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$iame isSradime apraSomi klonuoti 2Zmogaus eritropoetino
genai, kuriuy ekspresijos lygis nepaprastai aukStas, minéty
geny ekspresija ir aktyvaus Zmogaus eritropoetino in vitro

gavimas.

Eritropoetinas (toliau - EPO) - tal organizme
cirkuliuojantis glikoproteinas, kuris stimuliuoja eritrocity
susidaryma aukitesniuose organizmuose (Zr. Carnot et al,
Compt. Rend., 143:384 (1906)). Todel EPO kartais vadinamas

eritropoeze stimuliuojanciu faktoriumi.

Zmogaus eritrocity gyvavimo trukme yra mazdaug 120 dieny.
Tai reidkia, kad retikulo-endotelio sistema kasdien suardo
mazdaug 1/120 visy eritrocituy ir lygia greta kasdien
santykinai pastovuy kiekj pagamina, siekdama nuolat palaikyti
eritrocity balansg (Guyton, Textbook of Medical Physiology,
pp 56-60, W.B. Saunders Co., Philadelpha (1976)).

Eritrocitai gaminami kauly &iulpuose brestant ir
diferencijuojantis eritroblastams, o EPO yra faktorius,
kuris veikia maZiau diferencijuotas lasteles ir indukuoja ju

diferenciacija i eritrocitus (Guyton, supra).
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LPU yra perspektyvus terapinls agentas klinikiniam anemijos,
ypa& inkstu anemijos gydymul. Deja, praktinéje terapijoje

EPO plaiai dar netaikomas, nes yra sunkiai prieinamas.

Norint EPO naudoti kaip terapini agenta, reikia jvertinti
galimas problemas, susijusias su antigeniskumu. Todél geriau
EPO gaminti 1% Zmogaus tiekiamy Zzaliavy. Pavyzdziui, galima
panaudoti donoru krauja arba serganciy aplastine anemija ir
panasiomis ligomis (tuomet i&siskiria didelis EPO kiekis)
3lapima. Deja, 3iy zZaliavu kiekis yra ribotas. Zr.,
pavyzdZiui, White et al., Rec. Progr. Horm. Res., 16:219
(1960); Espada et al., Biochem. Med. 3:475 (1970); Fisher,
Pharmacol.Rev., 24:459 (1972) ir Gordon, Vitam. Horm. (N.
Y.), 31:105 (1973), kuriy aprasymai jtraukiami i Si

iSradimg.

Paprastai EPO gaminamas koncentruojant ir gryninant pacienty
§lapima, kuriame yra didelé EPO koncentracija, pavyzdziui,
pacienty, serganciy aplastine anemija 1ir kitomis panaSiomis
ligomis. Zr., pavyzdziui, JAV patentus Nr. 4,397,840}
4,303,650 ir 3,865,801, kurie yra $io iSradimo dalié. Riboti
tokio Slapimo istekliai trukdo naudoti EPO praktikoje, todel
bity pageidautina EPO gaminti 18§ sveiky individy Slapimo.
Sveiky Zmoniy $lapimo panaudojimas yra problemisSkas, nes
jame yra Zymiai maZiau EPO, negu anemija serganéiy individy
§lapime. Be to, sveiky individy $lapime yra kai kuriy
inhibuojanciuy faktoriy, kurie, esant pakankamal aukstai
koncentracijai, slopina eritropoeze, todel patenkinamas
terapinis efektas gali bOti gautas tik vartojant labai gerai

i3grynintg EPO.

EPO taip pat galima gaminti i3 aviu kraujo plazmos. IS tokio
kraujo plazmos isskirto EPO buvo pagaminti patenkinamo
aktyvumo, stabilds ir tirpis vandenyje preparatail. Zr.
Goldwasser, Control Cellular Dif. Develop., Part A; pp. 487-
494, Alan R. Liss, Inc., N.Y. (1981) (5is straipsnis

itraukiamas i %io isradimo apradyma). Taciau, galima teigti,
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kad avies EPO turéty pasizyméti antigenidkumu Zmogaus

organizme.

Taigi nors EPO yra labai pageidaujamas terapinis agentas,
standartinés igskyrimo ir gryninimo metodikos, naudojamos
dirbant su natiralios Zaliavos $altiniais, neatitinka S§io

junginio masinés produkcijos poreikio.

Sugimoto et al. JAV patente Nr. 4,377,513 apraso EPO
pramoninés gamybos bada, kurio sudétyje yra Zzmogaus
limfoblastoidy lasteliu - juy tarpe Namalwa, BALL-1, NALL-1,
TALL-1 ir JBL - multiplikavimas in vivo.

Komercineje literatlroje praneSama apie EPO, pagaminta geny
inzineriniais btdais, tadiau néra paskelbta nei 3iy bhdy
apradymai, nei produkto cheminé sudétis. i paraiska
atskleid?ia baltymy, pasiZyminciuy biologinemis Zmogaus EPO
savybémis, pramoninio gaminimo blda. Siuo btdu taip pat
imanoma gaminti baltymus, kuriy cheminé sudétis skiriasi nuo
autentidko EPO, taciau pasiZymi pznadiomis (o kai kuriais
atvejais ir pagerintomis) savybémis. Patogumo déleil visus
baltymus, pasiziyminéius Zmogaus EPO biologinémis savybémis
galima vadinti EPO, nesvarbu, ar $ie junginiai yra chemiskai
identiski EPO.

Siame idradime apradomas geno, kuris ekspresuoja nepaprastai
didelius 2zmogaus EPO kiekius, klonavimas, EPO ekspresija ir
aktyvaus Zmogaus EPO pramoniné gamyba in vitro. Taip pat
apradyti ekspresijos vektoriai, tinkami EPO gaminimui,
ekspresijos lastelés, gryninimo schemos ir kiti procesai.
EPO buvo gautas nepilnai idgrynintas, po to isgrynintas iki
homogenidkumo ir tripsinu suskaldytas i specifinius
fragmentus ($iy operaciju detalés pateiktos toliau). Sie
fragmentai buvo isgryninti ir sekvenuoti. Remiantis Siomis
sekomis buvo sukonstruoti ir susintetinti EPO
oligohukleotidai. Sie oligai buvo panaudoti Zmogaus genomo

bibliotekos skryningui, siekiant i3skirti EPO gena.
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EPO genas buvo patikrintas, remiantis jo DNR seka, kuri
atitiko daugumg sekvenuoty triptiniy fragmenty. Genominio
klono dalis buvo panaudota hibridizacijos testu siekiant
pademonstruoti, kad EPO MRNR galima aptikti Zmogaus gemalo
(20 savaidiy) mRNR. Buvo paruoSta Zmogaus gemalo kepeny kDNR
biblioteka ir atliktas jos skryningas. Buvo gauti trys EPO
kDNR klonai (patikrinus daugiau kaip 750 000 rekombinanty) .
Nustatyta, kad du i3 3iuy klony yra maksimalaus ilgio,
sprendZiant pagal visa koduojanéia seka ir pagrindine 5' ir
3' netransliuojamg seka. Sios kDNR buvo ekspresuotos ir
be?dzioniy lastelése, transformuotosé SV-40 virusu (COS-1
lasteliy linija; Gluzman, Cell 23:175-182 (1981)), ir
kinidkojo ziurkeéno kiau3idZiuy lastelése (CHO lasteliy
linija; Urlaub, G. ir Chasin, L. A. Proc. Natl. Acad. Sci
USA 77:4216-4280 (1980)) . EPO, pagamintas COS lastelése, yra
biologiskai aktyvus tiek in vitro, tiek in vivo. EPO,

pagamintas CHO lastelése, taip pat aktyvus tiek 1n vitro,

tiek in vivo.

EPO kDNR klonas turi jdomuy atvira skaitymo rémeli, sudaryta
i% 14-15 amino rig&&iy (ar), su iniciatoriumi ir
terminatoriumi i% 20-30 nukleotiduy (nt), esanciy vir$s
koduojanéio regiono. Charakteringas E. coli, transfekuotos
klonuotu EPO genu, pavyzdys deponuotas Amerikos tipiniy
kultliry kolekcijoje (American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland, No. ATCC 40153).

Lenteléje 1 pateikta Zmogaus EPO geno 87 baziy pory e€gzono
bazine seka;

Fig.l iliustruoja EPO mRNR nustatymg zmogaus gemalc kepeny
mRNR;

Lenteléje 2 pateikta EPO baltymo amino ridgsciy seka,
nustatyta pagal A-HEPOFL13. nukleotidy seka;

Lenteléje 3 pateikta EPO kDNR nukleotidy seka A-HEPOFL13
(schehatiékai pateikta .Fig.2) ir pagal 3ig sekg nustatyta
amino ridg&&iy seka:; ’
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Fig. 3 parodytos keturiy nepriklausomy Zmogaus EPO genomo
klony DNR intarpy santykines padetys;

Fig. 4 parodytas Zmogaus EPO geno introny ir ekzonuy speéjama
struktira;

Lenteléje 4 parodyta EPO geno, pateikto Fig. 4B, DNR seka;
Fig. 5A, 5B ir 5C parodyta vektoriaus 91023 (B) struktira;
Fig. 6 pateikta EPO, pagaminto COS-1. lastelése ir natyvaus
EPO palyginamoji analizé NDS poliakrilamido gelyje;
Lenteléje 5 pateikta EPO klono A-HEPOFL6 nukleotidy ir amino
riigsciy seka; )
Lenteléje 6 pateikta EPO klono A-HEPOFL8 nukleotidu ir amino
rugséiy seka:; '

Lenteléje 7 pateikta EPO klono A-HEPOFL136 nukleotidy ir
amino rig3ciy seka;

Fig. 7 pateikta plazmidés pRK1-4 schema;

Fig. 8 pateikta plazmidés pdBPV-MMTneo (342-12) schema.

