlu, o kurlo tUI‘lS 1ygus 4 5‘ 

tas praplaunamas 50 mM Na HP04,5» ' ',"0 Tollau sorbentas,’

sorbento turlams.: Zmogaus augllu nekrozes i}faktorlus a

',-.“nulmamas jonlnes jegos llnljl'nlu gradlentu 1k1 220 mM

"':";‘-NaZHPOM pH 7 0. Elluc1]os greltls 500 ml/h Frakc:Ljos,','

: 25 v ;,ti .

'".surenkamos (znxr. lent-_, 3) ._i lI’ VlSOS sekanc:.os'

35

turlnc:Los zmogaus augllq nekrozes faktorlq-a,

’»‘stadljos atllekamos sterlllose squgose T

S 1’1-‘.,4. lvUi‘%ra\filtffac’i_jva?.’ i
"Apjungtos frakc:Ljos po hldrOkSllapatLtO ultraflltruo—_
¥ -_'-A:'.;,Jamos “Mlnltan" \ aparatu ("Mllllpore",' JAV} Atllekamlyv
= "'penkl c1kla3.. ‘Membrany - poru dydls 710000 daltony.
,NaudOJamas 20 mM Trls, pH 7.5, buferls.. R R

1. 5. .Chromatdéra’ﬁja, ‘?‘p_anau.d{)j ant ’DE-S’?; vi'ce'liuli:OZ?;f :
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Po dlallzes baltymlnls tlrpalas le1d21amas per kolonqve

;‘K45/100 ("Pharmac1a"} Svedlja),vuzplldyta 2000 ml ‘DE- 52«£
*pfcelullloze, prles tal sorbentas praplautas 20 mM Trls,:°
f} H 7P5 temperatura 3= 5°C.;v ' o d

 'ffﬁfVTol1au per sorbenta le1d21amas praplov1mo buferls,,k lf.
ﬁ?*féfpaseeklama ba21ne llnlja, flksuogama baltqu detek@ﬁjos* 
"ﬂkkontrollne ;ranga ,UV I tlpo (Pharma01a",j évedlja) ;
'pﬂfEllu013a vykdoma jonlnes Jegos llnljlnlu gradlentu 1kxiﬂ
140 mM NaCl 20 mM Trls, pH 7 5, buferyje Greltls ZOOO‘w

‘¥,grml/h, Frakc1jos, tur1nc1os 'zmogaus augllq nekrozesf_-

‘Hﬁ,jfékfbrquq,_ap]unglamos. Bendras turls 3000 ml (21ur‘;

s L

: 1'j lent . ) :_

‘jAflnlne chromatograflja,‘E\papeudbjept;f;Reajg;.

>‘~?§fSepharoseCL 6B.x.,, g

*7ﬁisorbentas praplaunamas 25 ‘M NaQHPO4p

pr 7 2 buferluiee

‘”?eprJungtos frakc1jos~'¢e1d21amos _pe ‘ kolona K50/40ﬁw

;ZQ{?fl(" harma01a gVedl]a)p pakrauta 300 nﬂ. Red Sepharoseejp

‘eﬁfCL 6B sorbentu.,“Per sorbenta le1d21amas praplov1moe>;"‘

pre buferls 1k1 ba21nes llnleS Ellu01ja vykdoma ]onlnesgff
*fvjegos gradlentu lk 1,5 M NaCl 25 mM Na. HPoq,va 1,2,

Po: to sorbentas tollau plaunamas buferlnlu tlrpalu;fﬂ

‘tur1nc1u 1,5 m NaCl pH Ty 2.. Frakc1jos, tur1n01osfgt

'ﬁ“,imogaus augllu nekrozes faktorlq—a apjunglamos Bendrasf;; =

”~:iturls 1600 ml’ (21ur. lent )

RETRER 1f1f7{fUitrafiltfééije p,'

“L”

””ijngpjungtos ’ frakc1jos‘[{{p A Red Sepharose *f”CLfGBfr

35

”5ultraf11tru03amos aparatu "Mlnltaﬂ' (Mllllp@réf,fJAvy~“ o
fMembranq porq dydls 10000 daltonq.r Ultraflltru@Jama,__
';ejpasleklant4,baltymo koncentrac1]a ne dldesne kalp 4

mg/ml.

1}8,'Nudruskinimas koionoje‘Sephadex G-25
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: ""‘-.E"-'Elluclja atllekama Jonlne‘ "egos llmjmlu qradlentu

 ﬁ3$f;ff1k1 2M NaCl, 25 M Na, Hpo4,;pH 7,2,

'1237,;U1£fafiitraéija;*
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”'fﬁ1 Atliékama:anal9gi§kai,i:?;.Ju

’f,fq2 8 Nudrusklnlmas kOthOje Sephadex G- 25

B ;;Atllekamas analoglskal l 8.

