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Aprasomi atradimai, atskleidziantys atskirus rekombinantinés DNR technologijos aspektus, kurie gali biti
sékmingai panaudoti gauti iki Siol nezinoma keratinocity augimo faktoriaus (KAF) proteing be kity polipeptidy. Sie
proteinai gali blti gauti vairios funkcinés formos i§ spontaniskai issiskiriangiy Iasteliy arba DNR segmenty, jvesty
i lasteles. Sios formos jgalina jvairius 8io naujo proteino biocheminius ir funkcinius tyrimus, kaip ir atikiny gamyba.
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Yra apra$yti geny ekspresijos KAF proteinui lygiy nustatymo bidai, pvz., matuojant iRNR lygius lastelése arba
matuojant antigenus, iSskirtus ekstralasteliniame arba kino skys&iuose.
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%is isradimas skirtas augimo faktoriams, ypac poli-
peptidy augimo faktoriaus, analogisko faktoriy Seimai,
apimané¢iai Zinomus filbroblasty augimo faktorius (FAF),
i§siskyrimui. &§is isradimas taip pat skirtas komple-
mentariy DNR (kDNR) segmenty sudarymui i3 informacinés
RNR (iRNR), koduojan¢ios naujg augimo faktoriy. Be to,
idradimas susijes su tokiy DNR segmenty produkty
sinteze rekombinantinémis lastelémis ir tam tikry kity
produkty, gaunamy DNR, koduojanciy 3§i augimo faktoriu,
identifikacija bei klonavimu, gamyba ir panaudojimu.

Sutrumpinimai, naudojami Siame aprasyme

rFAF - ragstiniy fibroblasty augimo faktorius
bFAF - baziniy fibroblasty augimo faktorius
EAF - epiderminis augimo faktorius

HSAC - heparino-Sefarozés afininé chromatografija
kb - kilobazes

kDa - kilodaltonai

KAF - keratinocity augimo faktorius
NaDodSO,/PAGE - Natrio dodesilsulfato (SDS) /poliakrilamido

gelio elektroforeze
AF-ASSC - atvirk3cios fazés aukidto skiriamumo skys-
tiné chromatografija

TAFQ - transformuojantis augimo faktorius a

I3radimo prielaidos

Augimo faktoriai yra svarbis tarplasteliniy ry$iy me-

diatoriai.

$ios galingos molekuleées paprastai yra iSskiriamos vieno
lgsteliy tipo ir itakoja kity tipy lgsteliy
proliferacija (Zidr. nuoroda James (James, R. and
Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev. Biochem. 53, 259-292)
I Eksperimentiniame skyriuje Zemiau). Susidoméjimas au-

gimo faktoriais padidejo, irodZius ju potencialy daly-
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vavimg neoplazijoje (Sporn, M.B. and Todaro, G.J.
(1980) N. Eng. J. Med. 303, 878-880, II Eksperimenti-
niame skyriuje Zemiau). V-asis bezZdZioniy sarkomos vi-
ruso transformuojantis genas koduoja proteina, homo-
logidka augimo faktoriaus-trombocito darinio B gran-
dinei (James, R. and Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev.
Biochem. 53, 259-292), (Doolittle, R.F., Hunkapil-
ler, M.W., Hood, L.E. Devare, S.G., Roobbins, K.C.,
Aaronson, S.A. and Antoniades, M.N. (1983) Science 221,
275-277). Be to, daug onkogeny yra geny, koduojanciy
augimo faktoriaus receptorius, homologai (James, R. and
Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev. Biochem. 53, 259-292).
Tuo budu, gilesnis augimo faktoriy ir signalinés trans-
dukcijos, tarpininkaujant juy receptoriams, keliy supra-
timas, kaip matyti, leidZia geriau suprasti tiek nor-

maliu, tiek piktybiniy lasteliy augimo mechanizmus.

Viena Zinoma augimo faktoriy Seima, veikianti jun-
giamojo audinio lasteles, apima rugStiniy fibroblasty
augimo faktoriy (rFAF), Dbaziniy fibroblastuy augimo
faktoriy (bFAF), giminingus hst ir int-2 onkogeny pro-
duktus. Be to, yra Zinoma, kad kai kurie augimo fak-
toriai, iskaitant toliau minimus, pasiZymi heparing
jungianc¢iomis savybémis: rFAF (Maciag, T., Mehlman, T.,
Friesel, R. and Schreiber, A.B. (1984) Science 225,
932-935), (Conn, G. and Hatcher, V.B. (1984) Biochem.
Biophys.Res.Comm. 124, 262-268); DbFAF (Gospodarowicz, D.,
Cheng, J., Lui, G.-M., Baird, A. and Bohlen, P. (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6963-69%967), (Maciag, T.,
Mehlman, T., Friesel, R. and Schreiber, A.B. (1984)
Science 225, 932-935); granuliocito/makrofago kolonija
stimuliuojantis faktorius (James, R. and Bradshaw, R.A.
(1984) Ann. Rev. Biochem. 53, 259-292); ir interleu-
kinas 3 (James, R. and Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev.
Biochem. 53, 259-292). Kiekvienas i§ $iy polipeptidiniy
faktoriy yra gaminamas stromos lasteliy (James, R. and
Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev. Biochem. 53, 259-292),
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(Doolittle, R.F., Hunkapiller, M.W., Hood, L.E. Devare, S.G.,
Robbins, K.C., Aaronson, s.A. and Antoniades, M.N.
(1983) Science 221, 275-277), (Roberts, R., Gallagher, J.,
Spooncer, E., Allen, T.D., Bloomfield, F. Dexter, T.M.
(1988) Nature 332, 376-378). Tokie faktoriai, atrodo,
issideste nelastelinéje matricoje arba ant proteogli-
kany, dengianc¢iy stromos latelés pavirdiy (James, R. and
Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev. Biochem. 53, 259-292),
(Roberts, R., Gallagher, J., Spooncer, E., Allen, T.D.,
Bloomfield, F. and Dexter, T.M. (1988) Nature 332, 376-
378) . Postuluota, kad ju saugojimas, i§skyrimas ir
kontaktai su konkreciomis lgtelémis-taikiniais yra re-
guliuojami tokia saveika (Roberts, R., Gallagher, J.,
Spooncer, E., Allen, T.D., Bloomfield, F. and Dexter, T.M.
(1988) Nature 332, 376-378), (Viodavsky, I., Folkmann, J.,
sullivan, R., Fridman, R., Ishai-Michaeli, R., Sasse, J.
and Wasgburn, M. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci USA 84,
2292-2296) .

Tagiau placdiai pripazinta, kad labai daug piktybiniy
dariniy Zmoguje yra epiteliniy audiniy dariniai
(Wright, N. and Allison, M. (1984) The Biology of
Epithelial Cell Populations (Oxford University Press,
New York) Vol. 1, pp. 3-5). Buvo aprasyti epiteliniy
lasteliy 18 mezenchimos audiniy proliferacijos efek-
toriai (James, R. and Bradshaw, R.A. (1984) Ann. Rev.
Biochem. 53, 259-292), (Doolittle, R.F., Hunkapiller, M.W.,
Hood, L.E. Devare, S.G., Robbins, K.C., Aaronson, S.A.
and Antoniades, M.N. (1983) Science 221, 275-277),
(Waterfield, M.D., Scrace, G.J., Whittle, N., Stroo-
band, P., Johnson, A., Wasteton, A., Westermark, B.,
Heldin, C.-H., Huang, J.S. and Deul, T.F. (1983) Nature
304, 35-39), taciau Jju molekuliniy identi3kumas 1ir

struktira nebuvo nustatyta.

Trikstant 2iniy apie tokius mezenchiminius augimo

faktorius, veikiancius epitelines lasteles, akivaizdu,
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kad reikalingi metodai, kompozicijos ir biologiné ana-
lizé, kurie pagilinty Zinias bei epiteliniy lagsteliy
proliferacijos reguliavimo mechanizmy analize ir, galy
gale, reikalingos naujos diagnostinés bei terapinés

priemonés, paremtos tokiais faktoriais.

Sis isradimas numato proteino i3skyrimo metody ir re-
kombinantiniy DNR technologijy panaudojima minéty po-
reikiy patenkinimui ir mezenchimines prigimties pro-
teino faktoriy, kurie, atrodo, yra susije su epiteliniy
lgsteliy proliferacijos procesais ir kurie negali buti

gauti kitaip, gamybos bady i3sivystymui.

Sis isradimas skirtas proteino iSskyrimo ir rekom-
binantiniuy DNR technologijy iSsivystymui, kuris apima
naujy augimo faktoriaus proteiny, veikiand&iy epitelines
lasteles, neturin€ias kity peptidiniy faktoriy, gamybg.
1 iSradimo sriti taip pat ieina nauji DNR segmentai ir
biocloginés analizés metodai.

Sis i%radimas, atskiru atveju, skirtas naujam pro-
teinui, turinéiam struktdrines ir/arba funkcionalines
charakteristikas Zinomos augimo faktoriy 3Zeimos, api-
manios ragstiniy fibroblasty augimo faktoriy (rFAF),
baziniy fibroblasty augimo faktoriy (bFAF) ir gimi-
ningus hst ir int-2 onkogeny produktus. Sis naujas FAF
polipeptidy 8eimos narys i3laiko FAF heparing jun-
gian¢ias savybes, bet dar pasiZymi unikaliu speci-
fiSkumu lastelés-taikinio atzvilgiu. Sis augimo fak-
torius, pasirodo, yra specifinis epitelinéms lasteleéms
ir ypa¢ aktyvus keratinocity atZvilgiu. Todél 3is
naujas faktorius buvo pavadintas "keratinocity augimo
faktoriumi" (KAF). Nepaisant to, kad jis néra aktyvus
fibroblasty atzvilgiu, kadangi tai 3Se3tas Zinomas FAF
polipeptidinés Seimos harys, KAF gali buti paZymétas
FAF-6.
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Todel 8is isradimas 1§ dalies skirtas idgrynintiems KAF
arba panaSiems i KAF proteinams bei juy gavimo budams.
Tokie isgryninti faktoriai gali bati gauti, kulti-
vuojant Zmogaus lagsteles, kurios idskiria tokius pro-
teinus i3 prigimties ir taikant i3skyrimo metodus pagal
praktini 3io iSradimo aspekta. Tokie proteinai gali
biti panaudoti biocheminiams ir biologiniams tyrimams,
vedantiems prie, pvz., DNR segmenty, koduojanciy KAF

arba i KAF panasy polipeptida, iSskyrimo.

%is idradimas taip pat skirtas tokiems DNR segmentams,
kurie koduoja KAF arba i KAF panasSius proteinus. Pa-
grindiniame jgyvendinime §is isradimas skirtas DNR
segmentams, kurie koduoja KAF giminingus produktus,
susidedan&¢ius i%: Zmogaus kDNR klony 32 arba 49, gauty
i§ poliadenilintos RNR, ekstrahuotos i8 Zmogaus emb-
riono plauc¢iy fibroblasto lastelinés linijos M426; 3iy
klony rekombinanty ir mutanty; gimininguy DNR segmentuy,
kurie gali buti nustatyti hibridizacija su bet kuriais
auk&&iau minétais 2Zmogaus DNR segmentais; ir tokie
giminingi segmentai koduoja i KAF pana$ius proteinus

arba ju dalis.

Prakti&kai realizuojant vieng 8io iSradimo igyven-
dinimg, &io idradimo DNR segmentai sugeba pasireiksti
tinkamose Seimininko lastelése, tuo pagamindami KAF
arba i KAF pana$ius proteinus. ISradimas taip pat skir-
tas iRNR, gauty 38io iSradimo DNR segmenty jutimo siju

transkripcija.

Kitame jgyvendinime 3is i3radimas skirtas rekom-
binantinés DNR molekulei, susidedan¢iai i3 $io iSradimo
vektoriaus ir DNR. $iy rekombinantiniy molekuliy pavyz-
d?iai yra molekules, sudarytos i§ KAF kDNR ir bet
kurios id 3&iy vektoriniy DNR: vektoriaus, klonuojanc¢io
bakteriofaga y (kaip pavyzdys gali bati ypCEV9); plaz-

minio vektoriaus, nustatanc¢io DNR sekg (pvz., variantas
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pUC); bakterinio geno ekspresijos vektoriaus (pvz.,
pKK233-2); arba Zinduolio geno ekspresijos vektoriaus
(toks kaip pMMT) .

Dar kitame jgyvendinime S$is iSradimas apima 1lastele,
geriau Zinduolio 1lastele, transformuotg 3§io iZradimo
DNR. Be to, i3radimas apima lagteles, iskaitant vabzdziy
lasteles, mieliy 1lasteles ir Dbakterines lasteles,
tokias kaip Escherichia coli ir B. subtilis, trans-
formuotas $Sio iSradimo DNR. Pagal kitg 8io iZradimo
aspekto igyvendinimg transformuojanti DNR sugeba bati
iSskirta lasteléje, dél ko padidéja KAF arba i KAF

panaSaus proteino, uZkoduoto 3ia DNR, kiekis.

Pirminis KAF transcliacijoé produktas, prognozuotas i3
jo kDNR sekos, turi N-galo hidrofobine sriti, kuri, gal
but, yra kaip signaliné seka sekrecijai ir kurios neéra
subrendusioje molekuléje. Sio iZradimo geny ekspresijos
aspekto tinkamiausiame jgyvendinime 1lgstelé, trans-
formuota $io iSradimo DNR, i3skiria proteing, uzkoduotg
Sios DNR, tokio (nupjauto) pavidalo, koks yra 1iSski-
riamas Zmogaus embrioninio plauio fibroplasto las-

teliy.

Dar toliau, $8is iS8radimas numato KAF arba i KAF pa-
nasius proteinus, gautus $§io i3radimo DNR ekspresija
arba $io i3radimo RNR transliacija. Geriau, kai tokie
proteinai yra iSskirto pavidalo (t.y. néra aiskios
signalinés sekos). Sie proteininiai faktoriai gali bati
panaudoti funkciniams tyrimams ir gali bati idgryninti
papildomai struktirinei ir funkcinei analizei, tokiai
kaip kokybiné ir kiekybiné receptoriaus jungimo ana-

lize.

Dar daugiau, sugebéjimas gaminti didelius $§io naujo
augimo faktoriaus kiekius rekombinantine technologija

leis tikrinti jo klinikini pritaikomuma bisenose, kur
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specifiné epiteliniy lasteliy augimo stimuliacija yra

ypal svarbi.

Todél i &i i&%radimg jeina farmaciniai midiniai, susi-
dedantys 1§ KAF arba 1 KAF panadiy polipeptidiniy,
skirti vartoti ligos salygomis, pvz., nudegimo Zaizdy
gydymui arba transplantuoto ragenos audinio sti-

muliacijai.

Pagal 8&i i3radimo igyvendinimg nauji i KAF pana8us
proteinai bus proteininiai 3io isradimo " nemodifikuoty"
DNR ir iRNR produktai arba bus modifikuoti ar gauti
geny ekspresijos bidais proteininiai produktai. Kaip
inZineriniy mutacijy DNR sekose rezultatas modifikuoti
i, KAF panasis proteinai tures vieng ar daugiau skirtumy
aminortugs&iy sekoje nuo atitinkamy gamtiniy "laukinio
tipo" proteiny. Pagal vieng §io i3radimo aspekto
igyvendinima modifikuoti i KAF pana3s proteinai tures
"chimerines" molekules, susidedanias i3 KAF amino-
rugsdéiy seky ir bent vieno kito FAF peptidinés Seimos

nario.

Galiausiai, pateikti analogisky sékmingy tyrimy su
kitais peptidiniais faktoriais, turiniais tas pacias
savybes, rezultatai, ir tokiuy chimeriniy i KAF panasiy
polipeptidy idvystymas turety atvesti prie pagerinty i
KAF- panadiy "antros kartos" pavidalo peptidy, skirty
klinikiniams tikslams. 3ie modifikuoti i KAF panasis
produktai gali bati maZesni, stabilesni, galingesni

ir/arba, pvz., lengviau ar pigiau pagaminami.

I 8i i3radimg dar ieina bionalizés metodai iRNR ekspre-
sijos Zmogaus lastelése ir proteinu, gauty i8 giminingy
isdradimo DNR segmenty, nustatymui. Pagal vienag toki
igyvendinimg &io iSradimo DNR gali biti panaudojama
kaip zondas stacionarios busenos lygiy arba giminingy

iRNR indukcijos kinetikos nustatymui. KAF giminingy



10

15

20

25

30

35

LT 3472 B
8

kDNR klonu buvimas jgalina nustatyti atvejus, kai kli-
nikinése busenose, besiskirianc¢iose pertekliSku epite-
liniy lasteliy augimu, iskaitant displazija ir neopla-
zija (pvz., psoriazeée, piktybiniai arba gerybiniai
augliai), yra anomali tokio augimo faktoriaus ekspre-

sija.

S8is i3radimas taip pat numato naujus antikidnus pap-
tidui, uZkoduotam 3io i3radimo DNR segmentais. Siame
isradimo igyvendinime antikianai yra 18 prigimties mono-
kloniniai arba polikloniniai 1ir yra gaunami, pa-
naudojant KAF giminingus polipeptidus 18 natiraliy,

rekombinantiniy arba sintetiniy cheminiy 3altiniy.

Sio iSradimo antikunai specifiskai jungiasi prie KAF
arba prie 1 KAF panaSaus proteino, kuris apima tokio
peptido seka, ir geriau, kai $is proteinas yra natyvios
(biologidkai aktyvios) konformacijos. Tokie antikanai
gali buti naudojami KAF arba i KAF pana$iy proteininiy
faktoriy nustatymui arba gryninimui. Geriausiame 3io
iSradimo aspekto igyvendinime antikidnai neutralizuos
KAF stimuliacini aktyvumg, tuo igalindami mechanis-
tinius tyrinéjimus ir, galy gale, klinikiniy bukliy,
apimanciy pertekli3kus KAF lygius, gydyma.

Trumpas figliry aprasymas

Fig. I-1 pateikti kondicionuotos terpés i3 M426 Zmogaus
embrioniniy fibroblasty heparino-Sefarozés afinines
chromafografijos rezultatai, rodantys, kad daugiau kaip
90% mitogeninio peliy keratinocity (BALB/MK) aktyvumo
iSplaunama eliuentu 0.6 M NaCl.