Siame i3radime apradomas EPO geny klonavimas ir EPO
gaminimas ekspresuojant 3iuos genus in vitro.

Patentinéje ir mokslineje literatlroje apradyta daugybeé
rekombinantiniy produkty gaminimo bddy. DaZniausiai §ios
metodikos apima reikiamos geny sekos iSskyrimg arba sinteze
bei 5ios sekos ekspresavima prokariotinéje arba
eukariotinéje lasteléje, naudojant specialistams Zinomus
metodus. Jeigu genas i%skirtas, i3grynintas ir jterptas i
perkélimo vektoriy (klonuotas), tuomet pakankamas jo kiekis
uztikrintas. Vektorigs su klonuotu genu perkeliamas i
tinkamg mikroorganizmg arba lasteliy linija, sakykim,
bakterija, mieles, Zinduoliy lasteles, pavyzdziui, COS-1
(be2dzionés inksty), CHO (kinidkojo Ziurkéno kiaudidziy),
vabzdZiy lasteliy linijas ir panadiai. Vektorius
replikuojasi tuomet, kai mikroorganizmas arba lasteliuy
linija proliferuoja ir jis gali bdti iSskirtas, naudojant
standartinius metodus.‘Taigi taip atsiranda nuolat
atsinéujinantis geno Saltinis tolesnéms manipuliacijoms,
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modifikacijoms ir perkélimams i kitus vektorius ar i kitus

to paties vektoriaus lokusus.

Da?nai ekspresija gaunama perkeliant tinkamai orientuotg ir
tinkamame reémelyje esanti klonuota geng i atitinkama
perkelimo vektoriaus saitag taip, kad transliacinis
perskaitymas i3 prokariotinio arba eukariotinio geno
susintetina baltymo pirmtaka, apimantj amino:rﬂgééiu seka,
kuria koduoja klonuotas genas, kartu su Met arba N-galo seka
i% prokariotinio arba eukariotinio geno. Kitais atvejais
transkripcijos.ir transliacijos pradzios signalus gali
pateikti tinkami klonuoto geno fragmentai. Susintetintas
baltymo pirmtakas gali buti skaldomas naudojant jvairius
specifinio baltymy skaldymo pageidaujamoje vietoje budus -
taip gaunama pageidaujama amino rigsliy seka, kuri veliau
isgryninama standartiniais metodais. Kartais baltymg,
turinti pageidaujamg amino rigs&iy seka, pavyksta pagaminti
nenaudojant specifinio skaldymo metody, arba isskirti ji i

ekstralasteline augimo terpg.

Zmogaus EPO genominio klono igskyrimas

Zmogaus EPO buvo isgrynintas (kaip tai apradyta Zemiau) iki
homogeni§ko baltymo i5 paclentuy, serganciy aplastine
anemija, &lapimo. I3grynintas EPO buvo visidkai suskaldytas
tripsinu, gauti fragmentail atskirti HPLC atvirkstinés fazes
bodu, isskirti i% surinkty gradientiniu frakciju bei’
nustatyta ju seka. Triptiniy fragmenty sekos pabrauktos
Lentelése 2 ir 3 ir toliau aptartos detaliau. Dvi amino
rugsciy sekos, Val-Asn-Phe-Tyr-Ala-Trp-Lys ir Val-Tyr-Ser-
Asn-Phe-Leu-Arg buvo atrinktos oligonukleotidiniy zondu
sukirimui (vienoje grupéje - 17 nt ilgio oligonukleotidai,
i&sigime 32 kartus, kitoje - 18 nt ilgio oligonukleotidai,
i&sigime 128 kartus, priklausantys pirmajam triptiniam
fragmentui bei dvi grupés, kuriose yra 14 nt
oligohukleotidai, igsigime kiekvienas 128 kartus,

priklausantys antrajam peptidiniam fragmentui). Grupé,



LT 3944 B

kurioje yra 17-merai, iSsigime 32 kartus, buvo naudojama
zmogaus genomo DNR bibliotekos skryningui Ch4A vektoriuje
(22) pagal Woo or O'Malley amplifikacijos in situ
procediros modifikacijg (Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.S.A.
75:3688, 1978), siekiant pagaminti skryningo filtrus.

Fagai, kurie hibridizuojasi su 17-meru, surenkami,
padalinami i kelias grupes ir bandomi hibridizuoti su 14-
mery ir 18-mery grupémis. Fagai, ku;ie hibridizuojasi su
17-mery, 18-mery ir 1l4-mery grupémis, buvo isgryninti
pagal lizeés démiy morfologijag ir fragmentai subklonuoti j
M13 vektorius, siekiant sekvenuoti didezoksi grandinés
terminavimo bidu (Sanger, F., Nicklen, S., and Coulson,
A.R., Proc. Nat'l. Acad. Sci., U.S.A. 74:5463, 1977).
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Lentelé 1

mmﬂooﬁmomoonanm.onmmmmoom mmmonzommmmmoooﬂ»Mmoﬁoooommmoﬁmﬂmﬁm,omﬂ””omm
5 a

ACG GGC TGT GCT GAA CAC TGC AGC TTG AAT GAG AAT
Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn

ACT GTC CCA GAC ACC AAA GTT AAT TTC TAT GCC TGG
Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp

ATC
Ile

AAG
Lys

AGG ATG o>om~mcmn82:2:;::2802822mmmmsm_ﬁoﬁomzﬁmommmoﬁm
Arg MET Glu d .

~

attttggatgaaagggagaatgate
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Lentelé 2 (tgsinys)

70 80
Val Glu Val Trp Gin Gly Lcu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Glin Ala Leu
90 100
Leu Val Asn Ser Ser GIn _ Pro  Trp Glu_Pro Leu Gln Leu liils Val Asp Lys Ala Val Ser
110 120
Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala GIn Lys Glu Ala Ile Ser
. 130 140
Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr lle Thr Ala Asp Thr Phe Arg Ly
150 16
Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Lecu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ali
166
Cys Arg Thr Gly Asp Arg

SH
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Lentele 3 (tesinys).
130 14C

Pro Pro Asp Ala Ala Ser Alqg Ala Pro Leu Arg Thr 1Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys
CCT CCA GAT GCGCG GCC TCA CLi CGCT CCA CTC CCA  ACA ATC ACT CCT GAC ACT TTC CGC AAA

. 150 16C
Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn_Phe Ley Arg CGly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly GClu  Ala
CIC TIC CGA GTC TAC TCC AAT TIC CIC CCG GCGA AAG CTG AAG CTG TAC ACA GGG GAG  GC(
SH 166

s _Arg Thr Gly Asp Arg .
TGC AGG ACA GGG GAC AGA TGA ccaggtg tgtccacctg ggcatatcca ccacctecct caccaacat
gettgtgecea caccctccece cgccactect gaaccccgte gagggpctcet cagctcageg ccagecctgt
ccatggacac tccagtgeca gcaatgacat ctcaggggcce agaggaactg tccagagage aactctgag
tctaaggatg tcacagggce aacttgaggsg cccagagceag gaagcattca gagagcagct ttaaactca
ggacagagce atgctgegaa gacgcctgag ctcactcgge accctgcaaa atttgatgcce aggacacgec
ttggaggega tttacctgtt ttcgecaccta ccatcaggga caggatgacce tggagaactt aggtggcaa
ctgtgacttc tccaggtcte acgggcatgg gcactccctt ggtggcaaga gcececttga caccggpgt
gtgggaacca tgaagacagg atgpggpgetg - gcetcetgget ctcatggggt ccaagtttty tgtattcett
aacctcattg acaagaactg aaaccaccaa aaaaaaaaaaaa



10

15

20

25

13

LT 3944 B

Lenteleje 1 parodyta regiono, kuris hibridizuojasi su 32
kartus degeneruotu l7-meru viename i§ klony, seka. Sios DNR
sekos atvirame skaitymo rémelyje yra nukleotidai, kurie gali
tiksliai koduoti triptini fragmenta, kuris buvo naudojamas
17-mery grupes struktiros konstravimui. Be to, DNR sekos
analizé parodé, kad regionas, su kuriuo hibridizavo 17-
meras, yra 87 bp egzone, kurj supa potencialus splaisingo

akceptorius ir donoro saitai.