CfiﬁiiiE?éYdeyS,j]@?ﬁ];f‘ ‘:.,

. ;1"‘B1omases lastellu suardymas atllekamas analoglskalff 

";'Bakterlnlo producento lastelems suardytl naudOJantil 

' aﬁManton Gaulln aparata, slegls Slekla 300 400 kg/cn@‘f"ﬂmf

7

‘fzfﬁNﬁkleiﬁdv:ﬁggtysgpaégiihamds§5ﬁa1§gi§kaifigé,*g §;lfr

ija, panaudojant hidroksilapatita,

jegos “llnljl,
| pH_7"2

jonlnes

UltfltJtlkmlgk17

““(Nudrusklnlmas kolono]e Sephadex G 25 aﬁ?yfn f”7? -

 “”'  Gautas preparatasﬂ}*yré aplrogenlskas,‘, sterllusgﬂiv 
ﬁ‘lektroforetlnlu ';sbei'f 1munochem1n1u 3

_ ‘bhdmogenlékasﬁ; >
 »43poz1ur1u, bléloglnls aktyvumas ne nmzesnls kalg 3x10T§"
e  ‘Gaunamo zmogaus augllu nekrozes faktorlaus-a preparato"

i;“'homogenlskumas patv1rt1ntas elektroforezes pollakrlw"
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lamldlnlame gelyje,lesant natrlo dodec:Llsulfatul, budu. '

Automatlzuotas'_"'

sekvenaVJ.mas "Edmano metodu modlflkuotu

, bif,ologlnls aktyvumas, nustatytas ‘panaudo:;ant

15 Pellu fl.broblastlnes lasteles L929 lygus 3XI07 V/mg

baltymo, prototlpe - lx10l7 V/mg baltymo. -



i

’Patelktos technologlnes schemos41 panaudoglmasfigaiiné

";mpadldlntl zmogaus nekrozes faktorlaus a Jselga iki32 o,;' ;
tqipreparato, prototlpe 6x106 V

'*siAuksto-‘ sleglo

T;ﬁhtechnolongkesne' tlnkamesneﬁ

” schema.v

 53Gauta preparata gallma naudot1 kal'b”1ologlskaf;*‘%“t+-?ﬁ

"5¥med21aga lastellq kulturoms,;talpl at‘Va1st1nes ;¥ 1“

7“@gamyba1

20
'?f:é$¥i ‘

35

’ fﬁprototlpe 30 %, 1r v1eno c1klo metu gaUtl 2 2X101°:V;ivbiyl
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_-'ISRADIMO APIBREZTIS -
‘~13Rekomblnant1nlo zmogaus augllq nekrozeS' fakforiaus;-
:"f gavlmo budas 18 Escherlchla coll lastellq,. tur1n01q]

5 - ‘_';‘_“rekomblnantlne plazmlde, chromatograflnluose procesuose'

'-"'._'.naudOJant anljonltlm, sorbenta bel nudrusklnlma,, b e-

ppen-n Ljfltuo, kad ardo Escherlchla coli
f‘,rla,steles SGZOO 50 su rekomblnantlne plazmlde pTNF311A L

1rm1n1am grynlnlmul naudOJ a _’

’ 7f;ve1k1ant aukstam sleg1u1,

.fﬂ;o}7fih1drok31lapat1tQ31r e11u51}Qggrad1entu 1k1 220 300 mM

NazHPO4, pH 7 0, tollau gﬁynlna DE 52 cellulloze,
.'1lgellu01]a 20 mM Trls buferlu,vtur1n01u 140 200 mM NaCl'g 
pH 7,5- 8, 0 po to naudo:;a aflnlne chromatografqu Red—'./‘v'j
e "ai.“‘,'c;epharose CL 6B ellucua‘,»_ naudo:;ant 25 SmM Na2HPOq,7-‘-_'lv_
M'j-',_f’-ffturlnt:, 1,52 M ‘NaCl, pH 7, 2;
.:‘"’f?-“'-;f'v‘natrlo fosfatlnl, buferlv, : pH 7,2

,preparato bre’rvedlmul i

"atl J_eka nudrusklnlma, :

.vSephadex G 25 kolonOJe

Sk 1520. Tlr 52 egz Uzsakymas 33
Lietuvos Respublikos valstybinis patentu bluras Alglrdo 31, 2600 Vllmus
Spausdmo Lietuvos informacijos mstltuto spaustuve Totonu 27 2000 Vilnius..
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