Fig. I-2 iliustruoja tolesnio mitogeno i35 Zmogaus
fibroplasty gryninimo rezultatus, panaudojant ASSC
(aukSto skiriamumo skystine chromatografiija, HPLC-

angl.) su adsorbcine matrica. Nuotrauka (A) rodo
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atvirkid&ios fazés (C,) BALK/MK mitogeninio aktyvumo
ASSC. Nuotraukoje (B) pateikti frakciju, parinkty 1is
chromatografijos stadijos C,, parodytos nuotraukoje A,
elektroforezinés (NaDodSO,/PAGE) analizés duomenys, de-
monstruojantys fakta, kad ASSC piky frakcijos turi vie-
nintele juosta sidabru apdaZytame gelyje. Nuotrauka (C)
yra DNR sintezes BALB/MK 1lastelése, veikiant frak-
cijoms, analizuotoms nuotraukoje B, grafikas, rodantis,
kad santykinis mitogeninis aktyvumas gerai koreliuojasi

su proteininés juostos aktyvumo profilyje intensyvumu.

Fig. I-3 parodyta alternatyvi gryninimo AF-ASSC sta-
dija, panaudojant molekuliniy siety chromatografijg
koloneléje (TSK G3000SW GlasPac) su vandeniniu tirpalu,
esant pH artimam fiziologinio tirpalo pH, del ko gau-
namas pagrindinis mitogeninio aktyvumo pikas BALB/MK

bioanalizéje.

Fig. I-4 iliustruoja DNR sintezés BALB/MK, veikiant
TSK-i3grynintam mitogenui ir kitiems augimo faktoriams,

palyginima.

Fig. I-5 rodo BALB/MK lasteliy augimo chemi3kai api-
bréitoje terpéje, veikiant Jjvairioms augimo faktoriy

kombinacijoms, palyginimg.

I-1 lenteléje susumuoti jvairiy gryninimo stadijy
rezultatai, rodantys, kad molekuliniy siety chromato-
grafija gaunamas Zymiai geresnis aktyvumo regeneravi-

mas, negu adsorbciniu AF-ASSC budu.

I-2 lenteléje susumuoti ivairiy augimo faktoriy speci-
fidkumo lastelés-taikinio atZvilgiu duomenys, demons-
truojantys, kad naujas 1i8skirtas faktorius pasiZymi
stipriu mitogeniniu poveikiu keratinocitams (BALB-MK)

ir, visidkai pried3ingai tam, neturi nustatomos itakos
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fibroblastams arba Zmogaus poodinés venos endotelineéms
lasteléms.

Fig. II-1 pateikta nukleotidiné seka ir nustatyta KAF
kDNR aminorug8¢iu seka, kaip ir RNR, transkribuoty i3
KAF geno, identifikacija. Nuotraukoje (A) schematidkai
parodyti Zmogaus KAF kDNR klonai. Nuotraukoje (B) pa-
vaizduotas KAF XkDNR nukleotidas ir prognozuotos ami-
norugsciy sekos. (C) - KAF geny RNR matricy identi-
fikacija Northern apdaZymo (Northern blot) analize.

Fig. II-2 iliustruoja giminingy molekuliy, jskaitant,
FAF Seimos topologini palyginimg, ypatinga démesi ski-
riant dviems proteiny duomenims, kurie turi aukstg
homologija, numatomas signalines peptidy sekas ir dvi

uZkonservuotas cisteino liekanas.

Fig. II-3 rodo giminingy KAF iRNR ekspresijos parink-
tose normaliose Zmogaus lastelés linijose ir audiniuose
analizes duomenis, atskleidZiandius, kad vienintele 2.4
kb matrica buvo RNR i3 Zmogaus embrioninio plaucio
fibroplasty ir suaugusio odos fibroplasty, tuo tarpu
(B5/589) epitelinése arba (HA83) glialinése 1lastelés
linijose, arba pirminése Zmogaus poodineés venos

endoteliniy lasteliy kultirose matricos nebuvo rasta.

II-1 lenteléje susumuotas heparino poveikio KAF mi-
togeniniam aktyvumui ir poveikio kitiems augimo fak-
toriams palyginimas, rodantis, kad timidino ivedimas i
BALB/MK 1lasteliy pagalba, veikiant KAF, buvo inhi-
buojamas heparinu, prieSingai tiek rFAF, tiek DbFAF
aktyvumui, kurie padidéjo, taip apdorojus.

Sis isradimas dalinai skirtas iZgrynintiems KAF arba i
KAF panasSiems proteinams ir 3iy proteiny paruosimo
budams. Pagrindinis Sio isradimo aspektas skirtas homo-

geniniam KAF, besiskirianciam tariama 28 kDa molekuline
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mase, besiremianc¢ia migracija NaDodSO,/PAGE, judéjimu
vieninteliu piku atvirks$c¢iosios fazés auk3to veikimo
skystines chromatografijos analizéje, ir maZiausiai
34 x 10° vienety/miligramui, geriau maZiausiai 3.2 x 10°
vienety/miligramui specifiniu aktyvumu, kur wvienas
aktyvumo vienetas yra apibréZiamas kaip kiekis, kuris
sukelia puse maksimalios galimos DNR sintezés sti-
muliacijos tam tikrose epitelinése (keratinocituy) 1lgs-
telese standartinése salygose, nurodytose Zemiau.

Tam, kad buty identifikuoti nauji augimo faktoriai,
specifiniai epitelinéms 1lasteléms, naudojo klonine
BALB/c peliy keratinocitine lastelés linija, pazZymétga
kaip BALB/MK (Weissman, B.E. and Aaronson, S.A. (1983)
Cell 32, 599, 606), kaip indikacine 1lastele tokiy
faktoriy aptikimui. 8ios 1lastelés priklauso nuo jy
augimo ant epitelinés lastelés mitogeno ekzogeninio
Saltinio net terpéje, turinioje serumo (Weissman, B.E.
and Aaronson, S.A. (1983) Cell 32, 599, 606). Chemiskai
apibreZtos terpeés Sioms lagsteléms sukirimas igalina
pademonstruoti fakta, kad BALB/MK proliferacijai reikia
dviejy pagrindiniy mitogeniniy keliy. Vienas i3 jy nu-
mato i insuling panaSaus I faktoriaus (arba dideles
koncentracijos insulino) dalyvavimg, o kitam pakanka
epiderminio augimo faktoriaus (EAF), transformuojand&io
augimo faktoriaus o (TGFa), rugdtinio fibroblastinio
augimo faktoriaus (rFAF) arba bazinio fibroplastinio
augimo faktoriaus (bFAF) (Falco, J.P., Taylor, W.G.,
DiFiore, P.P., Weissman, B.E., and Aaronson, S.A.
(1988) Oncogene 2, 573-578).

Naudojant BALB/MK kaip prototipine epiteline lasteline
linijg 1ir NIH/3T3 kaip jos fibroblastine kontrdali,
kondicionuotas terpes 1§ ivairiy Zmogaus lasteliniy
linijy analizavo dél naujy specifiniy mitogeny. S8ie
iSradimo biologinés analizés metodai igalina atlikti

gryninimg iki vieno i3 tokiy naujy augimo faktoriuy,
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i8skiriamo Zmogaus embrioninio plau¢io fibroplastineés
linijos ir paZyméto kaip keratinocity augimo faktorius
(KAF) homogeniSkumo. '

Trumpai, i KAF panaSaus aktyvumo bionalizé standar-

tinese salygose susideda i§ tokiy stadiju:

(1) Peliy keratinocitai (BALB/MK lgstelés) yra auginami
kultdroje 1iki susiliejimo ir tada laikomi 24-72 va-

landas terpeéje, neturincioje serumo;

(ii) Idéjus bandomuosius pavyzdZzius, DNR sintezés sti-
muliacijg nustato, ijvesdami ’H-timidino i rdgstimi nu-
sodinamg DNR.

Tam, kad nustatyty mitogeninio augimo faktoriaus spe-
cifiskumg 1lgstelés-taikinio atZvilgiu, DNR sintezés
stimuliacija, 1i3reikSta kaip stimuliuotos sintezés ir
foninio timidino 4ivedimo santykis, nesant pridétinio
bandomojo pavyzdZio, gali biati palyginta su analogiska
stimuliacija, stebima 1lastelése, besiskiriandiose nuo
keratinocity tokiose paciose analizés salygose. Tokiais
palyginimais buvo nustatyta, kad KAF mitogeninis akty-
vumas pasiZymi aiSkiai 1iSreikStu specifidkumu kera-
tinocity atzZvilgiu, skirtingai negu fibroblasty at-
Zvilgiu (maZiausiai apie 500-kartinis stimuliacijos
padidejimas), ir maZesniu, bet Zymiai (maZiausiai apie
50 karty) stipresniu aktyvumu keratinocity atZvilgiu
negu kity epiteliniy lasteliy tipy atZvilgiu (Zigr. I-2
lentele su tolesniais duomenimis ir I Eksperimentiniame
skyriuje smulkesniam susipazZinimui su standartinémis

bioanalizes salygomis).

Naudojant KAF gamybos buda, apimanti lasteliy kul-
tivavimg ir mitogeninio aktyvumo i8skyrimg, kur toks
bidas apima ultrafiltracija, heparino-Sefarozés afinine

chromatografija (HSAC) ir adsorbcine atvirk3&ios fazés
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auk3to skiriamumo skystine chromatografijg (AF-ASSC),
arba, alternatyviai, molekuliniy siety ASSC (TSK-ASSC)
pagal 3i 1i8radima, buvo iSskirtas preparato kiekis,
pakankamas fiziniam ir biologiniam tokios molekules

smulkiam charakterizavimui.

Susumuojant, KAF gamybos 18 produkuojanciy 1lgsteliuy,
tokiy kaip M426 Zmogaus embrioniniai fibroblastai
(Aaronson, S.A. and Todaro, G.J. (1968) Virology 36,
254-261), budas, pvz., susideda i§ tokiy stadijy:

(i) Kondicionuotos terpés paruo$imas (pvz., 10 1tr),
panaudojant monosluoksnes kultdras, gautas, cikliZkai
apdorojant nuo terpés, kurioje yra serumo, iki terpes,
neturindios serumo, ir saugant serumo neturinti derliy

-70°C temperatiroje iki tolesnio naudojimo;

(ii) Koncentravimas ultrafiltravimu, panaudojant mem-
branas su 10 kDa molekulinés masés pralaidumu keliose
nuosekliose stadijose, atskleidZiant buferyje (kad buty
palengvintas maZo molekulinio svorio medZiaguy pasSa-
linimas), paskui paprastai laikymas -70°C tempe-,

ratiroje;

(1ii) Afininé chromatografija heparine, sujungtame su
polimeriniu pagrindu (pvz., Sefaroze), iSplaunant eliu-

entu - didéjancios NaCl koncentracijos gradientu;

(iv) Koncentracija iki 10-20 kartinio tdrio sumazinimo
smulkaus mastelio ultrafiltraciniais jrengimais su pra-
laidumu iki 10 kDa molekulinés masés (pvz., mikro-
koncentratorius Centrikon-10 i8 Amicon) ir laikymas

-70°C temperatiiroje;

Kita gryninimo proceso stadija susideda arba 18 sta-
dijos (v) arba, alternatyviai, stadijos (vi), t.y.:
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(v) Aktyviy frakcijy (0.6 M NaCl) i3 ankstesnés HSAC
stadijos AF-ASSC organiniy tirpikliy sistemose;

arba

(vi) Molekuliniy siety ASSC (pvz., TSK-G3000SW Glas-Pac
kolonelé i85 LKB) vandeniniame buferyje, kurio pH
artimas fiziologiniam pH (pvz., Tris-HCl, pH 6.8/0.5 M
NaCl), po to laikymas -70°C temperaturoje.

Preparatas, gautas TSK stadijoje (vi) buvo beveik toks
pat grynas, kaip ir preparatas, gautas i3 AF-ASSC,
sprendZiant pagal NaDodSO,/PAGE daZant sidabru analize
(duomenys nepateikti); bet TSK badas dave Zymiai
geresne aktyvumo regeneracijag (I-1 lentelé). Be to,
TSK-isgryninta medZiaga pasiZyméjo Zymiai didesniu
specifiniu aktyvumu, negu medZiaga, gauta AF-ASSC. KAF,
gautas auksSCiau apraSytu biddu TSK, stimuliavo DNR
sinteze epitelinése lastelése subnanomolinése koncent-
racijose, bet neindukavo Jjokio timidino ivedimo j
fibroblasty arba endoteliniy lasteliy DNR, esant pa-
lyginamoms arba auk3tesnéms koncentracijoms (iki S mM) .
Toks aktyvumas jautrus rdag8tims, &Silumai ir tirpik-
liams, naudojamiems AF-ASSC stadijoje (ZiGr., I Ekspe-
rimentini skyriy, jautrumo duomenis ir kitas gamybos
butdo detales).

Naudojant standartine metodologija, gerai Zinomg $ioje
srityje, buvo nustatyta nedviprasmidka aminorugs§ciy

seka padétims 2-13 i§ iSgryninto KAF galo:

iar.

N¢

Asn-Asp-Met-Thr-Pro-Glu-Gln-Met-Ala-Thr-Asn-Val (
I Eksperimentini skyriy).

I 8i 1iSradimg taip pat ieina DNR segmentai, koduo-
jantys KAF ir i KAF pana3ius polipeptidus. $io isradimo
DNR pavyzdziais gali bati tokios DNR: Zmogaus kDNR
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klonai 32 ir 49, gauti 1% poliadenilinty RNR, eks-
trahuoty 18 Zmogaus embrioninio plaucdio fibroblasto
lastelés linijos M426; 8iy klony rekombinantai ir
mutantai; giminingi DNR segmentai, kurie gali bati
nustatyti 5iy DNR segmenty hibridizacija.

Kaip apradyta II Eksperimentiniame skyriuje, KkDNR klo-
ny, atitinkan€iy KAF aminortgs$c¢iy sekos Zinomg dali,
paieSkai buvo sudaryti du oligonukleotidiniy zondy
pulai, remiantis visomis galimomis nukleotidinémis se-
komis, koduojanciomis devintg amino rugs§¢iy seka, Asn-
Asp-Met-Thr-Pro-Glu-Gln-Met-Ala. kDNR biblioteka buvo
konstruojama kDNR klonuojan&iame vektoriuje, ypCEVY,
panaudojant poliadenilinta RNR, ekstrahuota i8 Zmogaus
embrioninio plau¢io fibroplasty 1lastelinés 1linijos
M426, kuri buvo pradinis augimo faktoriaus 3altinis.

Bibliotekos skriningas (9 x 10° trombocity) su 32P—iy—
méty oligonukleotidy identifikavo 88 trombocitus, kurie

hibridizavo su abiem zondais.

IS 10 isvalyty nuo trombocity klony, kurie buvo ana-
lizuojami, vienas, pazZymetas kaip 49 klonas, turéjo 3.5 kb
kDNR intarpg, tuo tarpu kiti turéjo intarpus intervale
1.8 kb - 2.1 kb. Smulkesniy klony analizé ijgalino
aptikti kelis bendrus restrikcinius saitus, o vieno i3
smulkiy klony, pazZymeto kaip 32 klonas, kartu su 49
klonu, aminorug3¢iy sekos nustatymas parode, kad jie
yra persidengianc¢ios kDNR (II-1A bréz.). Dvieju tokiy
kDNR i8nagrinéjimas leido nustatyti 3.85 kb tolydine
seka, turincig pilng KAF koduojanéiag sekg. Jautrios DNR
sijos nukleotidine seka ir uZkoduota prognozuota
pirmino proteino seka parodytos II-1B bréZinyje pilno
ilgio sudétiniai KAF kDNR sekai.
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Sios DNR, KkDNR 32 ir 49 klonai, kaip ir &iy segmenty
rekombinantinés formos, apimandios pilng KAF koduo-

jan€ia seka, yra tinkamiausios §io isradimo DNR.

IS sekos kDNR aiSkiai seka, kad pradinio KAF ir hst
transliacijos produktai turi hidrofobines N-galo sri-
tis, kurios kaip matyti, yra signalinés sekos tokiy
seky panasumo ivairiuose kituose proteinuose pagrindu.
Todel tokios N-galo srities néra isgryninto subrendusio
KAF molekuleje, kuri yra iSskiriama Zmogaus embrioniniy-

fibroplasty.

Be to, KAF dalinasi su visais kitais FAF %eimos nariais
dvi pagrindines homologijos sritis, apimdamas amino-
rigstis 65-156 1ir 162-189 prognozuotoje KAF sekoje,
kurios yra atskirtos jivairaus ilgio aminortGgs¢iy neho-

mologinemis serijomis skirtinguose $eimos nariuose.

ISgryninto pavidalo KAF seka turi penkias cisteino
liekanas, 15 kuriy dvi iSlieka visoje FAF giminingy
proteiny Seimoje. FAF sekoje sutinkamos penkios pagrin-
diniy liekany poros. Toks pat vaizdas stebimas kituose

KAF Seimos nariuose.

Sios srities specialistui turety bdti suprantama, kad
panaudecjant Sio iSradimo DNR ir RNR hibridizacijos
metoduose (tokiuose kaip genominiy Zmogaus DNR Southern
apdazymo analize =-Southern blot analysis-angl.), ypac
tinkamiausias DNR, iSvardintas ¢&ia auk3ciau, be nepa-
geidaujamo eksperimentavimo, galima ekranizuoti geno-
mines arba kDNR bibliotekas kity i KAF panasiy DNR,
kurios patenka i $io i8radimo sriti, suradimui. Be to,
taip panaudojant $io i3radimo DNR, genetiniai mar-
keriai, susieti su KAF genu, tokie kaip apriboto
fragmenty ilgio polimorfizmai (RFLF), gali bati iden-
tifikuoti ir susieti su paveldétomis klinikinémis

biklemis, apimanc¢iomis $§i ir kitus artimus jam genus.
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Sis i3radimas taip pat apima modifikuotas KAF DNR
formas. Pagal svarbiausig 3io iSradimo aspekto igy-
vendinimg tokios modifikuotos DNR koduoja i KAF
panaSius proteinus, apimanCius KAF aminoruigséiy seky
segmentus 1ir bent vieng kitg FAF peptidinés 3eimos
nari. Taip, pvz., kadangi néra Zymios N-galo homo-
logijos tarp KAF iSskirtos formos ir analogisky padeéciy
kituose KAF gimininguose proteinuose, polipeptidai su
naujomis struktdrinémis ir funkcionalinémis savybémis
gali buati sukurti, Jjskiepijant DNR segmentus, ko-
duojancius atskirus N-galo kito polipeptido segmentus
FAF Seimoje i KAF DNR segmentg vietoje jo iprastos NH,-
galo sekos.