Papildomas patvirtinimas, kad %ie du klonai (¢ia Zymimi A-
HEPOl ir A-HEPO2) yra EPO genominiai klonai, buvo gautas
sekvenuojant papildomus egzonus, kuriuose yra kita
triptinius fragmentus koduojanti informacija.

EPO kDNR klony iSskyrimas

Zmogaus gemalo (20 savai¢iy) Northern Blot analize
(Derman, E., et al., Cell 23:731, 1981) buvo atlikta
naudojant 95 nt viengrandi mégini, paruostg is M13

klono, kuriame yra dalis 87 bp egzono, aprasSyto Lenteleéje 1.
Kaip parodyta Fig. 1, gemalo kepeny mRNR gali biti aptiktas
stiprus signalas..éia juostele pavyko patikimai

. identifikuoti kaip mRNR EPO naudojant ta pati gemalo kepenuy
MRNR mégini bakteripfago A kDNR bibliotekos skryningui (Toole,

J. J., et al., Nature in Presgs, 1984).

Keliy hibridizuojanéiy klony ir patikrinty rekombinanty
santykis buvo 1:250 000. Visa nukleotidy seka ir numatyta
amino rug3c¢iy seka Siems klonams (A-HEPOFL13 ir A-HEPOFLS)
parodyta lentelése 5 ir 6. EPO koduojanti informacija yra
kDNR 5' gale, 594 nt regione, kuriame yra labai hidrofobinis
lyderis, sudarytas i§ 27 amino riig§&iu, ir brandus baltymas,
sudarytas i§ 166 amino rigscéiy.

Brandaus baltymo N galas buvo identifikuotas remiantis N
galine seka baltymo, kuris sekretuojamas i individy,
serganCiy aplastine anemija, $lapima (lentelé 1), kaip tai
aprase Goldwasser (Blood Suppl. 1, 58, xlfi (abstr),1981),
Sue ir Sytkowski (Proc. Nat'l. Acad. Sci. U.S.A. 80:3651-
3655,1983) ir Yanagava (J. Biol. Chem. 259:2707-2710,1984).
Kol kas nezinoma, ar 8is N galas (Ala-Pro-Pro-Arg---)
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ir yra tikrasis cirkuliuojancio organizme EPO N galas, ar

inkstuose arba %lapime jvyksta skilimas.

Lentelése 2 ir 3 pabrauktos amino rogséiy sekos yra tie N
galo arba jo dalies triptiniai fragmentai, kuriy baltymy
seka ir buvo gauta.. Numatyta amino r0g§c1u seka visiskai
sutampa su trlptlnials fragmentais, kurie buvo sekvenuoti -
tuo patv1rt1nama, kad isskirtas genas koduo;a Zmogaus EPO.

Zmogaus EPO geno struktdra ir seka

Fig. 3 parodytos keturiy nepriklausomy Zmogaus EPO genominiy
klony DNR intarpy santykinés pozicijos. Siu klonuoty DNR
hibridizaciné analizé su oligonukleotidy méginiais ir kitals
méginiais, paruodtais i3 EPO kDNR dviejuy klasiy klony,
leid3ia lokalizuoti EPO geng 3.3 kb regione, kuris parodytas
Fig. 3 pastorinta linija. Visa %$io regiono sekos analize
(2r. Pvz. 4) ir palyginimas su kDNR klonais leidZzia sudaryta
EPO geno introno ir egzono struktiros Zemélapi, parodyta
Fig. 4. EPO genas yra padalintas i penkis egzonus. Dalis
egzono I, egzonai II, iII, 1V bei dalis egzono V turi
baltyma koduojanig informacija. Egzono I ir V liekanos
koduoja atitinkamai 5' ir 3' netransliuojamas sekeas.

Pagreitinta EPO ekspresija COS lastelése

Siekiant pademonstruoti kad biologidkai aktyvy EPO galima
ekspresuoti lasteliy kultlros sistemoje in vitro, buvo
tiriama COS lasteliy ekspresijos sistema (Hewick, R. M., et al.
J.Biol. Chem. 256:7950-7997,1981)

Pagreitintiems tyrimams buvo naudojamas vektarius p91023

(B), apradytas Pvz. 5. Siame vektoriuje yra adenoviruso

'pagrlndlnls vélyvasis, promotorius, SV40 poliadenilinimo

seka, SV40 ‘replika, SV40 sustiprintojas ir adenoviruso VA
genas. kDNR intarpas i3 A-HEPOFL13 (Zr. Lentelg 6) buvo
;terptas i p91023 (B) vektoriy, Zemiau adenov1ruso
pagrlndlnlo velyvojo ‘promotoriaus. Sis nauja51s vektorius
Zymimas pPTFL13.
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Praéjus 24 valanadoms po 3$ios konstrukcijos transfekcijos 1
COS-1 lasteliy M6 kamiena (Horowitz et al, J. Mol. Appl.
Genet. 2:147-149 (1983)), lastelés plaunamos, talpinamos i
terpe be serumo ir surenkamos po 48 valandy. EPO sekrecijos
i terpe lygis matuojamas kiekybiniu RIA metodu, pritaikytu
EPO. Kaip parodyta Lenteléje 8, (Pvz. 6) ekspresuojamas
imunologidkai aktyvus EPO. Taip pat buvo istirtas EPO,
gaminamo i3% COS-1 lasteliy, biologinis aktyvumas. Buvo
atliktas atskiras eksperimentas, kurio metu vektorius, EPO
kKDNR 15 A-HEPOFL13 buvo transfekuotas i COS-1 lasteles 1ir
terpé surinkta kaip tai apr3yta aukSciau. EPO kiekis terpeéje

buvo nustatytas vienu i% dviejy in vitro biotestuy: 3H-

trimidino ir CFU-E (Krystal, G. Exp. Hematol. 11:649-660,
1983; Bersch, N. and Golde, D. W., In vitro Aspects of
Erythropoiesis, M. J. Murphy (Ed.) New York: Springer-
Verlag, 1978), bei vienu is dviejy in vivo testy:; su
hipoksinémis pelémis ir badavusiomis Ziurkemis (Cotes, P.
M. and Bangham, D. R. Nature 191:1065, 1961; Goldwasser,
E. and Gross, M. Methods in Enzymol. 37:109-121, 1975)

(2r. Lentele 9, Pvz. 7). 8ie rezultatai
demonstruoja, kad COS-1 lgstelés gamina biologiSkai aktyvy

EPO. Western bloto duomenimis, analizés su poliklonaliniais
anti-EPO antikiniais duomenimis, EPO, pagamintas COS-1
lastelése, NDS- poliakrilamidiniame gelyje pasiZymi tokiu
padiu judrumu, kaip ir natyvus EPO, pagamintas i35 Slapimo
(Pvz. 8). Todel galima padaryti i3Svadg, kad COS-1 pagamintas
EPO gali bOti panaSiai glikozilintas kaip ir natyvus EPO.

Kiti vektoriai, turintys ivairius promotorius, taip pat gali
biti panaudoti COS lastelése araba kitose Zinduoliy arba
eukarioty lgstelése. Tokiy promotofiu pavyzdZiai, naudingi
§io i3radimo praktikoje, yra SV40 ankstyvasis ir vélyvasis
promotorius, pelés metalotioneino geno promotorius,
promotorius, randamas pauk3Ciy arba Zinduoliy
retrovirusuose, bakuloviruso poliedrono geno promotoriuje ir
kt. Kity, %io i3radimo praktikoje naudingy lgsteliy
pavyzdziu gali bdti E. coli, mieliy, iinauoliu lasteles,
pavyzdZziui, CHO (kiniSkojo Ziurkéno kiauéidiiu), Cl127
(bezdZionés epitelio), 3T3 (pelés fibroblasty) CV-1
(ialibsios Afrikos beZdZionés inksty) bei vabzdZiy lasteliy,
pavyzdziui, i% Spodoptera frugiperda ir Drosophila
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metanogaster. Sie alternatyvis promotoriai ir/arba lagsteliy

tipal gali tureéti itakos EPO ekspresijos lygiui ir laiko
reguliavimui, gaminant lasteliy specifiskg EPO tipg, arba
auginant didelius EPO gaminanciy lasteliy kiekius pigiau ir

esant lengviau kontroliuojamoms sglygoms.

Ekspresijos sistema, kurioje i3lieka ekspresijos Zinduoliy
lastelése pranaSumai, taCiau maZiau laiko sugaidtama kuriant
labai produktyviag lasteliy linija, yra sudaryta i§ vabzdziy
lasteliy linijos ir DNR viruso, kuris dauginasi $ioje
lasteliy linijoje. Toks virusas vadinamas branduolio
poliedrozés virusas. Jis sudarytas iS5 dvigrandés Ziedinés
DNR genomo, kurio dydis yra 128 kb. Branduolio kapsida yra
pailgos formos ir bGna dviejose formose: neokliuduoté forma,
kai virusas apvilktas membrana ir okliuduota forma, kai
virusas yra uZkreéstos lastelés branduolio baltymo kristale.
Siuos virusus galima standartiniu bGdu kultivuoti in vitro
Vabzdiiu lasteliy kultdroje ir su jais galima dirbti
naudojant visus standartinius gyviny virologinius metodus.
Lasteliy kult@ros terpé yra standartinis maitinantis drusky

tirpalas, kuriame yra 10% fetalinio verSeliy serumo.