Polipeptidinés chimeros, pagamintos tokiy modifikuoty
DNR, yra naudingos, kad nustatytume, ar KAF NH,-galo
sritis yra pakankama jos unikalaus specifiskumo
lagstelés-taikinio atZvilgiu nustatymui. Tokiy chimery
tyrinéjimas taip pat apripina informacija apie sriciy
prigimti, nuskancCia ivairig heparino itaka biologiniam

aktyvumui.

IS tikryjuy, 8io biddo naudingumas buvo. patvirtintas
sekminga 1inZinerija ir ekspresija molekulés, kurioje
apie 40 aminorug$¢iy is iSskirtos KAF formos NH,-galo
(pradedant nuo subrendusio KAF amino terminalinés cys
liekanos, brez. II-1 priskirtas numeris 32, ir baigiant
KAF liekana 78, arg) yra sujungta su apie 140 rKAF
apvalkalo CO;-galo aminordgs¢iy (pradedant liekana 39,
arg, 1ir tesiant iki rFAF koduojandios sekos C-galo).
Toks chimerinis produktas turi pirmenybe keratinocitams
kaip KAF lastelés-taikinio atZvilgiu, bet neturi jaut-
rumo heparinui, dél ko jis labiau panasus i rFAF negu
KAF.

Toks naujas i KAF pana3us augimo faktorius gali tureti

pranasumy klinikiniuose taikymuose, kur reikia vartoti
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epiteliskai specifini augimo faktoriy, esant heparinui,
visuotinai priimtam antikoaquliantui. Kitos &ios chi-
merineés molekulés konstrukcijos detalés ir polipeptido
savybeés aprasSytos II Eksperimentiniame skyriuje.

Kitos Sio iSradimo DNR apima tokias rekombinantiniy DNR
molekules, susidedanc¢ias i35 kDNR KAF ir bet kurios i3
tokiy vektoriniy DNR: klonuojantis bakteriofago vek-
torius (ypCEV9); nustatandios aminorigs¢iy sekay plaz-

midées DNR vektorius (pUC variantas); bakterinés eks-
presijos vektorius (pKK233-2); arba Zinduoliy eks-
presijos vektorius (pMMT/neo). Tokiy rekombinantiniy

DNR konstrukcijy pavyzdZiai smulkiai aprasyti Eksperi-

mentiniuvose skyriuose.

Labiausiai tinkamos rekombinantinés molekulés yra Sios:
molekulés, susidedan¢ios i3 koduojandios sekos KAF is-
skirtai formai ir bakterinio ekspresijos vektoriaus
(pvz., pKK233-2) arba kDNR, koduojan€ios visa pirmineés
transliacijos produkta (iskaitant NH,-galo signalinj
peptida), taip pat Zinduoliy ekspresijos vektoriaus
(pvz., pMMT), galindio i&skirti iterpta DNR Zinduoliy
lgstelése (pvz., NIH/3T3).

Rekombinantiniy DNR, turiné¢iy KAF DNR ir bakterinés
ekspresijos vektoriy, konstrukcija yra apra8yta II
Eksperimentiniame skyriuje. Trumpai, KAF kDNR buvo
isskirta, kad pagaminty polipeptidga E. coli, patal-
pinant jo koduojan¢ia seka, kontroliuojant hibridiniam
trk promotoriui, plazmidiniame ekspresijos vektoriuje
pPKK233-2) (Amman, E. and Brosius, J. (1985) Gene 40, 183).

Rekombinantiniy DNR, turiné¢iy KAF DNR ir Zinduoliy
vektoriy, galinti i&skirti iterpta DNR kultivuotose
Zmogaus arba gyvulio lastelése, sudarymas gali buti
atliktas pagal standartine geny ekspresijos techno-

logijg, panaudojant metodus, gerali Zinomus $ioje
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srityje tokio palyginus paprasto polipeptido ekspre-
sijai. Vienas specifinis 3$io i8radimo aspekto rekom-
binantinés DNR igyvendinimas, ijungiantis Zinduoliy
vektoriy pMMT, vyra apraSytas Zemiau S3Sioje sekcijoje,

skirtoje 3io iSradimo rekombinantinéms lastelems.

8io isradimo DNR ir RNR su jautriomis sijomis gali bati
panaudotos kartu su $io iSradimo proteino gamybos
budais, kad bty pagaminti dideli kiaekiai 15 esmés
grynuy KAF arba i KAF pana$iy proteiny. Taip pagamintas
18 esmés grynas KAF proteinas gali bdti panaudotas,
naudojant gerai Zinomus bldus diagnostinéje analizéje
nustatyti receptoriy tokiam proteinui buvimg ivairiuose

organizmo skysCiuose ir pavyzdZiuose.

Todél Sis iSradimas taip pat apima lastele, geriau
bakterine arba Zinduoliuy lagstele, transformuotg su Sio
i8radimo DNR, kur transformuojanti DNR gali bdati
i8skirta. Tinkamesniame 3io i8radimo  jgyvendinime
lastele, transformuota 3Sio iSradimo DNR, gamina KAF
proteing visiSkai mitogenine forma. Geriausia, kai $§ie
proteinai bus i8skirtos formos (pvz., neturintys aki-
vaizdZios signalinés sekos). Sie proteino faktoriai
gali biti panaudoti funkciniams tyrimams ir gali buti
iSgryninti papildomai biocheminei ir funkcinei anali-
zei, tokiai kaip kokybiné 1ir kiekybineé receptoriaus

jungimo analizé.

Rekombinantines E coli 1lagsteles buvo sudarytos bak-
teriniame ekspresijos vektoriuje, pKK233-2, KAF gamy-
bai, kaip smulkiai apraSyta II Eksperimentiniame sky-
riuje. Susumuojant, keli rekombinantiniai bakteriniai
klonai buvo 1i38skirti deél proteino gamybos iprastais
smulkiamasteliniais metodais. Visi tirti rekombinantai
sintezavo proteinag, apie ka liudijo antiktnai, atsi-
randantys amino-terminaliniam KAF peptidui. Vienas

rekombinantas buvo auginamas viename litre kultdros,
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kuri augino rekombinantini KAF, kuris efektyviai sti-
muliavo timidino jvedimg i BALB/MK keratinocito 1lags-
teliy DNR, bet buvo tik nezymiai aktyvus NIH/3T3 fibro-
blasty atZvilgiu. Pusé maksimalios BALB/MK 1lasteliy
stimuliacijos standartinéje keratinocito biocanalizéje
buvo pasiekta, esant koncentracijai tarp 2 ir 5 ng/ml,
palyginus su 10-15 ng/ml koncentracija KAF, idvalytam
nuo M426 lagsteliy.
.

IS vieno bakteriniy lasteliy 1litro buvo gauta apy-
tikriai 50 mg Mono-S i8gryninto rekombinantinio KAF.
Geny ekspresijos srities specialistui bus akivaizdu,
kad $i pradine ieiga gali bidti pagerinta i% esmeés be
nepageidaujamo eksperimentavimo, taikant ivairias zi-
nomas rekombinantinés DNR technologijas.

Rekombinantines Zinduoliy (NIH/3T3 pele) lastelés taip
pat buvo sudarytos, panaudojant KAF kDNR koduojandig
seka (iskaitant NH,-galo signalini peptida) ir vektoriy
pMM/neo, kuris nes3a peleés metalotionino (MMT) promo-
toriy ir selektyvy Zymeta geng neomicino stabilumui.
Buvo jvertintas Zios lasteles dalyvavimas KAF gamyboije,
ypac itaka subrendusios formos (nesant signalinio pep-
tido), gaminamos Zmogaus fibroblasty sekrecijai, panau-
dojant 3io iSradimo biocanalize. Tokio pat vektoriaus ir
lastelés-Seimininko kombinacija buvo sekmingai panau-
dota 1iSskirti kelis kitus panaSius rekombinantinius
polipeptidus, iskaitant auk&tus augimo faktoriy A ir B,
isvesty i35 trombocity (TIAF), grandiniy lygis (MSakai, R.K.,
Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Norn, G.T.,
Erlich, H.A. and Arnheim. N. (1985) Science 230, 1350-
1354) . Todél 3ios srities specialistui bus aisku, kad
didelés rekombinanto KAF iSeigos gali bati pasiektos
Siuo badu, naudojant auk&&iau minétas rekombinantines

DNR ir transformuotas $io iSradimo lasteles.
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Galiausiai, gali bdti panaudota stambiamolekuline
gamyba, kad igalinty klinikini tyrimg buklése, rei-
kalaujanliose specifinés epiteliniy 1lasteliy augimo
stimuliacijos. MedZiagos ir metodai farmaciniy misiniy
paruo$imui, kad galima bGty vartoti polipeptidus
lokaliai (odai arba, pvz., akies ragenai) ar sis-
temingai yra gerai Zinomi Sioje srityje ir gali buati
greitai pritaikomi, vartojant KAF ir i KAF panaSius

peptidus be nepageidaujamo eksperimentavimo.

I 3&i iSradimg taip pat ieina nauji antikdnai pries
peptida, uZkoduota $io i3radimo DNR segmento. Sio
idradimo aspekto igyvendinimas pateiktas keliais anti-
kiny, atpaZistan¢iy KAF, pavyzdZiais. Jie buvo paruos-
ti, naudojant standartine metodologijg, gerai Zinomg
eksperimentinés imunologijos srityje, kaip nurodyta II
Eksperimentiniame skyriuje. Sie antikinai apima: mono-
kloninius antikinus, atsirandancius pelése prie$§ nepa-
Zeista 1i8gryninta proteing 18 Zmogaus fibroplastuy;
polikloninius antikanus, atsirandanc¢ius triuSiuose
prie$ sintetinius peptidus su sekomis aminortgs&iy seky
pagrindu, prognozuoty i¥ KAF kDNR sekos [ pavyzdZziu gali
bati peptidas su KAF 1liekany 32-45 seka, Dbutent,
NDMTPEQMATNVR (panaudojant standartini vienos raidés
koda aminorugs§&iy sekoms; zZiur. II-1 bréz.)}; poli-
kloninius antikdnus, atsirandanc¢ius triu3iuose tiek
prie§ 18§ Zmogaus fibroplasty natiraliai iSskirtg KAF,
tiek prie$ rekombinantini KAF, pagamintg E. coli (Ziuar.

auk&&iau) .

Visi tirti antikinai atpaZista rekombinantini, kaip ir
natiraliai atsirandanti KAF, arba kietos fazés ana-
lizeje (ELISA) ir arba Western blot analizéje. Kai
kurie antikGny pavyzdZiai, kuriems teiktina pirmenybe
pagal 3i i3radimg, skirti neutralizuoti mitogenini KAF
aktyvumg BALB/MK bioanalizeje.
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Sio i&radimo antikany fragmentai, tokie kaip Fab arba
(9ab)' fragmentai, kurie islaiko antigeng jungiantj
aktyvumg ir gali bati paruosti metodais, gerai Zinomais
Sioje srityje, taip pat ieina i 3io isradimo sriti. Be
to, i 5i i3radimg ieina &io iSradimo antikiny ar 9y
aktyviy fragmenty farmacinés kompozicijos, kurios gali
bati paruostos, naudojant medZiagas ir metodus far-
maciniy kompozicijy su polipeptidais paruo$imui, kurie
yra gerai zZinomi 3Jioje srityje ir gali bati greitai
pritaikomi KAF arba i KAF panasiy peptidy vartojimui be
nepageidaujamo eksperimentavimo.

Sie antikanai, ju aktyvis fragmentai gali bati pa-
naudoti, pvz., KAF aptikimui bioanalizéje arba protei-
niniy faktoriy gryninimui. Jie taip pat gali badti
panaudoti bidduose, gerai Zinomuose Sioje srityje KAF
receptoriy iSskyrimui, kurie, kaip apraSyta II Eks-
perimentiniame skyriuje, atrodo, skiriasi nuo visy kity
zinomy augimo faktoriy receptoriy.

Sie tinkamesni antikdnai, jy fragmentai ir farmacinés
kompozicijos, kurie neutralizuoja KAF mitogenini, akty-
vumg epitelini, lgsteliy atzvilgiu, kaip nustatyta
BALB/MK analize, pvz., gali biti panaudoti klinikiniy
bukliuy, besiskirianciy pertekliSkumu epiteliniy lgs-
teliy augimu, jskaitant displaziijag ir neoplazijg (pvz.,
psoriaze arba gerybinius ar pPiktybinius auglius),
gydymui.

I 81 isradima dar ieina nauji biocanalizés metodai geny,
giminingy $io idradimo DNR, ekspresijos nustatymui. Kai
kuriuose 3io i3radimo igyvendinimuose 3io iSradimo DNR
buvo panaudotos kaip zondai nustatyti giminingy iRNR
pastovios busenos 1lygius. J&ie i8radimo bioanalizés
bidai, panaudojant KAF DNR ir standartinius Nothern-
blot budus, yra smulkiai aprasSyti II Eksperimentiniame

skyriuje.



10

15

LT 3472 B
23

Igudusiam $ioje srityje bus ai8ku be nepageidaujamo
eksperimentavimo, kad tokie metodai gali bati greitai
pritaikomi geny ekspresijos i KAF pana3iems proteinams
analizei arba atskirose 1lastelése, arba ivairiuose
audiniuose. Tokia biocanalizé gali btti naudinga, pvz.,
auglio lasteliy jvairiy klasiy arba genetiniy defekty

epiteliniuose augimo procesuose identifikavimui.

Be tolesniy tikslinimy tikimasi, kad vidutinis spe-
cialistas $ioje srityje, panaudodamas auk3&iau pateikta
aprasymg ir taikydamas badus, apra3ytus Eksperimen-
tiniuvose skyriuose, galés pritaikyti 3&i i8radima jo
iSsamesniam kontekste. MedZiaga, pateikta eksperimen-
tiniuose skyriuose, jei nepaZyméta kitaip, pateikta
kaip iliustracijos ir jokiu biddu neapriboja pridedamos

iSradimo apibrézities.
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II EKSPERIMENTINIS SKYRIUS

Naujo specifinio epitelinéms lasteléms augimo fakto-
riaus identifikacija ir charakterizavimas

Siame skyriuje aprasomas eksperimentinis darbas, ve-
dantis i augimo faktoriaus, specifinio epiteliniy lags-
teliy atZvilgiu, identifikacijg. Faktorius, salyginai
pavadintas keratinocito augimo faktoriumi (KAF) dél jo
dominuojan¢io aktyvumo tokio tipo lagsteliy ativilgiu,
buvo gryninamas iki homogeniskumo ultrafiltracijos,
heparino-Sefarozés afinineés chromatogtafijos ir hidro-
fobinés chromatografijos C, atvirkicios fazes ASSC ko-
loneleéje kombinacija pagal $io idradimo bidus. Buvo
rasta, kad KAF yra labilus tiek rug3ciy, tiek $ilumos
veikimo atzZvilgiu ir sudarytas i§ vienos polipeptidinés
grandineés su tariama mazdaug 2800 Daltony molekuline
mase. ISgrynintas KAF buvo galingas mitogenas epite-
liniy 1lgsteliy atZvilgiu, galintis stimuliuoti DNR
sinteze BALB/MK epiderminiuose keratinocituose ramybés
bikléje, padidinant aktyvumg daugiau kaip 500 karty,
esant 0.1 nM, ir pasiekiant maksimumg, esant 1.0 nM.
Mitogeninio aktyvumo nebuvimas tiek fibroplasty, tiek
endoteliniy lagsteliy atZvilgiu parode, kad KAF pasizymi
specifiSkumu lgstelei-taikiniui, kuris skiriasi nuo bet
kurio auk$¢iau charakterizuoto augimo faktoriaus. Ami-
norugsciy sekos nustatymas mikrometodais leido nusta-
tyti amino-terminaline seka, neturind&ig Zymios homo-
logijos su bet kuriuo Zinomu proteinu. Tokio naujo
augimo faktoriaus iSskyrimas Zmogaus embrioniniais fi-
broplastais rodo tai, kad KAF vaidina tam tikrg vaid-
meni mezenchiminéje normalios epitelinés lgstelés pro-

liferacijos stimuliacijoje.
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BUDAI IR MEDZIAGOS
Kondicionuotas terpés paruos$imas

Ankstyvas M426 Zmogaus embrioniniy fibroplastuy ((Aaron-
son, S.A. and Todaro, G.J. (1968) Virology 36, 254-261)
perkélimas buvo i8déstytas 175 cm’ T-formos kolbose ir
auginamas 10-14 dieny Dulbecco modifikuotoje Eagle
terpéeje (DMEM; GIBCO), papildytoje 10% jauCio serumu
(GIBCO) . Uzbaigus $ia operacija, monosluoksniai savaite
buvo ciklidkai apdorojami terpiy diapazonu nuo tokios,
kurioje buvo serumo, 1iki tokios, kurioje Jjo nebuvo,
pastarajai susidedant vien 18 DMEM. Lastelés buvo
dukart perplautos 5 ml fosfatinio buferinio tirpalo,
pried pridedant 20 ml DMEM. Po 72 valandy kultivuotus
skys¢ius surinkdavo ir pakeisdavo 35 ml serumo turin-
¢ios terpés. Kondicionuota terpé buvo laikoma -70°C

temperatiroje iki tolesnio naudojimo.
Ultrafiltracija

MaZdaug 10 ltr kondicionuotos terpés buvo atitirpinta,
i8 anksto filtruota per 0.50 mikrony filtrg (Millipore
HAWP 142 50) 1ir koncentruota iki 200 ml tidrio, pa-
naudojant Pellicon kasetine sistemg (Millipore XX42 00K
60) 1ir kasete, turincig 10 kDa molekulines masés pra-
laidumg (Millipore PTGC 000 05). Po koncentravimo ban-
dinys buvo 1§ eiles atskiestas vienu litru 20 mM Tris-
HCl, pH 7.5/0.3 M NaCl, ir po kiekvieno tokio at-
skiedimo stadijos buvo atliekama wultrafiltracija su
Pellicon sistema. Regeneruotas retentate aktyvumas i85
karto buvo taikomas heparino-Sefarozés dervai arba

laikomas -70°C temperatiiroje.
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Heparino-Sefarozés afinine chromatografija (HSAC)

Retentatas i3 ultrafiltracijos stadijos buvo pakrautas
ant heparino-Sefarozés dervos (Pharmacia), kuri nulygs-
varinta 20 mM Tris-HC1, PH 7.5/0.3 M NaCl. Derva buvo
intensyviai plaunama tol, kol optinis tankis sugrizo
prie foninés reikSmés, ir tada paveikiama didéjancios
NaCl koncentracijos tiesiniu gradientu. Pa3alinus alik-
votas 18 frakcijy timidino ivedimo bioanalizei, su-
rinktos frakcijos sukoncentruojamos 10-20 karty Cent-
ricon-10 mikrokoncentratoriumi (Amicon) ir laikomas

-70°C temperatiroije.
Atvirkscéios fazés ASSC (AF-ASSC)

Aktyvios frakcijos (0.6 M NaCl) i3 HSAC buvo ati-
tirpintos, supiltos ir papildomai koncentruotos su
Centricon-10 iki galutinio tdrio <200 upl. bandinys buvo
pakrautas i Vydac Cqy ASSC kolonéle (The Separation
Group, Hesperia, CA), kuri buvo ekvilibruojama 0.1%
trifluoro acto rigstyje (TFA, Fluka)/20% acetonitrile
(Baker, HPLC grade-angl.) ir iSplauta eliuente-
didéjan€io acetonitrilo tiesiniame gradiente. Alikvotos
bicanalizei buvo nedelsiant atskiestos 50 pg/ml BSA
(Fraction V, Sigma)/20 mM Tris-HCl, pH 7.5 10-kar+iniu
pertekliumi. Likusi bandinio dalis buvo i3dZiovinta

Speed-Vac (Savant) struktirinei analizei.
Molekuliniy siety ASSC

Mazdaug 50 pl dukart koncentruoty heparino-~Sefarozés
frakciju buvo pakrauta i TSK-G3000SW Glas-Pac kolonéle,
kuri buvo nulygsvarinta 20 mM Tris-HCl, pH 6.8/0.5
NaCl. Bandinys buvo isplautas eliuente - 3iame buferyje
su 0.4 ml/min. srauto greiiu. Atskyrus alikvotas bio-

analizei, frakcijos buvo laikomos -70°C temperatlroje.
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NaDodSO,-poliakrilamido geliy elektroforezé (NaDodSO,/PAGE)

Poliakrilamido geliai buvo paruosti su NaDodSO, pagal
Laemmli (Laemmli, U.K. (1970) Nature 227, 680-685) proce-
dura. Bandiniai buvo verdami 3 minutes, esant 2.5% 2-
merkaptoetanoliui (tdr./tdr.). Geliai buvo fiksuoti ir
padengti sidabru (Merril, C.R., Goldman, D., Sedman, S.A.
and Ebert, M.H. (1981) Science 211, 1437-1438), pa-
naudojant reagentus ir metodika i3 BioRad. Molekulinés
masés markeriai buvo gauti i§ Pharmacia firmos.

DNR sintezés stimuliacija

96 duobuciy mikrotitruotos plokstelés (Falcom No. 3596)
buvo padengtos Zmogaus fibronektiniu (Collaborative
Research) 1 pg. cm’ tankiu, pried uZséjant BALB/MK las-
telemis. Po to lastelés buvo laikomos 24-72 valandas
terpeje Dbe serumo, turindioje 5 pug/ml transferino
(Collaborative Research) ir 30 nM Na,SeO; (Baker).

*H-timidino (5uCi/ml galutiné koncentracija, NEN) jve-
dimas i DNR buvo matuojamas 6 valandas, pradedant 16 va-
landy po pavyzdZiy pridéjimo. Analizé buvo baigta,
perplaunant lasteles karta su at8aldytu ledu fosfatiniu
buferiu ir dukart 5% trichloracto rag3timi. Nuosédos
buvo vel idtirpintos 0.25 M NaOH, pernesStos i scin-
tiliacini skysti (Biofluor, NEN) ir buvo atlikti skai-

¢iavimai.

DNR sintezés stimuliacija buvo reguliuojama, kaip apra-
Syta BALB/MK lasteléms, naudojant dideli kiekj kity
lasteliniy linijy. NIH/3T3 fibroblastai (Jainchill, J.L.,
Aaronson, S.A. and Todaro, G.J. (1969) J.Virol. 4, 549-
553) buvo gauti i3 National Institutes of Health, tuo
tarpu beZzdZioniy bronchines epitelinés lasteles
(Caputo, J.L., Hay, R.J. and Williams, C.D. (379) 1in
Vitro 15, 222-223) buvo gautos i3 Amerikos Tipiniy
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kultidry kolekcijos (American Type Culture Collection).
Zmogaus pieno liaukos epitelineé lasteliné 1linija,
paruosSta kaip apraSyta Stampfer (Stampfer, M.R. and
Bartley, J.C. (1985) Proc. Natl. Acad Sci. USA 82,
2394-2398) buvo gauta i§ Martha Stampher (University of
California, Berkeley). Pieno liaukos lgstelés buvo
auginamos RPMI 1640 pépildytoje 10% Jjaucio wvaisiaus
serumu ir 4 ng/ml EGF. Laikant salygose be serumo,
pagrindiné aplinka buvo DMEM. Zmogaus poodinés venos
endoteliniy lasteliy pirminés kultdros buvo paruoitos
ir laikomos, kaip apradyta nuorodoje (Sharefkin, J.B.,
Fairchild, K.D., Albus, R.A., Cruess, D.F. and Rich, N.M.
(1986) J. Surgical Res. 41, 462-472). Epiderminis
augimo faktorius ir insulinas buvo gauti i35 Colla-
borative Research. RGg3tinis FAF ir bFAF buvo gauti is
Kalifornia Biotechnology, Inc. Rekombinantinis TGFa
buvo gautas i§ Genetch, Inc. Terpe ir serumas buvo arba
i§ GIBCO, Biofluids, Inc., arba tai buvo terpe NIH.

Proliferacijos analize

35 mm kultivavimo 1lékstelés buvo i3 anksto padengtos
nuosekliai poli-D-lizinu (ZOpg/cmZ) (Sigma) ir Zmogaus
fibronektinu, tada apseéti su mazdaug 2.5 x 10° BALB/MK
lgsteliy. Pagrindiné terpé buvo misinys santykiu 1:1
Eagle maZo turinio Ca’’ minimalios esminés terpés ir Ham
F-12 terpés, papildytos 5 pg/ml transferino, 30 nM
Na,Se0; ir 0.2 mM etanolamino (Sigma). Terpé buvo kei-
Ciama kas 2 arba 3 dienos. Po 10 dieny lgstelés buvo
fiksuojamos formaline (Ficher Scientific Co.) ir apda-

Zytos Giemsa (Fisher Scientific Co.).
Proteino sekos mikronustatymas

Mazdaug 4 upg (.150 pmol) proteino i3 aktyviy C, kolo-
neles frakcijy buvo vél i3tirpinta 50% TFA ir pakrauta
i dujinés fazés proteino sekvensoriy (Applied Bio-
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systems). Buvo atlikta 20 degradacijos pagal Edman cily
ir aminorug$¢iy dariniy identifikacija su automatozuota
ASSC (Modelis 120A Applied Biosystems).
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REZULTATAI
Augimo faktoriaus nustatymas ir isskyrimas

Preliminarus kondicionuotos terpés 1§ ijvairiy lgsteleés
linijuy skriningas parode, kad terpé i3 kai kuriy fibro-
blasto liniijy pasizyméijo mitogeniniu aktyvumu, nusta-
tomu tiek BALB/MK, tiek NIH/3T3 lagstelése. Tuo tarpu,
kai virimas suardo BALB/MK  aktyvuma, mitogeninis
NIH/3T3 aktyvumas lieka nepaliestas. Remiantis Zinomais
duomenimis apie tai, kad EAF (Cohen, S. (1962) J. Biol.
Chem. 237, 1555-1562) ir TAFo. (Delarco, J.E. and
Todaro, G.J. (1978) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 75, 4001-
4005) yra termidkai Stabilios medZiagos, natadraluy
daryti prielaida, kad BALB/MK mitogeninis aktyvumas
susijes su agento, besiskiriandio nuo §iy Zinomy
epiteliniy augimo faktoriy, buvimu.

M426 Zmogaus embrioninio fibroplasto linija buvo pa-
rinkta kaip produktyviausias tokio aktyvumo Saltinis
augimo faktoriaus isgryninimui. Ultrafiltracija Pelli-
con sistema suteike patogy kelig bandinio tariui
sumazinti iki tinkamo lygio tolesnei chromatografijai.
Buvo iSbandytos ivairios siety jony mainy ir izoelek-
trinio fokusavimo chromatografiju kombinacijos, bet
visos davé nepriimtinai mazas iSeigas. IS kitos pusés
heparino-Sefarozés afinine chromatografija (HSAC), kuri
buvo panaudota kity augimo faktoriy gryninime (Raines,
E.W. and Ross, R. (1982) J.Biol.Chenmn. 257, 5154-5160;
Shing, Y. Folkman, J. Sullivan, R., Butterfield, c.,
Murray, J. and Klagsburn, M. (1984) Science 223, 1296~
1299; Gospodarowicz, D., Cheng, J., Lui G.-M., Baird, A.
and Bohlen, P. (1984) proc.Natl.Acad.Sci. USA 81, 6963-
6967; Maciag, T., Mehlman, T., Friesel, R. and
Schreiber, A.B. (1984) Science 225, 932-935; Conn.G.
and Hatcher, V.B. (1984) Biochem.Biophys.Res.Comm. 124,
262-268; Lobb, R.R. and Fett, J.W. (1984) Biochemistry
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23, 6295-6299), pasirodé esanti naudinga kaip anksty-
voji &io idradimo gryninimo stadija. Nors regeneruoto
specifinio aktyvumo jverd¢iai buvo neZinomi §ioje
stadijoje del galimo kity faktoriuy buvimo, tariama
aktyvumo iSeiga buvo 50-70% su atitinkamu 1000 karty

praturtinimu.

Kaip parodyta Fig. I-1, daugiau negu 90% BALB/MK mito-
geninio aktyvumo 1i3siplauna i§ HSAC kolonélés su 0.6 M
NaCl. Toks aktyvumo pikas nesusijes su kokiu nors akty-
vumu NIH/3T3 lasteliy atzZvilgiu (duomenys neparodyti) .
Zymiai maZesnis BALB/MK mitogeninio aktyvumo pikas

idrySkeja, esant 0.8-1.2 M NacCl.

Del HSAC bandinio atstatomumo aktyvios frakcijos galejo
bati identifikuotos profilio gradiento ir optinio akty-
vumo pagrindu. 10-20-kartinis koncentravimas su Centri-
con-10 pasirodé esas esminis stabilumui, kuris galéjo

buti palaikomas -70°C temperatiroje kelis ménesius.

Tolesnis gryninimas buvo atliekamas AF-ASSC su C, Vydac
kolonele, 1ir tai buvo paruodiamasis budas, tinkantis
aminorugs&iy sekos analizei. Nors aktyvumo iSeiga 18
stadijos C, buvo paprastai tik keli procentai, 3is pra-
radimas gali buti priskirtas naudojamiems tirpikliams.
Kituose eksperimentuose vienos valandos eksponavimas
sistema 0.1% TFA/50% acetonitrilo kambario tempera-
tdroje sumaZzino preparato mitogenini, aktyvumag 98%. Vis
délto, kaip parodyta (Fig. I-2) buvo gautas vienintelis
BALB/MK stimuliacinio aktyvumo pikas, kas suderinama su
aidkiu piku optinio tankio profilyje. Piko frakcijos
duoda vienintele juosta NaDodSO,/PAGE ir gelio apdazyme
sidabru (Fig. I-2B), o santykinis momentinis kiekvienos
isbandytos frakcijos aktyvumas (Fig. I-2C) gerai ko-

reliuojasi su juostos intensyvumu aktyvumo profilyje.
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Alternatyvi gryninimo Stadija aukscéiau apraSytam ASSC
badui, panaudojant tinkleline chromatografija su TSK
63 000 SW Glas Pac kolonéle vandens tirpale su pH, ar-
timu fiziologinio tirpalo pH, dave BALB/MK bicanalizeéje
pagrindini aktyvumo pika (Fig. I-3).

Toks preparatas buvo beveik toks pat grynas, kaip tas,
kuris buvo gautas i AF-ASSC stadijos pPagal apdazymo
sidabru NaDodSO,/PAGE duomenis (duomenys neparodyti),
bet dave Zymiai didesni regeneravimo aktyvumg (I-1
lenteléje), TSK - iSvalyta medZiaga buvo naudojama
iprastais buadais biologiniams tyrinéjimams, kadangi ji
pasiZyméjo didesniu specifiniu aktyvumu.

Abiems iSgryninty preparaty tipams (t.y. iSgrynintam
ASSC arba su molekuliniais Sietais) mitogeninio aktyvu-
mo profilis buvo susijes su aiskia juosta NaDodso,/PA-
GE, kuri neatskiriama abiems pPreparatams.

Augimo faktoriaus fizikinis ir biologinis apib@idinimas

ISgryninto faktoriaus ivertinta molekuliné masé buvo
apie 28 kDa pagal NaDodSO,/PAGE duomenis regeneravimo
Fig. 1I-2 ir neregeneravimo sglygomis (duomenys nepa-
teikti). Si reikdmé derinasi Su eliucijos padétimi
dviejose skirtingy matavimy kolonélése tuose tir-
pikliuose, kurie, kaip tikimasi islaiko nhatyvia konfor-
macija (TSK-C3000-sw, Fig. 1I-3, superoze-12, duomenys
neparodyti). I3 3iy duomeny seka, kad mitogenas, matyt,
sudarytas i§ vienos polipeptidines grandines su 25-30
kDa molekuline mase.

Terminis ir rug&tinis mitogeninio aktyvumo 1labilumas
buvo pademonstruoti, Panaudojant BALB/MK mitogenezés
biocanalize. Nors aktyvumas nesikeite per 10 minuciy
inkubavimo 50°C temperatiroje, jis sumazéjo 68% po 10

min. 60°C temperatiroje ir buvo nenustatomas po 3 min.
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100°C temperatiroje. Paveikus 0.5 M acto rugstimi 60 mi-
nuciy kambario temperatiroje, aktyvumas sumazéjo iki
14% kontrolinés reikSmés. Palyginimui reikia pasakyti,
kad Zinomo augimo faktoriaus EAG aktyvumas nesumazéjo
né po vieno tokio apdorojimo. Kreivé doze-atsakas ig-
grynintam augimo faktoriui, pateikta Fig. I-4, ilius-
truoja faktg, kad tik 0.1 nM sukelia nustatomg sintezés
DNR stimuliacija. Tuo biudu, aktyvumo intervalas paly-
ginamas su intervalu kitiems dviems augimo faktoriams,
iSanalizuotiems 1iki dabar. Koncentracijos intervale
0.1-1.0 nM stebima tiesiné priklausomybé, ir maksimali
6000-kartiné stimuliacija buvo stebima, esant 1.0 nM
koncentracijai. Naujas faktorius atitinkamai indukavo
aukStesni maksimalaus timidino ivedimo lygi, negu EAF,
rFAF arba bFAF BALB/MK keratinocituose (Fig. I-4).

Badingas tokio faktoriaus specifidkumas lgstelés-taiki-
nio atzvilgiu demonstruojamas jo aktyvumo dideliam las-
teliy tipy skaiiui palyginimu su aktyvumu kity augimo
faktoriy, kurie kaip Zinoma, pasiZymi mitogeniniu akty-

vumu epiteliniy lagsteliy atZvilgiu.

Kaip parcdyta I-2 lenteléje, naujas iSskirtas faktorius
parode stipry mitogenini poveiki BALB/MK, bet taip pat
indukavo irodomg timidino ivedimg i kity tirty epite-
liniy lasteliy DNR. Prie&ingai tam, &is faktorius ne-
daré nustatomo poveikio pelés (arba Zmogaus, duomenys
neparodyti) fibroplastams arba Zmogaus poodinés venos

endotelinéms lasteléms.

Palyginimui pasakysime, kad né vienas kitas Zinomas
augimo faktorius tinkamai nestimuliuoja keratinocito.
TAFa ir EAF pasiZymi stipriu fibroplasty atZzvilgiu, tuo
tarpu FAF buvo mitogeniniai tiek endoteliniy lagsteliuy,
tiek ir fibroplasty atZvilgiu (I-2 lentelé). Dél jo spe-
cifiskumo epiteliniy lasteliy atZvilgiu ir ypaé Jjaut-
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rumo keratinocity atZvilgiu naujasis mitogenas buvo sa-
lyginai pavadintas keratinocito augimo faktoriumi (KAF) .

Tam, kad bUtu nustatytas faktas, jog KAF sugeba ne tik
stimuliuoti DNR sinteze, bet ir palaikyti ilgalaikij
lasteliy augimg, buvo tirtas BALB/MK lagsteliy suge-
bejimas augti visiSkai apibréztoje, serumo neturincioje
terpeje, papildytoje augimo faktoriumi. Kaip parodyta
Fig. I-5, KAF yra geras EAF, bet ne insulino (arba i
insuling pana$aus faktoriaus) pakaitalas tokioje che-
misSkai apibreztoje terpéje. Tuo budu, KAF, kaip matyti,
veikia pagrindiniu signaliniu mar&rutu konkuruodamas su
EAF, rFAF ir bFAF dél BALB/MK lasteliy poliferacijos.

Aminoragscéiy sekos mikronustatymas atskleidzia unikaliag
N-terminaline KAF aminoriig$&iy seka

Tolesniam augimo faktoriaus charakterizavimui mazdaug
150 pmol C,~-i3grynintos medZiagos buvo analizuojama

aminorug3¢iy sekos nustatymui. Buvo nustatyta wvienin-

‘telé seka su neabejotinu 2-13 cikly priskyrimu: X-Asn-

Asp-Met-Thr-Pro-Glu-Gln-Met-Ala-Thr-Asn-Val. Didelis fo-
ninis triuk3mas trukdé priskirti pirmajai pozicijai,
kuri yra, tuo buadu, paZyméta X.