Virusuy auginimas in vitro prasideda, kail neokliuduotas
virusas (NOV) patenka i lastele ir skverbiasi i branduoli,
kuriame replikuojasi. Tai - branduoliné replikacija.
Pradineje viruso pridejimo fazéje (8-18 valandy po
uzkretimo) branduolio kapsidos susigrupuoja branduolyje ir
po to pasklinda per plazmos membrang kaip NOV, tuo bidu
isplatindamos infekcijg visoje lgsteliy kultliroje. Be to,
kai kurios branduolio kapsidos po to (praéjus 18 ir daugiau
valandy po infekcijos) lieka branduolyje ir istringa
baltyminéje medZiagoje - tai yra vadinami poliedriniai
jterpimo kinai (PIB) (polyhedral inclusion bodies). 8i forma
neuzkrecia lgsteliy kultdros. Matrica sudaryta i§ baltymo,
vadinamo poliedrinu, kurio molekuliné masé yra 33 kd.
Kiekvienas PIB yra mazdaug 1 mm skersmens, o viename
branduolyje gali bati iki 100 PIB. Veélyvajame infekcijos
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etape pagaminama labail daug poliedrino - iki 25%,

skaidiuojant nuo visy lastelés baltymy.

Kadangi PIB neturi jokios itakos in vitro replikacijos
ciklui, poliedrino genas gali bOti iSmestas i$§ viruso
chromosomos, nepadarant jokios 5alos viruso gyvybingumui in
vitro. Naudodami virusag kaip ekspresijos. vektoriu, mes
pakeitéme poliedrino geno koduojanti regiong svetima DNR,.
kuria siekeéme ekspresuoti, kontroliuojant poliedrino.

promotoriui. Gaunamas viruso fenotipas, nesudarantis PIB.

$ia sistemg panaudojo keli tyrinétojai, ju tarpe pazymetinas
Pennock et al ir Smith et al. Pennock et al. (Gregory D.
Pennock, Charles Shoemaker 1ir Lois K. Miller, Molecular and
Cell Biology 3:84, p. 399-406) aprasé bakterinio baltymo, B-
galaktozidazes auksto lygio ekspresija, kail procesas

kontroliuojamas poliedrino promotoriumi.

Kita ekspresijos vektoriuy, sukonstruota i3 branduolines

poliedrozés viruso, pasitleé Smith et al. (Gale E. Smith, Max
D. Summers and M.J. Fraser, Molecular and Cell Biology, May

16, 1983, pp.2156-2165). Autorial pademonstravo sitilomo
vektoriaus efektyvumag ekspresuodami B-interferona. Kaip ir
buvo laukta, susintetintas produktas buvo glikozilintas ir
sekretuojamas 1% vabzdZiy lasteliy. Pavyzdyje 14 aprasSytos
plazmidés, turincios Autographa californica branduolinés -

poliedrozeés viruso (ACNPV) poliedrono gena, modifikacijos,
kuriy deéka galima nesunkiai iterpti EPO geng 1 plazmide
taip, kad ji transkripciniu budu kontroliuoty poliedrino
promotorius. Gauta DNR transfekuojama kartu su laukinio tipo
AcCNPV nepazeista DNR chromosoma i vabzdZiy lasteles. Del
geny rekombinacijos AcCNPV poliedrino geno regionas
pakeiCiamas DNR 185 plazmidés. Gautg rekombinantini virusg
galima aptikti tolesnése virusy kartose pagal.jq DNR esanti
EPO genag. Tikimasi, kad uzkreétus &iuo virusu vabzdziy

lasteles, jos gamins EPO.
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PavyzdzZziais 10 ir 11 (CHO), 13 (Cl27 ir 3T3) ir 14 (vabzdZiy
lastelés) iliustruojama EPO ekspresija CHO, Cl127, 3T3
lastelése ir vabzdZiy lastelése.

Rekombinantinis EPO, gaminamas CHO lastelése, kaip tai
parodyta Pavyzdyje 11, buvo iSgrynintas, naudojant Zinomus
chromatografijos kolonose metodus. Santykiniai karbohidraty
kiekiai glikoproteine buvo nustatyti dviem nepriklausomais
btdais [ (1) Reinhold, Methods in Enzymol. 50:244-249
(Metanolizé) ir (ii) Takemoto, H. et al., Anal. Biochem.
145:245 (1985) (piridilamininimas, kartu - nepriklausomas
sialo r0gS8ties nustatymas)] . Rezultatai, gauti abiem
metodais, labai'gerai sutapo. Buvo atliktos kelios analizeés,
gautos vidutinés reikSmés lyginamos su N-acetilgliukozaminu,

kurio kiekis laikomas lygiu 1.

Karbohidratas Santykinis moliy skaicdius
N-acetilgliukozaminas 1
Heksozes: 1.4
Galaktozeée
Manozé
N-acetilneuramine rigstis
Fukoze 0.2

N-acetilgalaktozaminas

Verta paZymeti, kad nemazas kiekis fukozés ir N-
acetilgalaktozamino buvo pakartotinai aptinkamas naudojant
nepriklausomus karbohidraty analizés metodus. N-
acetilgalaktozamino buvimas rodo, kad baltymas yra O-
glikozilinimo tipo. O-glikozilinimg taip pat patvirtina
glikoproteino, suskaldyto ivairiomis glikozidiniy fermenty
kombinacijomis, SDS-PAGE (elektroforezé poliakrilamidiniame
gelyje esant natrio dodecilsulfatui) analizé. Kalbant
konkreciau, po to, kai fermentiniu bOdu paSalinti visi N-
prijuhgti prie baltymo karbohidratai, naudojant fermentg -
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endo F N-glikozidaze, baltymo molekulinis svoris sumazéja

SDS-PAGE analizés duomenimis, veikiant ji neuraminidaze.

I8gryninto rekombinantinio EPO biologinis aktyvumas in vitro
buvo matuojamas pagal G. Krystal, Exp. Hematol. 11:649
(1983) (bluzZnies lasteliy proliferacijos testas), o baltymo

kiekis nustatytas analizuojant amino rig3ciy sudeti.

Daugkartinés analizés parodé, kad i3gryninto rekombinantinio
EPO apskai&iuotas specifinis aktyvumas in vitro yra didesnis
nei 200 000 VV/mg baltymo. Vidutine -reiksme buvo nuo. 275000
iki 300000 VV/mg baltymo. Be to, buvo gaunamos ir reik3mes,
didesnés nei 300000. Aktyvumy santykis in vivo
(policiteminis testas su pelémis, Kazal ir Erslev, Am.
Clinical Lab. Sci., Vol. B, p. 91 (1975))/in vitro buvo nuo
0.7 iki 1.3. '

Jdomu palyginti glikoproteino charakteristika, pateiktg
auki&iau, su rekombinantinio CHO lastelése pagaminto EPO
charakteristikomis, kuris apradytas ankscCiau tarptautinéje
paraiskoje IPA Publication No. W085/02610 (publikuota 1985
mety birzelio 20). Atitinkama palyginamoji karbohidraty
analizé, apradyta 3ios paraiskos 65-ame puslapyje), pateikia
nulines reik3mes fukozei ir N—acetilgaléktoiaminui bei
heksozés:N-acetilgalaktozamino santyki, lygu 15.09:1. Tai,
kad néra N-galaktozamino, rodo, kad aprasytasis ‘
glikoproteinas néra O-glikozilintas. Prie3ingai, S$io
i%radimo rekombinantinis EPO, pagamintas CHO lastelése ir
apibidintas auk$¢iau, turi savo sudétyje nemazus, daug karty
matuojant atsikartojancius kiekius fukozés ir N-
acetilgalaktozamino bei maZiau nei vienag dedimtadalij
santykinio heksozés kiekio 1r yra O-glikozilintas. Be to,
didelis auk&&iau apradyto CHO lastelése pagaminto
rekombinantinio EPO specifinis aktyvumas gali bati

tiesiogiai susijes su charakteringu baltymo glikozilinimu.

Biologiskai aktyvus EPO, pagamintas prokarioty arba
eukarioty organizmuose, naudojant 5io isradimo klonuotus EPO
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genus, gali bdti medikuy ir veterinary naudojamas in vivo,
gydant zinduolius. Veikliosios medziagos kiekis, Zinoma,
priklausys nuo gydomos ligos sunkumo, vartojimo bido,
aktyvaus EPO specifinio aktyvumo, tac¢iau galutinai tai
nuspres gydantis medikas arba veterinaras. Toks aktyvaus EPO
kiekis, kuri nustato gydantis gydytojas, vadinamas ,EPO
efektyviu terapiniu™ kiekiu. Pavyzdziui, gydant indukuotg
hipoproliferatyvine aviy anemijg, asocijuota su chronisku
inksty nepakankamumu, efektyvus kasdienis EPO kiekis buvo 10
VV/kg nuo 15 iki 40 dienuy. Zr. Eschbach et al., J. Clin.
Invest., 74:434 (1984).