Kompiuterineé paies$ka, panaudojant FASTP programg (Lip-
man, D.J. and Pearson,. R.W. (1985) Science 227, 1435-
1441), nustateée, kad KAF N-terminaliné aminoriagsciy seka
neparode Zymesnés homologijos su bet kuriuo i proteiny
i3 National Biomedical Research Foundation duomeny ban-
ko, tuo patvirtindama tokio epitelinio augimo fak-

toriaus naujumg.
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DISKUSIJA

Tyrimai, apradyti Siame Eksperimentiniame skyriuje, nu-
staté Zmogaus augimo faktoriy, kuris pasiZymi unikaliu
specifidkumu epiteliniy lasteliy atZvilgiu. Panaudojus
ultrafiltracija, HSAC ir AF-ASSC arba TSK siety chro-
matografija pagal 8i iSradima, buvo i8skirtas pakan-
kamas preparato kiekis, kurio pakako smulkiai cha-
rakterizuoti 3ios molekulés fizikines ir biologines

savybes.

Vienintelé sidabru apdaZyta juosta, atitinkanti maZdaug
28000 daltony molekuline mase, buvo nustatyta aktyviose
frakcijose 1% AF-ASSC, ir Jjuostos intensyvumas buvo
proporcingas 35iy faktoriy mitogeniniam aktyvumui. Juos-
ta, neatskiriama nuo tos, kuri gauta AF-ASSC, buvo nu-
matoma aktyviose frakcijose 18 TSK chromatografijos
idgrynintas proteinas stimuliavo DNR sinteze epite-
linése 1lastelése, esant subnancmolinéems koncentra-
cijoms, bet nesugebéjo indukuoti timidino ivedimo j
fibroplastus arba endotelines 1lagsteles palyginamose
arba auk3tesnése koncentracijose (iki 5 nM). Sis ba-
dingas specifiSkumas lastelés~-taikinio atZvilgiu kartu
su vienintele nauja N-terminaline aminorugs¢iy seka,
nustatyta i3 i8grynintos molekulés, leidzZia daryti

i3vada, kad KAF yra naujas augimo faktorius.

Chemiskai apibréZtoje terpeje 1i8grynintas faktorius
galéjo papildyti 1 insuling panaduy augimo faktoriy
I/BALB/MK lasteliy insulino poreiki ir todél turéjo
veikti signalinés transdukcijos keliu, konkuruodamas su
EAF, TAF ir FAF. Dar daugiau, naujas faktorius buvo
galingesnis negu bet kuris 1§ Zinomy epiteliniy las-
teliy mitogenu, stimuliuojant timidino ivedimg §
BALB/MK lasteles. Pradiniai duomenys rodo tai, kad $is
faktorius sugeba palaikyti Zmogaus keratinocity antri-
niy kultdry proliferacija (duomenys nepateikti).
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Gryninimo metu KAF manipuliacijos ir laikymas buvo
problematisSki. Be jo labilumo &ilumos ir rags¢éiy $&is
faktoriﬁs buvo nepastovus liofilizacijos arba dializes
atZzvilgiu. Po HSAC praéjus 24 valandoms, aktyvumas vi-
siSkai prarandamas, nepaisant proteiny-ne$éjy, hepa-
rino, proteazés inhibitoriy, silikoniniy megintuveéliy
panaudojimo arba laikymo 4° arba -20°C temperatiroje.
Tik bandinio koncentravimas Sioje stadijoje gali ig-

saugoti jo aktyvumgy.

Be to, kad isdZiovintas ir iSgrynintas faktorius bity
perneStas, butina panaudoti Stiprig rugsti arba deter-
genta, atitinkancius adsorbcines tendencijas arba ne-
tirpumg.

Tuo badu, aktyvumo iSsaugojimui idgrynintas faktorius
buvo laikomas tirpale, esant dideléms koncentracijoms,
-70°C temperatiroje, kur jis i&lieka stabilus kelis

ménesius.

KAF sugebeéjimas suridti heparing gali buti fundamentali
tokio faktoriaus savybe, kuri pernesama i jo funkcija
organizme. Augimo faktoriai su heparing jungiancéiomis
savybémis apima FAF (Maciag, T., Mehlman, T., Friesel, R.
and Schreiber, A.B. (1984) Science 225, 932-935; Conn, G.
and Hatcher, V.B. (1984) Biochen. Biophys. Res. Comm.
124, 262-268; Lobb, R.R. and Fett, J.W. (1984)
Biochemistry 23, 6295-6299), DbFAF (Gospodarowicz, D.
Cheng, J., Lui, G.-M., Baird, A. and Bohlen, P. (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6963-6967; Lobb, R.R.
and Fett, J.W. (1984) Biochemistry 23, ©295-6299),
granuliocito/makrofago kolonijg stimuliuojanti faktoriy
ir interleuking 3 (Roberts, R., Gallagher, J., Spoon-
cer, E., Allen, T.D., Bloomfield, F. and Dexter, T.M.
(1988) Nature 332, 376-378). Tokie faktoriai, kaip
matyti, nuséda tarplagstelinéje matricoje arba ant

proteoglikany, dengian&iy stromos lasteles pavirsiy
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(Roberts, R., Gallagher, J., Spooncer, E., Allen, T.D.,
Bloomfield, F. and Dexter, T.M. (1988) Nature 332, 376-
378; Vlodavsky, I., Folkman, J., Sullivan, R., Fridman, R.,
Ishai-Michaeli, R., Sasse, J. and Wagsburn, M. 1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 2292-2296) . Buvo
postuluota, kad ju laikymas, igskyrimas ir kontaktai su
specifinemis lastelémis-taikiniais yra reguliuojami
tokia saveika (Roberts, R., Gallagher, J., Spooncer, E.,
Allen, T.D., Bloomfield, F. and Dexter, T.M. (1988)
Nature 332, 376-378; Vlodavsky, I., Folkman, J.,
Sullivan, R., Fridman, R., Ishai-Michaeli, R. Sasse, J.
and Wagsburn, M. 1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84,
2292-2296). Nors epiteliniy 1lasteliy proliferacijos
mezenchiminés prigimties efektoriai taip pat buvo
apradyti (Gilchrest, B.A., Karassik, R.L., Wilkins, L.M.,
Vrabel, M.A. and Maciag, T. (1983) J. Cell Physiol.
117, 2325-240; Chan, K.Y. and Hasche, R.H. (1983) Exp.
Eye Res. 36, 231-246; Stiles, A.D., Smith, B.T. and Post, M.
(1986) Exp. Lung. Res. 11, 165-177), 3Ju identi3kumas
nenustatytas. Heparina-jungiancios savybés 1iSskyrimas
smogaus embrioniniy fibroblasty epitelinémis 1lgste-
lemis, ir epiteliniy lasteliuy tropizmas suteikia KAF
visas savybes, kuriy tikimasi i% tokio normalios epi-

telinés lastelés augimo parakrino mediatoriaus.

Dalineé aminorug3&iy seka, nustatyta Siam naujam augimo
faktoriui, igalino Jji koduojancios sekos molekulinij
klonavima ir Jjos struktirines pfiklausomybés Zinomoms
augimo faktoriy Seimoms nustatyma, kaip apradyta II Eks-

perimentiniame skyriuje Zemiau.



10

15

20

25

30

35

LT 3472 B
38

II EKSPERIMENTINIS SKYRIUS

Naujo epiteliniy lasteliy specifinio augimo faktoriaus
kDNR seka apibidina nauja FAF Seimos narij

Darbas, apradytas prieSeinanéiame I Eksperimentiniame
skyriuje, identifikavo ir iSgrynino haujg heparing
jungianti augimo faktoriuy, pPazymeéty keratinocito augimo
faktoriumi (KAF), kuris yra ypac¢ aktyvus keratinocity
atzvilgiu ir, kaip matyti, yra specifinis epitelinéms
lgsteléms. 35is antras Eksperimentinis skyrius apraso
kDNR klony, koduojaneiy KAF, iSskyrimg ir apibtdinimg,
panaudojant oligonukleotidus, remiantis eksperimen-
tiSkai nustatyta NH,-galo aminorugd&iy seka kaip
hibridizacijos zondu. Nukleotido sekos analizé nustate
582-bp atvira skaitymo karkasg, kuris gali koduoti
polipeptidg i35 194 aminorug$é&iy, t.y. tarp 41% ir 33%
identiskas heparing jungiantiems rigStiniy ir baziniy
fibroplasty augimo faktoriams (FAF) ir giminingiems hst
ir int-2 onkogenams. KAF geno RNR matricos yra
i8skiriamos normaliuose tiek embrionines prigimties,
tiek suaugusio fibroblastuose, bet ne epitelinése,
endotelinése ir glialinese lastelése. Tuo biddu, KAF
pasirodo esas normaliai i8skiriamas mezenchimos, tuo
parodydamas savo vaidmenj, epiteliniy lgsteliy

proliferacijos reguliavime.
MEDZIAGOS IR METODAT
kDNR klony isskyrimas

KAF i3gryninimas ir N-galo aminorug3&iy sekos nusta-
tymas buvo apradyti auks&iauy (Zior. I Eksperimentinj,
skyriy ir Rubin, J.S., Osada, H., Finch, P.w., Taylor, W.G.,
Rudikoff, S. and Aaronson, S.A. (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci USA (in press) ). Deoksioligonukleotidu pulai
(50 pmoliuy), aprasSyti Rezultatuose, buvo 5 gale pazy-
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méti, panaudojant T—Qp-ATP (3000 Cl/mmole, Amersham) ir
10 vienety T4 polinukleotidinés kinazes. Rekom-
binantinis fagas, neSantis kDNR klonus, buvo replika,
iSséta ant nitroceliulioziniy filtry ir hibridizuota su
32P-Zymétais deoksioligonukleotidais 20% formamide, 10%
dekstrano sulfate, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 8 x SSC,
5 x Denhardt's ir 50 ug/ml denatiruotoje per nakti 42°C
temperatiroje briedZio spermoje. Filtrai buvo perplauti
0.5 x SSC, 0.1% SDS 50°C temperataroje ir eksponuoti
ant Kodak X-omat AR juostelés.

DNR sekos nustatymas

KAF kDNR nukleotidiné seka buvo nustatyta dideoksi
persidengianc¢iy ribojan¢iy fragmenty, subklonuoty i pUC
vektorius, grandineés nutraukimo bddu (Yanisch-Perron, C.,
Vieira, J. and Messing, J. (1985) Gene 33, 103-119).

Bakterinés ekspresijos vektoriaus KAF kDNR konstravimas

KAF kDNR, koduojanti subrendusiag, iSskirta polipeptido
formg, buvo patalpinta hibridinio trk promotoriaus kon-
trolei, i plazmidés ekspresijos vektoriy pKK233-2
(Amman, E. and Brosius, J. (1985) Gene 40, 183), kaip
apraSyta toliau. Kad tai buaty atlikta, konkretus KAF
kDNR 1ilgis, kuris turéjo informacija uzkoduoti subren-
dusig KAF molekule (pvz., be jo signalinio peptido)
buvo sustiprintas, panaudojant polimerazeés reakcijos
(PGR) btda (Sakai, R.K., Schart, S., Faloona, F.,
Mullis, K.B., Norn, G.T., Erlich, H.A. and Arnheim, N.
(1985) Science 230, 1350-1354). Fragmenta kryptingai
iterpe tarp dviejuy saity vektoriuje, bltent, saito Ncol
su bukais galais po S1 nukleazés suskaldymo ir saito
HindIII, panaudojant rekombinantinés DNR technologija.
KAF kDNR, gauto PCR budu, galai buvo tokie: 5' galas
buvo bukas ir prasidéjo ATG kodonu, po to éjo kodonas
TGC cys liekanai, numeris 33, kuris yra KAF subren-
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dusios formos amino-terminaliné liekana (Ziar. Fig. II-1),
ir tada visa KAF koduojan&ia seka. Stop-kodonas, TAA,
ir keturios fazés po jy, TTGC, t.p. buvo Ljungti i kDNR 3
gala. Pradmuo naudojamas PCR bide nukreipti DNR sinteze
i reikalinga padeti kDNR 3' gale, apémé HindIII saitg
sustiprintos kDNR jterpimui i vektorine DNR.

Antikiny pries KAF ir KAF giminingus peptidus gamyba

Monokloniniai antikinai buvo gaminami pelése prie$§ ne-
pazeistg 1i8gryninta proteing i§ Zmogaus fibroblasty,
panaudojant 5 arba daugiau poodiniy injekcijy. Nau-
dojami kraujo pavyzdZiai buvo ra$iuojami kietos fazés
analize (ELISA), naudojant labai isgrynintg KAF i3
Zmogaus epiteliniy lasteliy kaip antigena. Hibridomos
buvo paruosStos iprastais budais ir supernatantai buvo
ridSiuojami ELISA analize, kad bty aptikti KAF-reak-
tyvis antigenai. Teigiami klonai serijomis buvo sub-
klonuojami iprastais badais, ir atrinkti subklonai buvo
auginami kaip acitiniai augliai peléms, kad buty paga-
minti dideli antiktny kiekiai. Antikidnai buvo gryninami
i85 ascitiniy skys&iy, panaudojant standartinius budus
(pvz., panaudojant hidroksiapatita arba imunoafinines

dervas) .

Polikloniniai antikinai pried sintetinius peptidus buvo
auginami triu$iuose standartiniais budais, kaip apra-
Syta toliau. Peptidai buvo gauti kietos fazés tech-
nologija ir sujungiami su tiroglobulinu reakcija su
gliutaraldehidu. Buvo daromos poodinés injekcijos seri-
jomis, ir kraujo pavyzdZiai ra8iuojami ELISA analize,
taip pat kitais metodais, iskaitant Western-blott ir
mitogenezés bioanalize. IgC imunoglobulinai buvo i3~
skirti afinine chromatografiia, panaudojant imobili-
zuotg proteing G.
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Polikloniniai antik@inai buvo auginami triuSiuose tiek
pried nattraliai idskirta KAF i3 zZmogaus fibroplastuy,
tiek pried rekombinantini KAF, pagaminta E.coli (ziar.

kita skyriy), panaudojant tokias operacijas:

1) Pradine injekcija ir pirma imunizacijg atliko

kirkdnies limfiniuose mazguose;
ii) kitas imunizacijas atliko i raumenis.

Tiriamy pavyzdZziy skriningg atliko, naudodami ELISA
analize ir Western-blott bel mitogenezés bioanalize.
IgG gryninimas kaip antikinai prie§ sintetinius pep-
tidus, kaip apra$yta auk3cCiau.
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REZULTATAI

kDNR klony, koduojanéiy nauja augimo faktoriy, issky-
rimas

kDNR klony, atitinkan¢iy KAF koduojandig sekg, paiedkai
du oligonukleotidy 26 baziy ilgio pulai buvo gene-
ruojami, remiantis devyniy aminoridgs¢iy seka Asn-Asp-
Met—Thr—Pro—Glu—Gln—Met—Ala, kaip nustatyta i8gryninto
KAF aminorigi&iy sekos mikronustatymu (Zigr. I Ekspe-
rimentini skyriy aukiciau ir Rubin (Rubin, J.S., Osada, H.,
Finch, P.W., Taylor, W.G., Rudikoff, S. and Aaronson, S.A.
(1989) Proc.Natl.Acad.Sci. USA (in press)). Vienas
oligonukleotidinis pulas turejo wvisy 256 galimy ko-
duojané¢iy seky mi§ini devynioms aminoridgsdtims, tuo
tarpu kitas turéjo inozino liekanas degeneruotoje tre-
Cioje kodony pozicijoje Thr ir Pro.

Si pastaroji konstrukcija sumaZino galimy koduojand&iy
seky pule skai&iy iki 16. Inozinas tRNR antikodone gali
sudaryti vandenilines jungtis su A, C arba U (Crick, F.H.C.
(1966) J. Mol. Biol. 19, 548-555), ir oligonukleotidai,
kurie turi deoksiinozino, kaip buvo parodyta, gali
efektyviai hibridizuotis sSu atitinkama kDNR (Ohtsuka, R.,
Matsuki, S., Ikehara, M., Takashi, Y. and Matsubara, K.
(1985) J. Biol.Chem. 260, 2605-2608) .

KDNR biblioteka buvo sudaryta kDNR klonuojanciame
vektoriuje pCEVP (Miki, T., Matsui , T., Heidaran, M.
and Aaronson, S.A.(1989) Proc.Natl.Acad. Sci (inpress)),
panaudojant pdliadenilinta RNR, ekstrahuotg i3 Zmogaus
embrioninio plauéio fibroblasto lastelinés linijos M426
(Aaronson, S.A. and Todaro, G.J. (1968) Virology 36,
254-261), pradinio augimo faktoriaus lastelés. Po bib-
liotekos atrinkimo (skriningo) (9 x 10° trombocity) su

32P—Zyméti 26-mer oligonukleotidai identifikavo 88 trom-
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bocitus, kurie hibridizavosi su abiem oligonukle-

otidiniy zondy pulais.

Parinkty kDNR klony charakterizavimas ir aminoriugséiy

nustatymas

I3 10 idvalyty nuo trombocity klony, kurie buvo ana-
lizuojami, vienas, paZymétas klonu 49, turéjo kDNR 3.5 kb
intarpa, tuo tarpu likusieji turéjo 1.8 kb - 2.1 kb

intarpus.

MaZesniy klony analizé atskleidé kelis bendrus restrik-
cinius saitus. Budingy mazZesniy klony, pazZyméty 32 klo-
nu, kartu su 49 klonu, seky nustatymas parodé, kad jie
buvo persidengiantys kDNR (Fig. II-1A). Tuo tarpu kai
49 klong veiké pradmuo i§ poli (A) galo informacijos,
32 klonas i8kilo, konstruojant biblioteka oilgo(dT),
sukéléjo hibridizacija su A-praturtinta seka 3' ne-

koduojanC¢ioje KAF iRNR srityje.
Sekos, koduojancios KAF polipeptida, aprasSymas

Dviejy 8iy kDNR (32 ir 49) tyrimas leido nustatyti
tolydine 3.5 kb sekg, turinc¢ig visa KAF koduojandig
sekg (Fig. II-1B). ATG, matyt, esantis iniciacijos ko-
donu, buvo 446 nukleotido pozicijoje, sudarydamas 582-
azotiniy baziy pory atviro skaitymo rémeli, kuris bai-
gési TAA terminacinio kodono pozicijoje 1030. Sis atvi-
ras skaitymo rémelis gali koduoti polipeptida i§ 194 ami-
norugs&iy su paskaidiuota 22512 daltony molekuline

mase.

Soniné ATG kodono seka neprisitaiko prie pasitlyto
GCC(G/A) CCATGG suderinamumo optiniam iniciavimui euka-
riotinémis ribosomomis (Kozak, M. (1987) Nucl.Asids
Res. 13, 8125-8148), tac¢iau aukS8tyn nuo ATC kodono yra
A trys nukleotidai. Toje padétyje A vyra labiausiai
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iSsaugotos tokio suderinamumo nukleotidas. Toks ATG
kodonas eina pries 85 nukleotidus, i8destytus auk3tyn
nuo TGA stop-kodono tame padiame skaitymo rémelyje.

Aminorugs¢iy seka 19, kuri yra homologi3ka ekspe-
rimentiSkai apibreéZtam iSgryninto KAF NH,-galui, prasi-
deda nuo 32 aminoruagsdéiy, i8déstyty Zemyn nuo pasiitlyto
iniciacijos kodono. Buvo visiskas atitikimas tarp prog-
nozuotos ir eksperimetiskai nustatytos aminoragi¢iy se-
kos, todél galéjo biati atliktas nedviprasminis prisky-

rimas.

Homologijos tarp KAF ir bet kurio Zinomo proteino
ieSkojimas buvo atliekamas kompiuterine paieZka Natio-
nal Biomedical Research Foundation duomeny bazeje,
naudojant FASTP Lipman and Pearson programg (Lipman, D.J.
and Pearson, R.W. (1985) Science 227, 1435-1441). Pagal
$i bida buvo i3ryskintas puikus giminingumas tarp prog-
nozuotos KAF struktiros ir rug3tinio ir bazinio FAF
struktiros, kaip ir giminingy hst ir int-2-uZkoduoty

proteiny.
KAF geno mRNR matricy ekspresija Zmogaus lastelése

Parengiamuosiuose bandymuose i&tirti KAF iRNR Zmogaus
lagstelése zondas, apimantis didesne KAF koduojan&ios
sekos dali (zondas A, Fig. II-1A), nustate vienintele
2.4 kb matricg Northern-blott analizes budu i3 visos
M426 RNR (Fig. II-1C). Sis dydis Zymiai mazesnis, nequ
sudétinés kDNR ilgis, 3.85 kb.

TaCiau, ekranuojant poli (A) -parinktg M426 RNR, buvo
nustatyta papildoma apytikriai 5 kb matrica. Be to,
zondas iSvestas i3 netransliuotos 49 klono srities 3°
1ki 32 klono galo (zondas B, Fig. II-1A), hibridizavosi
tik su didesne infromacijos dalimi (Fig. II-1C). Tuo
bidu, matyti, kad KAF genas yra transkribuojamas tik
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tose dalyse, kurios susijusios su alternatyviom RNR. Du
kiti FAF geny 3eimos nariai, DbFAF (Abrahams J.A.,
Mergia, A., Whang, J.L., Tumolo, A., Friedman, J.,
Hjerrild, K.A., Gospodarowicz, D. and Fiddes, J.C.
(1986) Science 233, 545-548) ir int-2 (Mansour, S.L.
and Martin, G.R. (1988) EMBO J. 1, 2035-2041), taip pat
i8skiria sudetiniy RNR, kuriy svarbumg lieka papildomai

iSaiskinti.

Normalaus KAF funkcionalinio vaidmens iStyrimui buvo
nagrinejama Jjo matricos ekspresija ivairiose Zmogaus
lastelinése linijose ir audiniuose. Kaip parodyta Fig. II-3,
dominuojanti 2.4 kb KAF matrica buvo nustatyta kiek-
vienoje 13 stromaliniy fibroplastiniy linijy, kurios
yra epiteliniy audiniy dariniai i§ embrioniniy, nauja-
gimiy 1ir suaugusiy 3Saltiniy, bet ne i3 normalios
prigimties epiteliniy 1lasteliy 1linijy. Tokia matrica
taip pat buvo nustatyta RNR, ekstrahuotoje i3 normaliy
suaugusio Zmogaus inksty ir skrandZiio vir8kinamojo
trakto organuy, bet ne plaud¢iy ar smegeny. Puikus KAF
RNR ekspresijos specefidkumas stromos lgstelése parodé
tai, kad 3is faktorius vaidina normaly vaidmeni epi-

teliniy lasteliy augimo mezemchiminiame stimuliavime.

Kity augimo faktoriy, pasiZymin€¢iy Zinomu aktyvumu
epiteliniy lasteliy atZvilgiu, palyginimui iRNR buvo
analizuotos taip pat tuose paliuose audiniuose, miné-
tuose auk3¢iau. Tarp iSanalizuoty epiteliniy ir stromos
lasteliy 1liniju nebuvo rasta rFAF arba bFAF matricy
ekspresijos désningumo (Fig. II-3). EAF matrica nebuvo
iSskirta tose paCiose linijose ir buvo pastebéta tarp
ivairiy audiniuy tik insktuose. Galiausiai, TAFa nebuvo
aptiktas Jjokioje stromos fibroplasty linijoje ir buvo
i8skirtas ijvairiuose 1lygiuose 1§ epiteliniy lasteliy
linijy. Jis taip pat buvo aptiktas maZais kiekiais
inkstuose tarp tirty audiniy (Fig. II-3).
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KAF mitogeninio aktyvumo inhibicija heparinu

Buvo parodyta, kad heparinas Zymiai padidina tFAF
mitogenini aktyvumg dideliam skaiciui lgsteliy-taikiniy
kultiroje 1ir stabilizuoja 3ji terminés dezaktyvacijos
atZvilgiu. Nepaisant tvirto prijungimo prie bFAF,
heparinas daré minimaly poveiki jo mitogeniniam akty-
vumui (Gospodarowicz, O. and Cheng, J., Cell Physiol.
128, 475-485). Heparino poveikis KAF mitogeniniam akty-
vumui buvo iStirtas KAF ir FAF giminingumo poZidriu.
Kaip parodyta II-1 lenteléje, timidino jvedimas BALB/MK
lgstelemis, veikiant KAF, buvo 16 karty inhibuojamas,
ivedus heparing i kultdrine terpe. Prie3ingai, taip pa-
veikus, padidéjo ir rFAF bei bFAF aktyvumai.

Anti-KAF antikiny gamyba

Kelios antikiny, kurie atpaZista KAF arba i KAF pa-
nasius polipeptidus, rG8ys buvo paruo3tos, naudojant
standartines metodologijas, gerai Zinomas eksperi-
mentinés 1imunologijos srityje ir trumpai apradytas
Metody skyriuje auk3&iau. I jas ieina: monokloniniai
antikinai, iSauginti pelése prie§ nepaZeistg, isgry-
nintg proteing 13 Zmogaus fibroplasty; polikloniniai
antikinai, iSauginti triuSiuose pried sintetinius pep-
tidus su sekomis aminorug3¢iy seku, prognozuoty KAF
kDNR sekos, pagrindu; polikloniniai antikinai, iSau-
ginti triuSiuose tiek prie$ natOraliai i3skirta KAF i$§
zmogaus fibroplasty, tiek prie$§ rekombinantini KAF,
pagamintg E. coli (Zidr. kitg skyriy).

Buvo 1iS8gryninti monokloniniai antikinai i8 triju skir-
tingy hibridomy. Visi trys atpaZino rekombinantg, kaip
ir natidraliai pasirodanti KAF kietos fazées (ELISA)
bandyme. Ne vienas 135 Jjy nedalyvauja kryZminése reak-

cijose su KAF denatiiracijos salygose (pagal Western-
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blott analize), 1ir né vienas neneutralizuoja KAF mito-

geninio aktyvumo BALB/MK bioanalizéje.

Polikloniniai antikinai buvo gaunami, naudojant sin-
tetini peptida su aminorig$ciy seka NDMTPEQMATNVR, ati-
tinkancia liekanas 32-44 KAF (ziur. Fig. II-1), plius
R(arg) liekana vieto] tikrosios asp liekanos, uZko-
duotos kRNR pozicijéje 45. Asp liekana yra, galbut,
glikozilinta natidraliame KAF polipeptide ir todel yra
arg aminorug8&iy sekos duomenyse, gautuose betarpiskai
del tokio polipeptido (Ziur. Diskusijy Zemiau). Poli-
kloniniai antikunai, generuoti su sintetiniu peptidu,
atpaZzista tiek naturaly, tiek rekombinantini KAF ELISA
ir Western-blott analizés, esant Jjautrumo lygiui ne
maZesniam kaip 10 ng proteino. Taciau tokie antikinai
ne neutralizuoja KAF mitogeninio aktyvumo BALB/MK bio-

analizéje.

Polikloninis antiserumas pried nepaZeista naturaly KAF
proteing atpazZista KAF tiek ELISA, tiek Western-blott
analizeése. Tokie antikanai taip pat inhibuoja KAF

mitogenini aktyvumg BALB/MK biocanalizeje.
KAF kDNR ekspresija E. coli

Buvo atlikta KAF kDNR ekspresija, kad bty pagamintas
polipeptidas E.coli, patalpinant Jjo koduojancia seky
hibridinio trk promotoriaus (turinéio trp ir lac promo-
toriy elementus) kontrolei plazmideje pKK233-2 (Amman, E.
and Brosius, J. (1985) Gene 40, 183). Kad tai biaty
atlikta, konkretus FAF kDNR ilgis, kuris turéjo infor-
macija subrendusios KAF molekulés uZkodavimui (t.y. be
jo signalinés sekos), buvo sustiprintas, panaudojant
polimerazinés grandines reakcijos metoda (Sakai, R.K.,
Schart, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Norn, G.T.,
Erlich, H.A. and Arnheim, N. (1985) Science 230, 1350-
1354) . Fragmentas buvo kryptingai iterpiamas tarp
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dviejy saity vektoriuje, bitent, Ncol saito, padaryto
bukais galais S1 nukleazeés isisavinimu, ir HindIII
saito, panaudojant standartine rekombinantines DNR me-
todologija. Parinktuose rekombinantuose atliko amino-
ragséiy sekos nustatymg ju kDNR 5! galuose, kad bity
uzZtikrintas teisingas ATC iniciacijos kodono su-
reguliavimas su reguliaciniais trk promotoriaus ele-

mentais.

Buvo tikrinamas keliy rekombinanty sugebéjimas gaminti
proteing iprastais mikrometodais. Trumpai sakant, klo-
nai buvo auginami iki mikrosponentinés fazés (ODsg5-0.5),
paveikti 1 mM izopropilo B—D—tiogalaktopiranozidu 90 mi-
nuciy, ir 1lastelés ekstraktai buvo uZnesti ant SDsS-
poliakrilamidiniy geliy Western-blott apdaZymo anali-
zei. Visi tirti rekombinantai sintezavo proteing, kuris
buvo atpaZistamas antikinais pries amino-terminalini
KAF peptida. Buvo parinktas vienas rekombinantas, kuris
parodé didZiausia indukcija i& IPTG tolesnei proteino

analizei.

1 ltr bakterijuy buvo auginamas NZY buljone, turinéiame
50 pg/ml ampicilino ir 12 pg/ml tetraciklino, iki ODsg5-0. 5
ir 90 min. paveikta IPTG. Lastelés buvo surinktos cent-
rifugavimu, resuspenduotos 50 mM natrio fosfato (pH 7.3),
0.2 M NaCl, ir lizuotos ultragarsu. Lastelés liekanos
buvo atskirtos centrifugavimu, ir 1lizatas betarpiskai
buvo naudojamas heparino-Serafozeés afininéje kolo-

néleje.

Kaip nustatyta Western-blott analize ir mitogeniniu
aktyvumu keratinocituose, rekombinantinis KAF buvo i&-
plautas eliuentu 0.5-0.6 M NacCl. Tolesnis HSAC me-
dZiagos gryninimas su Mono-S (FPLC) kolonéle (Pharma-
cia) davée KAF preparatg, kurio ijvertintas grynumas)
90%, kaip jvertinta elektroferazes abalize, panaudojant

SDS-poliakrilamidinius gelius ir apdaZyma sidabru.
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Rekombinantinis KAF efektyviai stimuliavo timidino
ivedimg i BALB/MK keratonicito lasteles, bet tik
nerymiai aktyvus NIH/3T3 fibroplasty atzvilgiu. Puse
maksimalios BALB/MK lasteliy stimuliacijos standar-
tinéje keratinocito bioanalizeje buvo atlikta, esant
koncentracijai nuo 2 iki 5 ng/ml, lyginant su koncent-
racija nuo 10 iki 15 ng/ml iSgrynintam KAF i3 M426
lasteliy. Vienas bakteriniy lasteliy davé mazZdaug 50 pug

Mono-S i&gryninto rekombinantinio KAF.
Chimeros, turinéio KAF ir rFAF sekas, konstravimas

Auk3&iau apradyti tyrimai parodé, kad KAF pasiziymejo
dviem atskiromis charakteristikomis, kurios galejo bati
uskoduotos atskiromis polipeptidinés sekos dalimis arba
sritimis, kaip yra gerai Zinoma 18 kity multifunk-
cionaliniy polipeptidy, koduojan&iy seky. Sios gali-
mybés patikrinimui chimerinés DNR segmentas, koduo-
jantis NH,-galo KAF seka, iskiepytas i, rFAF C-galo
Serdi, buvo sukonstruotas taip. Sau3AI restrikcinis
fermento saitas (GATS) kDNR 5' gale, kodony liekanomis
78 ir 79 (atitinkamai arg ir ile, Zidr. Fig. I1I-1)
viduje buvo ispjautas ir jjungtas i homologini saitg
rFAF kDNR aminorugsciy 39 (arg) ir 40 viduje. Sios chi-
merinés DNR galai 3' ir 5' buvo prijungti prie plaz-
midés pKK233-2 vektorinés DNR tuo pacCiu budu, naudojamu
KAF kDNR, koduojané¢ios polipeptido sekrecing formg,

iterpimui (Zidr. Metodus auksciau).

Kada rekombinantinés E. coli lastelés buvo sukonst-
ruotos, panaudojant vektoriu, nedanti chimerg, ekspre-
sijos testai buvo atliekami, kaip apradyta auk3Ziau
subrendusiam KAF, buvo pagamintas naujas produktas,
turintis tiek KAF, tiek rFAF savybes. Peptidas buvo
praturtintas heparino-Sefarozes chromatografija 1ir buvo
rasta, kad jis turi lastelés-taikinio pranasSumy

keratinocitams, kaip  KAF, su minimaliu aktyvumu
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fibroplastams (NIH/3T3). Ta&iau &io chimerinio poli-
peptido mitogeninis aktyvumas neturi jautrumo inhibi-
cijai heparinu, charakteristikos, kuri bidinga 1labiau
rFAF negu KAF. FaktisSkai mitogeninis aktyvumas kerati-
nocitams yra padidinamas, kaip rFAF atveju. Todel
peptido sritys, atsakingos uZz lastelés-taikinio speci-
fiskumg ir jautruma heparinui, yra aidkiai atskiros ir

greitai atskiriamos FAF pagal $io isradimo panaudojimg.
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DISKUSIJA

Eksperimentai, apradyti Siame skyriuje, iliustruoja ke-
1iy principiniy §io idradimo igyvendinimy praktika. Jie
apima KkDNR, koduojanciy KAF, isskyrimg; tokiuy kDNR eks—-
presija rekombinantinése lastelése; jvairiy antikiany su
KAF, gamyba; 1ir chimerinés kDNR, koduojancios nauja
augimo faktoriy tiek su KAF, tiek su rFAF aminorugsliy
sekomis ir giminingais funkcionaliskumais. Geresniam
&io isradimo supratimui galima paminéti tokius aspek-

tus; susijusius su Siais igyvendinimais.

Seka, prognozuota i$ KAF kDNR, atitiko aminoritgsciy
seka, nustatyta i§ grynos KAF formos, i&skirtos Zzmogaus
fibroplastuy. Be to, 3i seka leido potencialiai paais-
kinti pozicijas, kur galutinai aminorugs$ciy priskyrimui
gali buti atlikti tiesioginiu aminortg$¢iy nustatymu.
Liekanos 32 ir 46 prognozuojamos 15 kDNR sekos, kad
buty cisteinai, 1r hidrolizuoti nemodifikuoto cisteino
liekany dariniai yra nenustatomi pagal Edman degre-
dacija. Prognozuota KAF aminorugsd&iy seka taip pat
turéjo viena potencialy N-sujungta glikozilacijos saita
(Asn-X-Ser/Thr) 1§ liekany 45-47. Jei Asn 45 Dbuvo
glikozilinti, 3Jis neblity buves nustatytas aminoriags&iy
seky nustatymo metodu, naudojamu &ia. IS tikruju, KAF
migruoja kaip plati Jjuosta NaDodSO,/PAGE, esant dides-
nei molekulinei masei negu prognozuota grynam DpIo-

teinui. Tai gali bati priskirta glikozilinimui.

FAF yra heparing suriSantys mitogenai su aiskiais las-
telés-taikinio specifiskumais (Thomas, K. (1987) FASEB J.
1, 434-440). hst genas buvo identifikuotas kaip trans-
formuojantis genas 15 Zmogaus skrandZio auglio (Taira,
M., Yoshida, T., Miyagawa, K., Sakamoto, H., Terada, M.
and Sugimara, T. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci USA 84,
2980-2984), gretimo normalaus skrandZio audinio (Yoshi-

da, T., Miyagawa, K., Odagiri, H., Sakamoto, H.,



10

15

20

25

30

35

LT 3472 B
52

Little, P.F.R., Terada, M. and Sugimara, T. (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 7305-7309) ir i5
Kaposi's sarkomos (DelliBovi, P. and Basilico, C.
(1987) Proc. Natl Acad Sci. USA 84, 5660-5664)
standartine NIH/3T3 transfekcijos analize. int-2 geno
produktas yra iSskiriamas normaliai pelés embriogenezés
metu (Jakobovits, A., Shackleford, M., Varmus, H.E. and
Martin, G. R. (1986) Proc. Natl. Acad Sci. USA 83,
7806-7810) ir paZeidimo atveju - po provirusinés pelés
liaukos auglio viruso integracija (Peters, G. Brookes, S.
and Dickson, S. (1983) 33,364-377).

KAF yra 3SeStas identifikuojamos fibroplasty augimo fak-
toriy Seimos narys. Nors pavadinimas FGF-6 neatrodo
tinkamas dél to, kad KAF néra aktyvus fibroplasty
atZzvilgiu, tokia terminologija gali buti panaudota &iam
augimo faktoriui, paZymint struktdrinius rySius su FAF
Seima. Kadangi visi anksd&iau apibtdinti augimo fak-
toriai arba i3skiria epitelines lasteles kaip taiki-
nius, arba ijungia jas tarp eilés jautriy lgsteliy-
taikiniy, labai specifiné KAF mitogeninio aktyvumo epi-
teliniy lasteliy atZvilgiu prigimtis ir ypa& jautrumas

keratinocity atzZvilgiu daro ji unikaly.