Aktyvus EPO gali blti skiriamas bet kuriuo tinkamu gydymui
bidu. Labiau tinka leisti EPO i kraujg gydomiems
zinduoliams. Specialistams suprantama, kad tinkamiausias

bidas gali keistis priklausomai nuo gydomos ligos.

Nors galima vartoti EPO kalp gryng arba 15 esmés gryng
junginji, labiau tinka vartoti EPO kaip farmacine receptirsg

arba preparats.

Sio i3radimo kompozicijos, skirtos tiek medicinai, tiek
veterinarijai, turi savo sudeétyje aktyvuy EPO baltymg,
apraSyta auksciau, kartu su vienu ar keliais farmaciniu
poZzilQriu priimtinais neSéjais ir - kartais - kitais
terapiniais ingredientais. NeSejai turi bati ,priimtini® tuo
poziriu, kad jie suderinami su kitails kompozicijos
ingredientais ir nekenksmingi pacientui. Pageidautina, kad
kompozicijoje nebility oksiduojanciy agenty ir kity medziagu,
apie kurias Zinoma, kad jos nesuderinamos su peptidais.
Kompozicijos galil bGti patogial pateiktos dozés vienetais 1ir
pagamintos bet kuriais farmacijoje Zinomais biddais. Visy
metody sudétyje yra stadija, kurios metu veiklioji medZiaga
sujungiama su ne$éju, kuriame yra vienas arba keli
pagalbiniaili komponentai. Aplamai, vaistine forma gaminama
sumaisSant veikligjg medZiaga su skystu neSéju arba
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4
susmulkintu kietu nedeéju, arba su abiem 5iais ne$éjais, ir,

jei to reikia, suteikiant produktui reikiamg forma.

Vaistinés formos, tinkamos parenteraliam vartojimui, tai
paprastal sterilUs vandeniniai veikliosios medZiiagos
tirpalai, kurie daZniausiai yra izotonidki paciento kraujo
atzvilgiu. Sios vaistinés formos gali bati lengvai
pagamintos istirpinus vandenyje kieta veikliaja medZiaga, 1ir
sterilizavus gautg tirpala pateikti ji kaip toki arba
igfasuoti l'multidozinius konteinerius, pvz., uzlydytas

ampules arba flakonus.

¢ia minimas EPO/kDNR Zymi brandy EPO/kDNR gena, esanti
brieéais ATG kodona ir EPO/KDNR, koduojanti EPO baltymo
alelinius variantus. Viena i3 aleliy parodyta Lentelése 2 ir
3. EPO baltymas apima l-metionino darinji (Met-EPO) ir EPO
baltymo alelinius variantus. Brandus EPO baltymas, kurio
seka pateikta Lenteléje 2, prasideda tokia seka:
Ala-Pro-Pro-Arg-.... Sekos pradzia Zymima skaiiumi ,1%.
Met-EPO prasideda tokia seka: Met-Ala-Pro-Pro-Arg-....

Toliau pateikiami pavyzdziai, kurie padeda suprasti §io
idradimo esme. Visa idradimo apimtis yra pateikta iSradimo
apibreityje. Suprantama, kad pateikiamose metodikose gali
bati modifikaciju, tadiau jos neidkraipo iSradimo esmes.
Visos temperatiiros pateiktos Celsijaus laipsniais ir yra
netaisytos. Sgvokos ,mikronas™ arba ,mikro" zymimos H,
pavyzdziui, mikrolitras, mikromolis ir pan. yra ,ul“, 4o ™

ir pan.
PAVYZDZIAI
Pavyzdys 1: EPO genominio klono i3skyrimas
EPO buvo iiskirtas i% pacienty, serganiy aplastine anemije,

§lapimo pagal anks&iau apraSyta metodika (Miyake, et al., J.
Biol. Chem., 252:5558 (1977)), isskyrus tai, kad vietoj
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apdorojimo fenoliu preparatas laikomas 80°C 5 minutes,
siekiant inaktyvuoti neuraminidaze. Galutiné gryninimo
stadija - frakcionavimas per Vydac HPLC kolonele (Separation
Group), naudojant acetonitrilo su 0.1% trifluoracto rigsdtimi
gradientg nuo 0 iki 95% per 100 minuiy. EPO i3tekejimo
vieta gradiente buvo nustatyta analizuojant pagrindinus
pikus elektroforeze gelyje ir nustatant N galo seka

EPO idteka esant mazdaug 53% acetonitrilo ir sudaro
mazdaug 40% nuo visy baltymy, leisty 1 atvirk3tines fazés
chromatografijg. Frakcijos, kuriose yra EPO, sukoncentruotos
iki 100 pnl, pH koreguotas iki 7.0, pridedant amonio
bikarbonata, ir preparatas suskaldomas, veikiant 2%
tripsinu, apdorotu TPCK, (Worthington) 18 valandy esant
37°C. Triptiniy peptidy misinys buvo frakcionuojamas
atvirkStinés fazés HPLC, kaip tail aprasSyta aukSciau.
Registruojamas optinis tankis prie 280 ir 214 nm. Gerail
atsiskyre pikai surenkami, i8dZiovinami iki sausumo ir
analizuojama N galo seka, - naudojant Applied Biosystems
Model 480 A duju fazés sekvenatoriu. Lentelese 2 ir 3
nustatytos sekos pabrauktos. Kaip tai aprasSyta auksciau, du
tokie triptiniai fragmentai buvo atrinkti oligonukleotidy

zondy gamybai. ]

Remiantis seka Val-Asn-Phe-Tyr-Ala-Trp-Lys (amino rdgstys
nuo 46 iki 52 Lentelése 2 ir 3), buvo susintetintas 17-
meras, 1Ssigimes 32 kartus,

TTCCANGCGTAGAAGTT

ir 18-meras, iSsigimes 128 kartus,

CCANGCGTAGAAGTTNAC.

Remiantis seka Val-Tyr-Ser-Asn-Phe-Leu-Arg (amino rugdtys

nuo 144 iki 150 Lentelése 2 ir 3), buvo susintetintos dvi

grupes l4-mery,- kiekviena 1§ jy iSsigimusi 32 kartus



10

23

LT 3944 B

TACACCTAACTTCCT ir TACACCTAACTTCTT,

kurios skiriasi pirma leucino kodono padetimi.
Oligonukleotidai buvo pazymeéeti 5' gale 32p, naudojant
polinukleotidkinaze (New England Biolabs) 1r ¥ 32p-ATP (New
England Nuclear) .Oligonukleotidy specifinis aktyvumas buvo
nuo 1000 iki 3000 Ci/mmol oligonukleotidui. Buvo atliktas
mogaus genomo DNR bibliotekos A bakteriofage (Lawn et al.,
Cell, 15:1157, 1978) skryningas, naudojant in situ amplifi-
kacijos metodika, kurig pirmg karta aprasé Woo et al.,

(Proc. Nat'l, Acad. Sci. U.S.A. 75;3688, 1978) . Mazdaug 3.5
x 10 fagy talpinama i Petri leksteles (po 6000 faguy i 150
mm skersmens lékitele) su NZCYM terpe ir inkubuojama esant
370C tol, kol atsiranda maZos, bet pastebimos demeés (maZdaug
0.5 mm skersmens). Atvesinama iki 4©C ir i3laikoma 1 valanda
gioje temperatiiroje. Dvigubos demiy replikos perkeliamos ant

nailono membrany (New England Nuclear)ir inkubuojamos per
nakti esant 37°C lék3telése su SvieZia NZCYM terpe. Filtral

denatiruojami ir neutralizuojami iSlaikant kiekvieng 10

minuéiy ploname sluoksnyje tirpalo, sudaryto 1% atitinkamai
0.5 N NaOH - 1 M NaCI ir 0.5 M Tris (pH 8) - 1M NaCI.
Filtrai kaitinami 2 valandas esant 80°C, plaunami 5 kartus
SSC tirpalu, 0.5% NDS 1 valanda. Lasteliy liekanos
padalinamos $velniai braukiant drégnu audiniu. Toks
braukymas sumaZina zondo foninji sukibimg su filtru. Po to
filtrai perplaunami vandeniuir prehibridizuojami nuo 3 iki 4
valandy esant 48°C 3M tetrametilamonio chloride, 10 mM NaPOgq
(pH 6.8) tirpale, 5-kartiniame Denhardt'o tirpale, 0.5% NDS
ir 10 mM EDTA tirpale. Po to pridedamas 32p 3ymétas 17-meras
(koncentracija 0.1 pmol/ml) ir hibridizacija tesiama 72
valandas esant 48°C. Po hibridizacijos filtrai ilgai
plaunami dukartiniame SSC (0.3 M NaCI - 0.03 M Na citratas,
pH 7) esant kambario temperatirai ir 1 valanda 3M TMACL - 10
mM NaPO4 (pH 6.8) esant kambario temperatirai ir nuo 5 iki
15 minudiy esant hibridizacijos temperatirai. Mazdaug 120
stipriy dviguby signaly buvo aptikta po 2 dienas trukusios
autoradiografijos, naudojant intensyvinahti ekrana. Teigiami
signalai buvo surinkti, sugrupuoti po 8, uZne3ti ir