Tyrinejimuose ligi &iocl KAF matricos ekspresija pasi-
rode specifiné stromos lagsteliy, i8vesty i§ epiteliniy
audiniy, ativilgiu, rodydama jos funkcijag normalios
epitelinés 1lastelés proliferacijoje. KAF kDNR klono
buvimas ijgalina nustatyti, ar normali S$io augimo fak-
toriaus ekspresija gali bGti itraukta i klinikines bik-
les, apibidinamas epitelinés lastelés displazija ir/arba
neoplazija. Be to, galimybé pagaminti didelius 3io
naujo augimo faktoriaus kiekius rekombinantiniais ba-
dais turety leisti patikrinti jo klinikini pritaikomumg
situacijose, kur specifinis epitelinis lgsteliy augimas

ypac¢ svarbus.
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KAF sekos palyginimas su penkiais kitais FAF Seimos
proteinais atskleide dvi pagrindines homologijos sri-
tis, apimancias aminorugdtis 65-156 1ir 162-189 prog-
nozuotoje KAF sekoje, kurios buvo atskirtos trumpa
nehomologiska aminorugd&iy serija su besikeic¢ianciu
ilgiu skirtinguose eimos nariuose (Fig. II-2) int-2
atveju $Sios sekos ilgis turéjo 17 liekany, tuo tarpu
hst dvi homologinés sritys buvo gretimos. KAF isi-

terpianti seka susidéjo is penkiy aminoragsciy.

sulygintose srityse KAF aminorigs¢iy seka buvo apie 44%
identidka int-2 (pelés), 39% identigdka DbFAF (Zmogaus)
ir 33% identiska hst (Zmogaus). Toje padioje srityje
visi &edi proteinai Dbuvo identiski 19% liekany, ir,
panaudojus saugomus pakaitalus, Jjie aprodé 28% homo-

logijs.

Kaip parodyta Fig. I1-2, tokiy giminingy proteiny ami-
nogalai buvo nehomologidki ir tureéjo skirtinga 1ilgi.
Pirminiai KAF ir hst transliacijos produktai turi hid-
rofobines N-gali sritis, kurios, kaip matyti, yra kaip
signalinés sekos (von Heijne, G. (1986) Nucl. Acids
Res. 4683-4690). Faktas, kad &ios N-galo srities néra
subrendusioje KAF molekuléje (Fig. II-1B), patvirtina
s§ig isvada. Prie3ingai, FAF yra sintezuojami aidkiai be
signaliniy peptidu (Thomas, K. (1987) FASEB, J. 1, 434-
440). int-2 proteinas turi netipidkai trumpg N-galiniy
hidrofobiniy 1liekany sriti (Moore, R. Casey, G.,
Brookes, S., Dixon, M., Peters, G., and Dickon, C.
(1986) EMBO J. 5, 919-924), bet Jji néra Zinoma, jei
proteinas ifskirtas. Dar daugiau, int-2 proteinas turi
dideli C-galo pailginima, palyginus su kitais 3eimos

nariais.

Isgrynintas KAF turi penkias cisteino liekanas, is
kuriy dvi i8silaiko visoje FAF giminingy proteiny Sei-

moje (Fig. II-2). Reikéty taip pat paminéti penkias
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baziy liekany poras KAF sekoje. Tas pats vaizdas buvo
stebimas kituose FAF 3Seimos nariuose ir i tai galima
atsizZvelgti jy saveikoje su heparinu (Scwarzbauer, J.E.,
Tamkum, J.M., Lemischka, I.R. and Hynes, R.O. (1983)
Cell 35, 421-431). bDviejy baziy saitai taip pat yra
iprasti taikiniai proteolitiniam apdorojimui ir toks
apdorojimas gali buti mikroheterogeniskumo, stebimo kai
kuriuose KAF preparatuose, prieZastimi (nepublikuoti

duomenys) .

KAF kDNR seka buvo praturtinta AT per visg ilgi, bet
ypaC¢ 3' netransliuotoje srityje, kur AT turintys buvo
70%, palyginus su 60% numatomoje koduojan&ioje sekoje
ir 63% 5 netransliuotoje srityje. 3 netransliuota
sritis turéjo didelj skai€iuy AT TTA seky, kurios, kaip
manome, dalyvauja selektyvioje laikinai i3skirtos, ne-
stabilios RNR degradacijoje (Shaw, G. and Kamen, R.
(1986) Cell 46, 659-667). Klasikinio AATAAA poliade-
nilinimo signalo néra, bet nustatomos dvi skirtingos
sekos AATTAA ir AATACA (Birnsteil, M.L., Busslinger, M.
and Strub, K. (1985) cCell 41, 349-359), atitinkamai 24
ir 19 nukleotidy, i vir3y nuo poli(A) sekos kDNR 3!
gale.

Buvo padaryta prielaida, kad heparino poveikis rags-
tiniam FAF vyra arba del aktyvios augimo faktoriaus
konformacijos, arb dél trigubo komplekso su ragstiniu
FAF ir Jjo receptoriumi susidarymo (Schrieber, A.B.,
Kenny, J., Kowalski, W., Friesel, J., Mehlman, T. and
Maciag, T. (1985) Proc. Natl. Acad Sci. USA 82, 6138-
6142; Gospodarowicz, O. and Cheng, J. (1986) J. cCell
Physiol. 128, 475-485). ~Jei taip, Theparinas gali
stabilizuoti KAF konformacijg, kuri ne tokia aktyvi,
kaip laisva molekulé, arba sudaryti stabily kompleksa,
kuris negali efektyviai sgveikauti su jo receptoriumi.
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Nors jo sugebéjimas jungti heparing atspindi struk-
tdrinius KAF pana3umus su FAF, specifiskumy lasteliy-
taikiniy atZvilgiu skirtumai tarp Siy giminingy
mitogeny yra Zymus. FAF indukuoja daugelio neter-
minaliai diferencijuoty tiek embrioninés mezoderma-
linés, tiek neuroektoderminalines prigimties lagsteliy
dalijimasi. Be fibroplastuy ir kraujagysliy endoteliniy
audiniy, mezodermalinés prigimties taikiniai kultidroje
apima mioblastus, chondrocitus ir osteoblastus (Thomas,
K.A. and Giminez-Gallego, G. (1986) Trends Biochem,
Soc. 11, 81-84). FAF yra taip pat mitogeniniai glia-
liniy astrocity ir neuroblasty atzvilgiu (Gensburger, C.,
Labourdette, J. and Sensembrenner, M. (1987) FEBS Lett.
217, 1-5). Onkogeno produktas, iSskirtas i8 Kaposis
sarkomos, kuris yra identiSkas hst, taip pat stimu-
liuoja NIH/3T3 ir kapiliariniy endoteliniy 1lasteliy
proliferacija. Iki Siol KAF indukuota mitogenezé buvo
stebima tik epitelinése lastelése, 1ir jokio nustatomo
aktyvumo fibroplasty arba endoteliniy lasteliy atzvil-
giu nebuvimas buvo pademonstruotas taip pat (Zidr. I
Eksperimentini skyriy aukd&iau ir Rubin (Rubin, J.S.,
Osada, H., Finch, P.W., Taylor, W.G., Rudikoff, S. and
Aaronson, S.A. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA (in
press)). Néra Zymios N-galo homologijos tarp KAF ir
kity FAF giminingy proteinuy. Tuo budu, chimeriniy mole-
kuliy struktara tarp KAF ir prototipinio FAF buvo
tiriama nustatyti, ar KAF N-galo sritis yra pakankama
uztikrinti jo wunikaly lastelés-taikinio specifisSkuma.
Pirmos tokios rekombinantinés polipeptidinés sekos ty-
rimo rezultatai parodé, kad N-galo KAF seka 15 esmes
koduoja lastelés pirmenybe keratinocity atZvilgiu, tuo
tarpu KAF jautrumas heparinui yra uzkoduotas kazkur C-
gali Serdies srityje, kuri buvo pakeista rFAF sekomis.
3is naujas i KAF panaus augimo faktorius gali tureti
pranadumy klinikiniuose taikymuose, kur specifinis epi-
teliniy lasteliy atZvilgiu augimo faktorius yra rei-

kalingas, esant heparinui, visuotinai naudojamam anti-
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koaguliantui. Papildomi chimery tyrimai tureéty taip pat
padéti suprasti, kurios specifinés sritys C-galo Ser-
dyje inesa skirtingus heparino poveikius Jjy biolo-

giniams aktyvumams.

Auk&¢iau apradytas iSradimas pateiktas <¢&ia su kai
kuriomis smulkmenomis, kad buty galima ais$kiau ir
geriau ji suprasti. Akivaizdu, kad gali buti atliktos
ivairios formy ir detaliy kombinacijos, nukrypstancios

nuo idradimo srities.
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I-1 lentelé. Augimo faktoriaus gryninimas

Gryninimo » Proteinas Bendras Specifinis
zingsnis (mg) aktyvumas aktyvumas

(vienetai)* (vienetai/mg)

Kondicionuota 1.4x10% 2.5x10° 1.8x10"
terpé (10 ltr)

Ultrafiltracija 1.3x10°° 3.2x10° 2.5x10"
(retentatas)

HSAC 0.6 MM Nacl  0.73° 1.6x10° 2.2x10°
nupylimas

TSK=G3000SW 8.4x107" 2.7x10° 3.2x10°
C,~ASSC 6.1x107° 2.1x10° 3.4x10°
Regeneracijos paskaiciuotos su prielaida, :d visas

mitogeninis aktyvumas pradinéje medZiagoje buvo izo-

liuoto faktoriaus deka.

*Vienas aktyvumo vienetas yra apibréZiamas kaip puse
maksimalios timidino jvedimo stimuliacijos, indukuotos
TSK-isgrynintu faktoriumi BALB/MK bicanalizéje, kuriojé
mazdaug 3 ng TSK/idgryninto faktoriaus stimuliavo 1 ak-

tyvumo vienetg.

aproteinas buvo ivertintas, naudojant Bradford reagenta
i% BioRad (Bradfor, M. (1976) Anal. Biochem. 72, 248-254) .

PProteinas buvo ivertintas, naudojant AH2M=14O.
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I-2 lentelé. Augimo faktoriaus specifiskumas lastelei-
taikiniui.
Augimo Epitelineés Fibroplasty Endotelinés
faktorius Zmogaus po-
BALB/MK BS/589 CCL208 MIN/3T3S odiné vena
KAF 500-1000 2-3 5-10 <1 <1
EAF 100-200 20-40 10-30 10-20 n.n.
TAF* 150-300 n.n. n.n. 10-20 n.n.
rFAF* 300-500 . 2-3 5-10 50-70 5
bFAF 100-200 2-3 2-5 50-70 5
5 Maksimalus timidino ivedimo, stimuliuoto KAF ir kity

augimo faktoriy lyginimas jvairiose lgsteléese yra iS-
reik3tas kaip kartoninis stimuliacijos padidéjimas, ly-

ginant su fonine reikSme.

10 Sie duomenys yra keturiy skirtingy eksperimenty rezul-
tatas.
*Maksimali stimuliacija rFAF reikalavo heparino (sigma)
buvimo, 20 mg/ml.

15

n.n.=nenustatyta.
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II-1 lentelé. Heparino poveikis KAF mitogeniniam
aktyvumui.
Augimo BALB/MK MIN/3T3
faktorius
O + a +
KAF 150 9.5 <1 <1l _
rFAF 106 259 10.4 68
bFAF 30 124 45.7 70

Lastelés Dbuvo iddestytos mikrotitravimo lék3telese,
kultivuotos iki susiliejimo terpéje su serumu ir tada,
pried idedant pavyzdi, patalpintos i terpeg be serumo
24-72 valandoms. Mitogeneze buvo atliekama kaip apra-
dyta (zZidr. I Eksperimentinj skyriy auk3c¢iau ir Rubin
(Rubin, J.S., Osada, H., Finch, P.W., Taylor, W.G.,
Rudikoff, S. and Aaronson, S.A. (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (in press)). Kur nurodyta, heparinas
buvo jvedamas i kultdrine terpe galutines 20 pg/ml
koncentracijos. Visy augimo faktoriy koncentracija buvo
50 ng/ml. Rezultatai yra kartonine ’4-timidino ivedimo
i nurodyta analizes 1lastele stimuliacija, esant (+)
arba nesant (-) heparino. Kiekviena reiksmé yra vi-
dutiné reiksmeé pagal du nepriklausomus eksperimentus,
kuriuose kiekvienas taskas savo ruoztu reidkia dvigubos

analizes vidutine reiksme.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. IS esmés grynas Zmogaus keratinocity augimo fak-
toriaus (KAF) proteinas arba i KAF pana3us proteinas,
kurio molekuline mase, nustatyta migracija NaDodSO,/PA-
GE, yra tarp 16 ir 30 kDa ir specifinis aktyvumas yra
maZiausiai apie 3.4 x 10° vienety proteino miligramui,
kur vienas aktyvumo vienetas yra apibréZiamas kaip tas
kiekis, kuris sukelia Puse maksimalios galimos DNR
Sintezés stimuliacijos BALB/MK keratinocity lastelése,
esant standartinéms analizes salygoms, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad minéto augimo faktoriaus
mitogeninis aktyvumas stimuliuoja epitelines prigimties
lasteles, bet ne fibroblastines lgsteles.

2. Proteinas pPagal 1 punkta, b e s i s k irian -
t i s tuo, kad jis yra glikozilintas.

3. Proteinas pPagal 1 punkta, b e s i s k i rian -
t i s tuo, kad jis turi visg arba dalj aminoragsdiy
sekos, parodytos Fig.II-1B, o Fig.II-1B yra S§ios
apibrézties dalis.

4. Proteinas pagal 3 punkta, b e s i s ki rian -
t 1 s tuo, kad jis neturi signalinés peptidineés sekos,
kaip parodyta Fig.II-1B.

5. Proteinas pagal 3 arba 4 punkta, b e s i s k i -

riantis tuo, kad Jis néra glikozilintas.

6. Chimerinis i KAF panas$us proteinas, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad jis turi vienoje
polipeptidinéje molekuléje Zmogaus KAF funkcines sritis
ir bent vieng kitg fibroblasty augimo faktoriy Seimos
polipeptidgy.



10

15

20

25

30

35

LT 3472 B

61

7. Chimerinis i KAF panaSus proteinas pagal 6 punkta,

be s i s k ir iant i s tuo, kad fibroblasty

augimo faktoriaus polipeptidas yra rugstinis

blasty augimo faktorius (rFAF).

fibro-

8. Chimerinis i KAF panaSus proteinas pagal 7 punkta,

b e s i s k

sritis yra apibréZiama aminorug$diy liekanomis,

i rianti s tuo, kad KAF funkcine

atsa-

kingomis uZ pirmenybini KAF mitogenini aktyvumg epite-

liniy lgsteliy atZvilgiu ir rFAF funkciné sritis yra

apibréZiama aminorig3&iy liekanomis tos rFAF srities,

kuri yra homologiSka KAF sekai, atsakingai

jautrumg heparinui.

us KAF

9. Chimerinis i KAF pana3us proteinas pagal 8 punkta,

besisk
KAF sritis

turiniomis 39 - 78 numerius Fig.II-1B,

iriantis tuo, kad minéta funkcine

yra apibrézZziama aminorigs$¢iy liekanomis,

funkcine sritis yra apibréZiama mazZdaug 140

rig8¢iy liekanomis,

13, pradedant 39 numerio liekana.

10. Farmaciné kompozicija,

ir minéta rFAF

amino-

apiman¢iomis rFAF karboksilini ga-

besis kiriant.i1i

tuo, kad ji susideda i§ chimerinio i KAF pana3aus pro-

teino pagal bet kuri 15 6 - 9 punkty ir priimtino far-

macinio nesSiklio.

11. Farmaciné kompozicija pagal 10 punktga,

skirta buk-

liy, reikalaujanc¢iy specifinés epiteliniy lasteliy sti-

muliacijos, esant heparinui, gydymui.

12. Antikinas, nukreiptas prie$ visg arba dali KAF arba

i KAF pana3aus proteino pagal 3 punktg.

13. AntikOnas pagal 12 punkta,

t 1 s tuo,

KAF aktyvumg.

kad jis neutralizuoja mitogeninij

besiskirian-

Zmogaus
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14. Antikinas pagal 12 punkta, be s i s k i r i an -
t i s tuo, kad jis yra polikloninis.

15. Antikunas pagal 12 punkta, be s i s Xk i r i a n -
t i s tuo, kad jis yra monokloninis antiktnas.

16. DNR segmentas, koduojantis Zmogaus keratinocity
augimo faktoriaus (KAF) proteing arba i KAF panasy pro-
teing, arba minéto DNR segmento komplementari grandine
mineto proteino molekulinei masei esant tarp 16 ir
30 kDa, kaip apibréita migracija NaDodSO,/PAGE, ir jo
specifiSkumui esant maZiausiai apie 3.4 x 10° vienety
proteino miligramui, kur vienas aktyvumo vienetas yra
apibrézZziamas kaip kiekis, kuris sukelia puse maksi-
malios galimos DNR sintezés stimuliacijos BALB/MK kera-
tinocito lastelése, esant standartinéms analizés saly-
goms, b e s i s kiriant is tuo, kad mineto
augimo faktoriaus mitogeninis aktyvumas stimuliuoja
epitelinés prigimties lasteles, bet ne fibroblastines
lgsteles.

17. DNR segmentas pagal 16 punkta, b e s i s k i -
r iant i s tuo, kad jis koduoja visg arba dalij
aminorugS8¢iy sekos, apibréitos Fig.II-1B, arba xomple-

mentari minetam DNR segmentui grandine.

18. DNR segmentas pagal 17 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad jis neturi nukleotidinés sekos,
koduojan¢ios signaline peptido seka, parodyta Fig.II-1B

arba komplementari minétam DNR segmentul grandine.

19. DNR segmentas, be s i s kiriant i S tuo,
kad jis apima visa arba dali nukleotidinés sekos, nu-
rodytos Fig.II-1B, arba komplementari minétam DNR seg-

mentul grandine.
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20. DNR segmentas, b e s i s ki r iant i s tuo,
kad jis koduoja chimerinj i KAF panady proteina, kuris
vienoje polipeptido molekuleje turi Zmogaus KAF funkci-
nes sritis ir bent viena kita fibroblasty augimo fak-
toriy &eimos polipeptida, arba komplementari minétam

DNR segmentui grandine.