10

15

20

25

30

35

24

LT 3944 B

pakartotinai atliktas skryningas su trimis pakartojimaazis,
naudojant puse l4-mery grupeés ant kiekvieno i35 dviejy filtry
ir 127=mera ant treciojo filtro. l7-mero uZnedimo ir
hibridizacijos metodika buvo tokia pati, kaip apradyta
auksc¢iau, isskyrus tai, .kad l4-mero hibridizacija vyko esant
379C. Po autoradiografijos zondas paSalinamas 15 filtro su
17-meru, laikant ji 50% formamide 20 minuciy kambario
temperatiroje ir filtras rehibridizuojamas esant 52°C su 18-
mero zondu. Du nepriklausomi fagai hibridizuojami su visais ‘
trim zondais. Vieno, i% 8iy faguy DNR (&ia Zymima A HEPO1)
visidkai suskaldyta veikiant Sau3A ir subklonuota i M13,
siekiant panaudoti ja DNR sekos analizei dideoksi grandines
uzbaigimui pagal Sanger ir Coulson (Proc. Nat'l. Acad.
Sci., U.S.A. 74:5463, 1977). Cia taip pat aprasyta atviro
skaitymo rémelio, koduojanc¢io EPO triptinj fragmentg
(pabrauktas regionas), nukleotidy seka ir pagal ja numatyta
amino rigs¢iy seka. Introno sekos Zymimos mazomis raidémis,
egzono sekos (87 nt) - didZziosiomis raidémis. Sekos, kurios
atitinka konsensuso splaisingo akceptoriaus (a) ir donoro .
(b) saitus, yra pabrauktos (Zr. Lentele 4).

Pavyzdys 2: Zmogaus gemalo kepeny mRNR Nothern bloto analizé

Agarozés (0.8%) formaldehido gelyje atliekama elektroforezé
su 5 Mg Zmogaus gemalo kepeny mRNR (paruosty 1§ 20 savaicdiy
gemalo kepeny) ir suaugusio Zmogaus kepeny mRNR ir
perkeliama ant nitroceliuliozinio filtro, naudojant Derman
et al., metodg (Cell, 23:731 (1981)). ParuoSiamas
viengrandis zondas i35 M13 pavyzdzio, kuriame yra intarpas,
pateiktas Lenteleje 1. Praimeriu pasirinktas 20-meras pagal
ta pati triptini fragmenta, kaip ir originalus l7-mero
zondas. Zondas paruo$iamas pagal Anderson et al., (Proc.
Nat'l. Acad. Sci., U.S.A. 80:6836-6842,1983), isskyrus

‘tai, kad po skaldymo, veikiant Smal (kurio metu susidaro

reikiamas 95 nt ilgio zondas, turintis 74 nt koduojancig
seka), mazasis fragmentas atskiriamas nuo M13 pavyzdiio
chromatografuojant per Sepharose C14B kolong su 0.1N NaOH-
0.2M NaCl. Filtras hibridizuojamas kol zondo aktyvumas
pasiekia mazdaug 5 x 109 impulsy per minute.
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(cpm) (12 valandy esant 68°C), perplaunamas dukartiniame SSC
esant 68°C ir eksponuojamas 6 dienas su intensyvinanciu
ekranu. Salia esan&ioje juostoje leidziamas mRNR vienos
démes (1200 nt) markeris, pazymetas rodykle (Fig. 1).

Pavyzdys 3: Gemalo kepeny kDNR

Paruoiamas zondas, identi3kas apraéytaﬁ Pav. 2, 1r juo
atliekamas skryningas gemalo kepenu kDNR bibliotekos,
paruostos vektoriuje A-Ch21A (Toole et al., Nature in Press,
(1984), naudojant standartines lizés deéemiy skryningo (Benton
Davis, Science 196:180-182,1977) proceduras. Atlikus skryningg
su i x 106 lizeés deémiy, isskirti trys nepriklausomi teigiami
klonai (Zymimi A-HEPOFL6 (135 bp), -A-HEPOFL8 (700 bp) ir A-
HEPOFL13 (1400 bp). Visas A-HEPOFL13 ir A-HEPOFL6 intarpas
buvo nusekvenuotas, atlikus subklonavimg i M13 (Lentelés 7
ir 5, atitinkamai). Intarpo A-HEPOFL8 buvo nusekvenuoti tik
atskiri fragmentai - buvo nuspregsta, kad liekana yra
identi&ka kitiems dviems klonams (Lentelé 6). 5' ir 3°
netransliuojamos sekos Zymimos mazomis raidémis. Koduojantis

regionas Zymimas didZiosiomis raidémis.

Pagal Lentelés 2 ir 3, numatoma amino rigs&iy seka yra
pateikta po nukleotidy seka ir sunumeruota, pradedant nuo
pirmos brandaus baltymo amino rigities. Spéjamas lyderinis
peptidas amino ridg3&iy sekoje pazymetas didZiosiomis
raidémis. Cisteino liekanos brandaus baltymo sekoje
papildomai paZymétos SH, o N glikozilinimo vietos -
yvaigZdute. Pabrauktos amino rig3tys Zymi liekanas, kurios
nustatytos sekvenuojant baltymo N gala arba sekvenuojant EPO
triptinius fragmentus, kaip tai aprasyta Pavyzdyje 1.
Pabraukimai punktyru Zymi tas liekanas triptiniuose
fragmentuose, kurios negali buti nustatytos
vienareik&mi¥kai. kDNR klonai A-HEPOFL6, A-HEPOFL8 ir A-
HEPOFL13 deponuoti Amerikos tipuy kultiry kolekcijoje
(Amefican Type Culture Collection, Rockville, Maryland);
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Lentele 4
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depozito numeriai (accession numbers) ATCC 40156, ATCC 40152
ir ATCC 40156, atitinkamai.

Pavyzdys 4: EPO geno genomo struktira

Keturiy nepriklausomy genominiy klonuy (A-HEPOl, 2, 3 ir 6)
santykiniai dydzZiai ir lokalizacija HAeIII/Alul bibliotekoje
parodyta persiklojaniomis linijomis Fig. 3. Pastorinta
linija Zymi EPO geno lokalizacija. Parodytas mastelis (Kb)
ir Zinomy restrikcijos endonukleaziy skaldymo viety padetys.
Abi regiono, kuriame yra EPO genas, grandys buvo visiskai
sekvenuotos, naudojant ekzonukleazés III generuotas delecijy
serijas $iame regione. Penkiy ekzony, koduojanciy EPO mRNR,
i§sidéstymo schema pateikta Fig. 4. Tiksli ekzono I S' riba
$iuo metu neZinoma. Ekzono dalis, koduojanti baltymg,
uzsStrichucta. Visa regiono nukleotidy seka pateikta
Lenteléje 4. Kiekvieno ekzono Zinomos ribos pazymetos
vertikaliais brtksniais. Genominiai klonai A-HEPOFL1l, A-
HEPOFL2, A-HEPOFL3 ir A-HEPOFL6 deponuoti Amerikos tipy
kultiruy kolekcijoje (American Type Culture Collection,
Rockville, Maryland); depozito numerial (accession numbers)
ATCC 40154, ATCC 40155, ATCC 40150 ir ATCC 40151,

atitinkamai.

Pavyzdys 5: Vektoriaus p91023 (b) konstrukcija

Transformacijos vektoriumi buvo naudojamas pAdD26SVpA(3),
kuri apra$e Kaufman et al., Mol.Cell. Biol., 2;1304 (1982).
Sio vektoriaus struktOra pateikta Fig. 5A. Trumpai kalbant,
Sioje plazmidéje yra pelés dihidrofolatreduktazes (DFHR)

kDNR genas, kurio transkripcija kontroliuoja adenoviruso 2
(Ad2) pagrindinis velyvasis promotorius. 5' splaisingo vieta
pazyméta adenoviruso DNR, o 3' splaisingo vieta, numatyta
pagal imunoglobulino geng, yra tarp Ad2 pagrindinio vélyvojo
promotoriaus ir DFHR koduojancios sekos. Ankstyvasis SV40
poliadenilinimo saitas yra Zemiau DHFR koduojanios sekos.
pAdD26SVpA (3) prokariotiné dalis yra i$ pSVOd (Mellon et
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Lentele S(tesinys)

150 : 160
Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala
CTC TTC CGA GTC TAC TCC AAT TTC CTC CGG GGA AAG CTG AAG CTC TAC ACA GGG GAG

30

GCC
SH 166
Cys Arg Thr Cly Asp Arg . .
TGC AGG ACA GGG GAC ACA TGA ccaggtg ,nmnnnmnnnm ggcatatcca ccacctcecect caccaacatt
gettgtgeca caccctcece cgccactecet wrmonnnmnn gaggggetct cagctcageg ccagecctgtce
ccatggacac tccagtgeca gcaatgacat ctcaggggcee agaggaactg tccagagage aactctgaga
tctaaggatg tcacagggcc aacttgaggg cccagagcag gaagcattca gagagcagcet ttaaactcag
ggacagagcc atgctgggaa gacgcctgag ctcactcegge accctgcaaa atttgatgec aggacacgct
ttggaggcega tttacctgtt ttcgcaccta ccatcaggga caggatgacce tggagaactt aggtggcaag
ctgtgacttc tccaggtcte acgggcatgg gcactccett ggtggcaaga gecceecttga caccggggty
gtgggaacca tgaagacagg atgggggetg gcctetgget ctcatggggt Ccaagttttg tgtattctte
aacctcattg acaagaactg aaaccaccaa aaaaaaaaaaaa
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Lentele 7 cccggagee  pgaceggggc caccgegece gctctgetecg acaccgegee

ccctggacag cecgccctete ctccaggece  gtggegetgg ccctgecaccg  ccgagcttec cgrgatgaggg cccceggtgt

=27
MET CLY VAL HIS CLU CYS PRO
ggtcaccegg cgegecccag gtcpetgagg gacccceggcee aggecgegpag ATG GGG GTG CAC GAA TGT CCT

A

ALA TRP .ﬁmc TRP  LEU LFU LEU SER LEU LEU SER LEU PRO LEU GLY LEU PRO VAL LFU GLY
GCC TCGC CTG TGG CTT CTC CTC TCC CTGC CTG TCGC CIC CCT CTIC GGC CTC CCA GIC CTG GGC

1 sn 10 20
Ala Pro Pro Arg Leu lle Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Clu Ala Lys
GCC CCA CCA CGC CTC ATC TGT CAC AGC CGA GTC CTG CAG AGGC TAC CIC TTG GAG GCC  AAC

* sl 30 SH * 40
Clu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly _Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn. Clu Asn Ile Thr

CAG GCC GAG AAT ATC ACG 4 ACC CGC TCT GCT CGAA CAC TGC AGC TTG AAT GAG AAT ATC ACT

50 60
Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala_ Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala
GTC CCA GAC ACC AAA CIT AAT TTC TAT CGCC TGGC AAC AGG ATG caAC ’nao GGG cCAC CAG GCC

70 ‘ 80
Val Clu Val Trp Gln Cly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Cln Ala Leu
CTA GAA CGTC TGGC CAG CGC CTC GCC CTG CTGC TCG GAA GCT GTC CTC CGC GCaC CAG GCC CTGC

* 90 100
Leu Val Asn_Ser Ser Gln Pro Trp Clu_ Pro lLeu Cln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser

TTG CTC AAC TCT TCC CAGC CCC TGG CAG CCC CTG CAG CTC CAT GTG GAT AAA cCC GTC ACT

110 120
Cly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arp Ala Leu Gly Ala Glan Lys Clu Ala Ile Ser
CCC CTT CGC AGC CTC ACC ACT CIG CIT C6GC CCT CTG GGA GCC 0>o>>>0 GAA GCC ATC TCC
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al., Cell, 27:279 (1981)). Jos sudetyje néra pBR322 seky,
kurios, kaip zinia, inhibuoja replikacija Zinduoliy
lgstelése (Lusky et al., Nature, 293:79(1981)).

PAdD26SVPA (3) buvo konvertuota i plazmide pCVSVL2, kaip tai
parodyta Fig. 5A. pAdD26SVpA(3) konvertuota j plazmide
PAdD26SVpA (3) (d), deletuojant vieng 13 dvieju Pstl saity
plazmideje pAdD26SVpA(3). Tal padaryta nepilnai suskaldant
plazmide restriktaze Pstl, pasinaudojus 3io fermento
deficitu. Taip gaunama linijiniy plazmidziy subpopuliacija,
kai tik vienas PstlI saitas suskaldytas. Po to veikiama
Klenow fragmentu, liguojama, siekiant gauti Ziedines
plazmides. Pstl saito delecijos skryningas leidzia jj
lokalizuoti tarp 3' ir SV40 poliadenilinimo seky.

Adenoviruso lyderio, sudaryto i§ trijuy daliy, ir viruso
asocijuoti genail (VA genal) iterpti i pAdD26SVpA(3) (d),
kaip tai parodyta Fig. 5A. I$S pradZiy pAdD26SVpA(3) (d)
skaldoma su PvuIl, siekiant perkirsti ja 3' regione, kuriame
yra trys elementai, sudarantys triju daliy lyderi. Po to
pJAW 43 (Zain et al., Cell, 16:851 (1979)) skaldomas su
Xhol, veikiamas Klenow fragmentu, skaldomas PvuII, ir 140 bp
fragmentas, turintis trecCiojo lyderio antrgjg dalj
iSskiriamas elektroforezeés akrilamido gelyje bddu (6% Tris
borato buferyje; Maniatis et al., supra). Po to 140 bp
fragmnetas liguojamas su pAdD26SVpA(3) (d), suskaldytu
Pvull. Ligavimo produktas panaudojamas transformuoti E. coli
i atspary tetraciklinui klong. Atliekamas kolonijy
skryningas pagal Grunstein-Hogness metodikg, naudojant 32p
zymétg zondg, kuris hibridizuojasi su 140 bp fragmentu. DNR,
pagamintas i3 teigiamal hibridizuojanc¢iy kolonijy, buvo
analizuojamas, siekiant nustatyti, ar rekonstruotas PvuIll

saitas i§ 140 bp DNR yra 5' ar 3' adenoviruso antrojo ir

.treéiojo vélyvojo lyderio atZzvilgiu. Plazmidé yra Zymima

tTPL ir parodyta Fig. 5A.
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SvV40 AvalID fragmentas, turintis SV40 sustiprinancia seka,
gaunamas skaldant SV40 DNR su AvalI, sulyginant galus su
Poll Klenow fragmentu, liguojant Xhol linkerius su
fragmentais, skaldant su Xhol ir taip atidarant Xhol saita
ir igskiriant ketvirta didziausig (D) fragmentg
elektroforezes bidu. 3is fragmentas po liguojamas su pTPL,
suskaldytu Xhol, ir gaunama plazmide pCVSVL2-TPL. SV40 D
fragmento orientacija plazmideje pCVSVLZ-TPL yra tokia, kad
SV40 vélyvasis promotorius yra taip pét orientuotas kaip ir

adenoviruso pagrindinis vélyvasis promotorius.

Siekiant iterpti genus, asocijuotus su adenovirusu (VA), i
pCVSVL2-TPL, i% pradziy buvo sukonstruota plazmidé pBR322Z,
kurios sudétyje yra 2-o tipo adenoviruso Hind III
Bﬁragmentas. 2-o0 tipo adenoviruso DNR skaldoma su HindIII ir
B fragmentas i&skiriamas elektroforezeés gelyje budu. Sis
fragmentas jterpiamas i pBR322, kuri pries tai suskaldoma
HindIII. E. coli transformuojama i ampicilinul atspary
kamieng. Atliekqmas rekombinanty skryningas, siekiant
nustatyti, ar iterptas HindIII B fragmentas, o JjoO
orientacija nustatyta skaldant restrikcijos endonukleazémis.
Plazmidés pBR322 - Ad HindIII B sudétyje yra 2-o tipo
adenoviruso HindIII B fragmentas, kurio orientacija pateikta
Fig. 5B.

Kaip parodyta Fig. 5B, VA genus patogu gauti i5 plazmides
pBR322 - Ad HindIII B, skaldant ja Hpa I, pridedant EcoRl
linkerius ir skaldant su EcoRl, o po to isskiriant 1.4 kb
fragmenta. Fragmenta@d, turintis EcoRl lipnius galus, po to
liguojamas i PTL EcoRl saitg, kuris prie$ tai suskaldomas
EcoRl. E. coli HB10l transformuojama ir atrenkamaos
atsparios tetraciklinui kolonijos, su kuriomis atliekamas
filtrineés hibridizacijos skryningas, siekiant nustatyti DNR,
specifines VA genams. DNR buvo susintetintos i$ teigiamai
hibridizuojna&iy klony ir apibudintos, skaldant restrikcijos
endonukleazémis. Gauta plazmidé Zymima p91023.
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Abu EcoRl saitai p91023, kaip parodyta Fig. 5C, buvo
padalinti visiskai suskaldant p91023 su EcoRl. Gaunami du
DNR fragmentai: vienas mazdaug 7 kb ir kitas mazdaug 1.3 kb.
Pastarajame fragmente yra VA genai. Abiejuy fragmenty galai
buvo sulyginti naudojant Poll Klenow fragmentg ir Jjie
liguojami vienas su kitu. Gaunama plazmidé p911023 (A),
turinti yra VA genus, kuri pana$i 1 p91023, i8skyrus tai,
kad joje néra abiejuy EcoRl saity. Si plazmidé
identifikuojama naudojantis Grunstein-Hogness skryningo
metodu su Va geno fragmentu ir standartine restrikcijos

saity analize.