21. DNR segmentas pagal 20 punkta, b e s 1 s k 1 -
r iantis tuo, kad fibroblasty augimo faktoriaus
polipeptidas yra rig8tinis fibroblastuy augimo fak-
torius, arba komplementari minétam DNR segmentui gran-

dine.

22. DNR segmentas pagal 21 punktg, b e s i s k i -
r 1 a n t i s tuo, kad funkciné KAF sritis yra
apibréziama aminortug$¢iy liekanomis, atsakingomis uZ
pirmenybini KAF mitogenini aktyvuma epiteliniy lasteliy
at#vilgiu, ir funkciné <rFAF sritis yra apibreZiama
aminorugs$&iy liekanomis tos rFAF srities, kuri yra ho-
mologiika KAF sekai, atsakingai uZ KAF jautruma hepa-
rinui, arba komplementari minétam DNR segmentui gran-
diné. .
23. DNR segmentas pagal 21 punktg, b e s i s k 1 -
riantis tuo, kad minéta KAF funkcineé sritis yra
apibréziama aminortg3¢iy liekanomis, turinciomis 39 -
78 numerius Fig.II-1B, ir minéta rFAF funkciné sritis
yra apibréziama maZdaug 140 aminorugsciy liekanomis,
apiman¢iomis rFAF karboksilini gala, pradedant 39 nu-
merio liekana, arba komplementari minétam DNR segmentui

grandine.

24 . Rekombinantiné DNR molekulé, be s i s ki r i a n-
t i tuo, kad susideda i3 DNR segmento pagal bet kurj

i 16 - 23 punkty ir vektoriaus.



10

15

20

25

30

35

LT 3472 B
64

25. Rekombinantiné DNR molekulé pagal 24 punkta, b e -
s i1skirianti tuo, kad minétas vektorius yra
plazmide, bakteriofago klonuojantis vektorius, plazmi-
dinis DNR sekos nustatymo vektorius, bakteriniy geny
ekspresijos vektorius arba Zinduolio geno ekspresijos

vektorius.

26. Lasteliy kultira, b e s i s ki r i a n t i tuo,
kad ji transformuota minétos rekombinantinés DNR mole-
kulés pagal bet kuri i3 16 - 23 punkty.

27. Lasteliy kultira pagal 26 punktg, b e s i s k 1 -
r i an t i tuo, kad minétos lastelés yra proka-
riotines lastelés arba eukariotinés lasteles.

28. I KAF panaSaus proteino analizeés tiriamajame pa-
vyzdyje buidas, b e s i s ki riant is tuo, kad
jis susideda i3 tokiy stadijy:

I) keratinocity auginimas kultdroje iki susiliejimo
ir susiliejusios kultdros palaikymas terpéje be
serumo; .

ii) tiriamo pavyzdZio pridéjimas prie nurodytos susi-

liejusios keratinocity kultdros;

iii) DNR sintezés stimuliacijos nustatymas minetuose

keratinocituose.

29. Budas pagal 28 punkta, be s i s ki r i a n t i s
tuo, kad stadija iii atliekama, esant ir nesant KAF

neutralizuojancio antiserumo.

30. Viso arba dalies Zmogaus KAF proteino arba i KAF
panasSaus proteino gamybos bGdas, be s i s k i r i a n-
t i s tuo, kad jis susideda i3 lasteliy pagal 27 punk-
ta auginimo kultlGrinéje terpéje tokiose sglygose, kad
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minétas proteinas gaunamas ir iZskiriamas 15 minéty

lasteliy.

31. KAF arba i KAF pana$aus proteino pagal bet kuri i3
1 - 9, 43 arba 44 punkty gavimo i3 kultivuojamy laste-
liy budas, b e s 1 s k i1 r iantis tuo, kad jis

susideda 15 tokiy stadiju:

1) KAF produkuojanciy lasteliy auginimas kultdrinéje

terpéje tokiose salygose, kuriose KAF susidaro;

ii) minety lasteliy lizavimas, jei butina, kad intra-
lastelinis KAF buty i&skirtas i aplinkine kultu-
rine terpe;

iii) paprastai minetos kultdrinés terpés toks koncent-

ravimas, kad susidarytuy pirmas koncentratas;

iv) minéto koncentrato salytis su heparinu tokiose s3-
lygose, kad KAF, esantis nurodytame pirmame kon-
centrate, sujungiamas su heparinu, po ko susidaro

heparino-KAF kompleksas;

V) minéto heparino-KAF komplekso atskyrimas nuo mine-

to koncentrato;

vi) minéto heparino-KAF komplekso apdorojimas tokiose
salygose, kad minetas KAF atskiria nuo heparino,

taip kad susidaro laisvo KAF tirpalas;

vii) toks minéto tirpalo koncentravimas kad susidaro

antras koncentratas; 1ir

viii)toks nurodyto antrojo koncentrato frakcionavimas,

kad KAF yra atskiriamas nuo likusiy komponentuy.
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32. KAF arba i KAF panasaus proteino gavimo i3 kulti-
vuoty lasteliy budas pagal 30 arba 31 punkta, b e s i -
s kiriantdis tuo, kad minétg KAF gaminandios
lastelés yra prokariotines lastelés arba eukariotinés
lgsteles.

33. Badas pagal 32 punkta, b e s i s kir ia ntis
tuo, kad minétos lasteleés yra E.coli lgsteleés.

34. KAF RNR matricos lygio nustatymo bidas, b e s i -
s kiriantdis tuo, kad jis susideda i3 tokiy
stadiijuy:

I) iRNR i3skyrimas i audiniy arba lgsteliy;

1i) minétos RNR renatdracija DNR zondu, koduojanciu
Zmogaus KAF; ir

1ii) DNR:RNR hibrido, turindio minétg DNR zonda, kiekio
nustatymas.

35. KAF proteino ekspresijos lygio nustatymo bidas,
besiskiriant j s tuo, kad polipeptidai is
kino skys&iy arba audiniy pavyzdziy paveikiami specifi-
niu peptidui, turincéiam Zmogaus KAF arba i KAF panasy
proteing, antikGnu pagal 12 punktg ir nustatomas pro-
teino- antikiano sujungimo kiekis.

36. Reagentas tyrimams, b e s i s k i r 1 antis
tuo, kad jis susideda i3 viso arba dalies KAF proteino
pagal bet kuri i3 1-9, 43 arba 44 punkty, ir paprastai
fiziologi&kai priimtino kultiros skyscio.

37. Epiteliniy lgsteliy augimo in vitro stimuliavimo
bidas, be s i s kir ia ntis tuo, kad jis apima
reagento pagal bet kuri i% 30-33 punkty kiekio, pakan-

kamo stimuliuoti epiteliniy lasteliy augima, pridejimg.
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besiskiriantdis

tuo, kad minétos lastelés yra keratinocitai.

39. Seimininko lastelés,

transformuotos rekombinantiniu

vektoriumi pagal 24 arba 25 punkta.

40. Lastelés pagal 39 punkta, b e s i s ki r i an -

¢ i o s tuo, kad minétos lgstelés yra prokariotines

lastelés arba eukariotines lagsteles.

41. Lastelés pagal 40 punktsa,

~

be sis kirian-

¢ 1 o s tuo, kad jos yra E.coli 1lasteles, trans-

formuotos bakterinés ekspresijos vektoriumi.

42 . Antiktnas pagal 12 punktg,

besiskirian-

t i s tuo, kad jis veikia prie$ peptidg NDMTPEQMATNVR.

43. 7Zmogaus KAF proteinas pagal Fig.II-1B, b e s 1 -

s ki r i ant i s

tuo, kad N-galas yra prie arba

apie cisteing 32 ir C-galas yra prie arba apie treoni-

ng 194.

44 . Neglikozilintas Zmogaus KAF proteinas arba jo dalis

pagal 1 punkta, kurio molekuliné maseé yra tarp 16 ir 22

kDa, kaip nustatyta migracija NabDodSO,/PAGE ir kurio

. . . o . . . . 4 .
specifinis aktyvumas yra maziausiai apie 3.4 x 10 vie-

nety proteino miligramui,

kur vienas aktyvumo vienetas

yra apibréZiamas kaip toks kiekis, kuris sukelia puse

maksimalios galimos DNR sintezés stimuliacijos BALB/MK

keratinocity 1lastelése, esant

standartinéms analizés

salygoms, b e s i s kiriantis tuo, kad mineto

augimo faktoriaus mitogeninis

epitelinés prigimties
lgsteles.

lasteles,

aktyvumas stimuliuoja

bet ne fibroblastines
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45. Farmaciné kompozicija, b e s i s k i r i a n t i
tuo, kad ji sudaryta i§ bent vieno antikano pagal 12 punk-

ta ir farmaciskai priimtino nediklio.

46. Farmaciné kompozicija, b e s i s k i r i a n t i
tuo, kad ji susideda i3 bent vieno proteino arba pep-
tido pagal bet kuri i3 1-9, 43 ir 44 punkty ir far-
macisSkai priimtino nediklio.

47. Farmaciné kompozicija pagal 46 punkty, skirta bak-
liy, reikalaujanc¢iy specifinés epiteliniy lagsteliy sti-

muliacijos, gydymui.

48. Kompozicija pagal 47 punkta, be s i s k i r i a n-
t i tuo, kad minéty bukliy gydymas apima Zaizdy gy-
dymg, iskaitant epiderminij pagreitinimg arba page-

rinimg.

49. Farmacine kompozicija pagal 45 punktay, skirta
bikliy, reikalaujan&iy specifinés epiteliniy lasteliy
stimuliacijos KAF inhibicijos, gydymui.
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Fig. I-1. Kondicinuotos terpés is M426 Zmogaus embrioniniy fibroblasty heparino-

Sefarozés afininé chromatografija.

Mazdaug 150 ml ultrafiltracijos retentato, gauto i§ M426 kondicinuotos terpés, buvo
pakrauta j heparino-Sefarozes kolonéle (6 ml sluoksnio tiris) per 1 valanda.
Perplovus kolonéle 150 ml ekvilibracinio buferio, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5/0.3 M Na
Cl, sulaikytas proteinas ( <5% bendro proteino retentate) buvo iSplautas eliuentu su
modifikuotu tiesiniu NaCl koncentracijos didinimo gradientu. Frakcijos dydis buvo
3.8 ml ir srauto greitis gradientinés eliucijos metu buvo 108 ml/val. *H-timidino
jvedimo i BALB/MK lasteles analizei 2 pl nurodyty frakcijy buvo pernestos |

mikrotitravimo duobutes, kuriose tilpo galutinis 0.2 ml turis.
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Fig. I-2. (A) BALB/MK mitogeninio aktyvumo atvirkscios fazés C, ASSC.

A)

Aktyvios frakcijos, iSplautos 0-6 M NaCl eliuentu i§ heparino-Sefarozes, buvo
apdorotos su Centricon-10 ir tuoj pat pakrautos j C4 Vydac kolonelg (4.6 x 250 mm),
kuri buvo sulygsvarinta 0.1% trifluoracto riigityje/20% acetonitrile (ACN).
Perplovus kolonéle 4 ml sulygsvarinimo buferio, bandinys buvo perplautas eliuentu
su modifikuotu didéjanéiy % ACN tiesiniu gradientu. Frakcijos dydis buvo 0.2 ml ir
srauto greitis 0.5 ml/min. 3H-timidino jvedimo j BALB/MK lasteles analizei alikvotos
buvo nedelsiant atskiestos 10 karty 50 pg/ml jaucio serumo albuminu/20 mM Tris-
HCI, pH 7.5, ir atlikta analizé, esant galutiniam 200-kartiniam atskiedimui.

(B)

Atrinkty po C, chromatografijos frakcijy NaDodSO,/PAGE analize parodyta
nuotraukoje A. Kiekvienos frakcijos pusg i§dZiovinus, vél iStirpinus NaDodSo4/2-
merkaptoetanolyje ir denatiiravus pasildant, buvo atlikta elektroforeze 14%
poliakrilamido gelyje, kuris paskui apdaZytas sidabru. Kiekvienos molekulés mases
vieta paZyméta rodykle (masé kDa).

©)

DNR sintezé BALB/MK lastelése, veikiant frakcijoms, iSanalizuotose nuotraukoje
B. Aktyvumas yra ireik§tas kaip kartotinis stimuliacijos padidejimas, lyginant su
fonine reikSme, kuri buvo 100 cpm.
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Fig. I-3. BALB. MK mitogeninio aktyvumo molekuliniy siety A>SC (TSK 3000SW)
chromatografija.

Mazdaug 50 ul Centricon paveikto 0.6 M NaCl nupylimas i§ ASSC buvo pernestas j
LKB GlasPac TSK G3000SW kolonéle (8 x 300 mm), pries tai nulygsvarinus 20 mM
Tris-HCI, pH 6.8/0.5 M NaCl, ir i$plautas eliuentu 0.2 mj frakcijy pavidalu, esant 0.4
ml/min. srauto greiCiui. 2 pl alikvotos buvo pernestos | mikrotitravimo duobutes,
turincias 0.2 ml galutinj tirj, *H-timidino ivedimo | BALB/MK Igsteles analizei.
Molekulinés mases padétis (masé kDa) eliucijos metu nurodyta rodyklémis.



Fig. I-5. BALB/MK lasteliy palyginamasis augimas chemiSkai apibréztoje terpéje,
veikiant jvairioms augimo faktoriy kombinacijoms.

Kultiros buvo i§déstytos 2.5 x 10* lasteliy j lékstele tankiu ant 35 mm Petri léksteliy,
i§ anksto padengty poli-D-lizinu/fibronektinu, 1 : 1 Eagle minimalios pagrindines
terpés ir Ham F12 terpés miSinyje, papildytam transferinu, Na,SeO;, etanolaminu ir
augimo faktoriais, nurodytais Zemiau. Po 10 dieny lékstelés buvo fiksuotoa ir
apdazytos Giemsa.
I$filtravimas:

a) augimo faktoriaus néra;

b) tik EAF;

¢) tik insulinas;

d) tik KAF;

¢) EAF + insulinas.

Galutinés augimo faktoriy koncentracijos buvo tokios: EAF, 20 ng/ml; 10 ug/ml; ir
KAF, 40 ng/ml.
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Fig. I-4. BALB/MK DNR sintezés, veikiant TSK-iSgrynintam mitogenui ir kitiems
augimo faktoriams, palyginimas.

’H-timidino jvedimas j DNR, netirpig trichloracto rigstyje, iSreikstas kaip kartotinis
stimuliacijos padidéjimas, lyginant su fonine reikSme, buvo matuojamas kaip
nurodyty augimo faktoriy koncentracijos funkcija. Foniné reikSme, nesant
pavyzdZiy, buvo 150 cpm. Rezultatai - tai vidutines reikSmeés pagal du

nepriklausomus eksperimentus. Nukrypimai nuo vidutiniy reikSmiy kiekviename
ckperimente nevirsija 10%. TSK-i§grynintas mitogenas, + +; EAF,

s IFAF, ————{7; bFAF,°— o
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Fig. I1-1C. Ziir. kita psl.
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Fig. II-1. KAF kDNR nukleotidiné seka bei i§vesta aminorigséiy seka ir KAF geno
matricy identifikacija.

(A)

Zmogaus KAF kDNR klony scheminis atvaizdavimas, Persidengiantys pCEV9
klonai 32 ir 49, naudoti sekos nustatyme, parodyti auks¢iau visos struktiiros
diagramoje, kurioje netransliuotos stitys yra pavaizduotos linija ir koduojanti seka
yra pavaizduota staciakampiu. Strichuota sritis reikia signalinio peptido sekas, o
nestrichuota sritis - subrendusj proteing. Parinkti restrikciniai saitai yra nurodyti.

(B)

KAF kDNR nukleotidas ir prognozuotos aminoriigiciy sekos. Nukleotidaj yra
sunumeruoti desinéje; aminoriigitys sunumeruotos nuo Pradzios iki galo. N-galo
peptidine seka, gauta i§ iSgryninto KAF, yra pabraukta. Hidrofobiné N-galo sritis yra
paZymeta linija i§ virSaus. [vairaus poliadenilinimo signalai, AATTAA ir AATACA,
esantys prie 3’ galo, apversti staCiakampiu.

©

KAF iRNR identifikacija Nothern-blott analize. Takai a ir c, poli(A)-selektyvi M426
RNR; takas d, visa lasteliné M426 RNR. Filtrai buvo hibridizuoti su 32P-iyrnétu 695
bp BamHI/BcII fragmentu i$ 32 klono (zondas A, Fig. II-1A ), takai ir b, arba 541 bp
Apal/EcoR]I fragmentas ir 49 klono (zondas B, Fig. II-1A), takai c ir d.
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Fig. I1-2. Topologinis giminingy KAF $eimos molekuliy palyginimas.

Tamsiais stadiakampiais paZymétos dvi proteino sritys, kurios pasizymi auksta
homologija. UZstrichuoti stadiakampiai rodo numatomas signalinio peptido sekas.
Nurodytos dvi dviejy i8likusiy cisteino liekany vietos (C).
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Fig. II-3. KAF iRNR Northern-blott analizé normaliose Zmogaus lasteliy linijose
bei audiniuose ir palyginimas su kity augimo faktoriy, Pasizyminéiy Zinomu
aktyvamu epiteliniy lasteliy atzvilgiu, iRNR ekspresija.

Bendros Iastelinés RNR atskirtos cezio trifluoracetato gradientiniu centrifugavimu.
10 pg RNR buvo denatiiruota, ir buvo atlikta clektroforezé 1% formaldehido
geliuose. Po §velnios $arminés denatiiracijos (50 mM NaOH 30 min.) RNR buvo
pernesta ant nitroceliulioziniy filtry, panaudojant 1 M amonio acetata kaip
konvektanty. Filtrai buvo hibridizuoti  *P-pazyméta kDNR zonda, turintj 647 bp
EcoRI fragmenta prie KAF koduojancios sekos 5’ galo (A) arba panasius zondus i§
kity augimo faktoriy DNR. Buvo naudoti tokie Zmogaus lasteliy tipai:

Zvynines suragéjusios véZio lastelés (A253, A388 ir A431);
zinduolio epitelinés lastelés (S6 ir R1);

keratinocitai, uzkonservuoti Ad12-SV40;

pirminiai Zmogaus keratinocitai;

naujagimio fibroblastai, AG1523;

suaugusio odos fibroblastai (501T);

embrioninio plaucio fibroblastai (WI-38 ir M426).
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