Vienas Pstl saitas, esantis plazmideéeje p9%91023(A) paSalinamas
ir pakeiciamas EcoRl saitu. p91023(A) visiSkai suskaldoma
Pstl ir veikiama Poll Klenow fragmentu, siekiant gauti
lygius galus. EcoRl linkeriai liguojami su p(l1023(A) bukuoju
Pstl saitu. Tiesiné p91023(A) su prijungtais prie buko Pstl:
saito EcoRl linkeriais buvo atskirta nuo neliguoty linkeri%,
visidkai suskaldyta EcoRl ir vél liguota. Gaunama plazmide
p91023 (B), parodyta Fig. 5C, kurios struktlra panasi j
p91023(A), taciau vietoje EcoRl saito yra anks&iau buves
Pstl saitas. Plazmidé p91023(B) deponuota ir ja galime gauti
Amerikos kulttry tipuy kolekcijoje (ATCC), Rockville,
Maryland, depozito Nr. ATCC 39754.

Pavyzdys 6:

I plazmide p%1023(B) iterpiami kDNR klonai (A-EPOFL6 ir A-
EPOFL13; Fig. 3) ir susidaro atitinkamos plazmidés pPTFL6 ir
pPTFL13. 8 Mg kiekvienos i3grynintos DNR buvo panaudota COS
lasteliy (5 x 109) transfekcijai, naudojant DEAE-dekstrano
metoda (Zr. Zemiau). Po 12 valandy lastelés perplaunamos ir

‘'veikiamos 2 valandas Chlorochinu (0.1 mM), veél perplaunamos

ir paliekamos 24 valandoms terpéje (10 ml), kurioje yra 10%
ver$elio fetalinio serumo. Po to terpe keiCiama neserumine

terve (4 ml) ir i8laikoma 48 valandas.
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Imunologiskai aktyvaus EPO gaminamas kiekis ismatuojamas
kiekybigkai RIA metodu, kuris aprasytas Sherwood ir
Goldwasser (Blood 54:8885-893, 1979). Antikiniai gauti i$
Dr. Judith Sherwood. Jodo preparatas pagamintas i$
homogeninio EPO, aprasyto Pav. 1. Sio testo jautrumas yra
mazdaug 1 ng/ml. Rezultatai pateikti Zemiau Lenteleje 8.

Lentelé 8
Vektorius EPO kiekis, atpalaiduojamas
i terpe (ng/ml)
pPTFL13 330
pPTFL6 31

Plazmidé pPTFL13 deponuota ir ja galima gauti Amerikos
kultiry tipy kolekcijoje (ATCC), Rockville, Maryland,
depozito Nr. ATCC 39990.

Pavyzdys 7.

EPO kDNR (A-HEPOFL13) iterpiama i p91023(B) vektoriy ir
transfekuojama i COS-1 lasteles. Kultivavimo sglygos tokios
padios, kaip aprasyta Pav. 6, iSskyrus tai, kad praleidziama

chlorochino stadija.

EPO biologinis aktyvumas in vitro buvo matuojamas naudojant
kolonijy formavimo testa su pelés gemalo kepeny lastelémis
kaip CFU-E $altiniu arba 3H-timidino isisavinimo testa,
naudojant peliy, kurioms suleista fenilhidrazino, bluZnies
lagsteles. Siy testy jautrumas yra mazdaug 25
milivienetai/ml.

EPO biologinis aktyvumas in vivo buvo matuojamas naudojant
hipoksiniy peliy arba -badaujanéiy Ziurkiuy metoda. iy testy
jautrumas yfa mazdaug 100 milivienetai/ml. Kontrolinéje
terpéje nerasta jokio aktyvumo. Matavimy rezultatai, gauti
EPO, kuris ekspresuotas klone EPOFL13, pafeikti Zemiau
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Lenteleje 9. Cia pateikti aktyvumai i¥reik3ti vienetais/ml,
naudojant kaip standarta komercini,, apibréZtos sudéties EPO

(Toyobo, Inc.).
Lentelé 9

EPO, sekretuojamas i$ lasteliy, kurios transfekuotos I tipo
EPO kDNR

Testas Aktyvumas

RIA 100 . ng/ml

CFU-E 2 0.5 vienetai/ml
3H-Thy 3.1 1.8 vienetai/ml
hipoksinés pelés 1 vienetai/ml
badaujanéios Ziurkes 2 vienetai/ml

Pavyzdys 8: EPO i8 COS lasteliy analizé NDS

poliakrilamidiniame gelyje

180 ng EPO, kuri sekretuoja i terpe COS lastelés,
transfekuotos EPO (A-HEPOFL13) kDNR i vektoriy 91023 (B)
(apradytas auk3&iau) analizuojama elektroforezés budu 10%
NDS Laemlli poliakrilamidiniame gelyje ir perkeliama
elektriniu bGdu ant nitroceliuliozés popieriaus (Towbin et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:4350 (1979)). Filtres
testuojamas su anti-EPO antiktnais kaip apradyta Lenteléje

8, perplaunamas ir veél testuojamas su 129I-stafilokoko A
baltymu. Filtras autoradiografuojamas 2 dienas. Natyvus
homogeninis EPO, apradytas Pvz. 1, analizuojamas
elektroforezes bldu pried3 jodavimg (takelis B) arba po

"jodavimo (takelis C) (zZr. Fig. 6). Naudojami markeriai - 33g

metioninas, serumo albuminas (68 000d) ir ovalbuminas (45
000 d).
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Pavyzdys 9. RKI-4 konstrukcija

I plazmidés PSV2DHFR (Subramani et al., Mol.Cell.Bio.
1:854-864 (1981)) buvo idskirtas Bam HI-Pvull fragmentas,

turintis SV40 ankstyvaji regiono promotoriy, esanti 3Salia
peles dihidrofolatreduktazés (DHFR) geno, SV40 stiprintuvg,
maZa t antigeno introng ir SV40 poliadenilinimo sekg
(fragmentas A). Kiti fragmentail gauti i3 vektoriaus
p91023(A) (Zr. auksZ&iau) taip: p91023(A)lskaldoma PstlI ties
vieninteliu PstI saitu, esanciu 3alia adenoviruso
promotoriaus, siekiant linearizuoti plazmide, o po to
liguoti su sintetiniu PstI - EcoRI konverteriu ir vel
uzdaryti Zieda (taip sukuriami saitai PstI - EcoRI - PstI
originalaus PstI saito vietoje; 91023(B')) arba 35i plazmideé
veikiama dideliu DNR polimerazés I fragmentu, siekiant
suardyti PstI saitus, ir liguojama su sintetiniu EcoRI
linkeriu ir uZdaromas ziedas (taip sukuriamas EcoRI saitas
vietoj originalaus PstI saito; 91023 (B)). Kiekviena gauta
plazmidé - 91023 (B') ir 91023 (B) - skaldoma Xba ir EcoORI,
siekiant gauti du fragmentus (F ir G). Sujungiant fragmentg
F i% 91023 (B) su fragmentu G 1§ 91023 (B') ir fragmenta G i3
91023 (B) su fragmentu F 1§ 91023(B'), sukuriamos dvi naujos

plazmidés, kuriose yra EcoRI - Pstl saitas arba Pst -EcoRI

saitas vietoj originalaus PstI saito. Plazmide, kurioje

PstI - EcoRI saite Pstl saitas yra arciausiai veélyvojo

pagrindinio adenoviruso promotoriaus, Zymima p91023(C).

Vektorius p91023(C) pilnai suskaldomas restriktaze Xhol ir
gautos linearizuotos DNR, kuriy lipnQis galai sulyginti,
naudojant dideli DNR polimerazés I 15 E. coli fragmenta. Su
tokia DNR liguojamas 340 bp HindIII - EcoRI fragmentas,

turintis SV40 stiprintuvg, susintetintg taip:

HindIII - Pvull fragmentas i§ SV40, turintis SV40 originalg
arba jo kopija, iterpiamas i plazmide ¢ lac (Little et al.,
Mol. Biol. Med. 1:473-488 (1983)). Vektorius ¢ lac buvo

susintetintas skaldant DNR su BamHI, sulyginant lipnius
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galus, naudojant dideli DNR polimerazés I fragmenta ir
skaldant DNR su HindIII. Gauta plazmideée (c SVHPlac) vél turi
BamHI saita, liguojant su bukuoju Pvull galu. EcoRI -
HindIII fragmentas susintetintas i3 c¢ SVHPlac ir liguojamas
5 su EcoRI - HindIII fragmentu i§ PSVOd (Mellon et al., Zr.
auksCiau), kuriame yra originali plazmide arba jos kopija.
Pasirenkama gauta plazmidé pSVHPOd. Sintetinamas EcoRI -
HindIII 340 bp fragmentas, kuriame yra SV40 originalas arba
stiprintuvas, abu galai sulyginami, naudojant dideli DNR
10 polimerazeés I fragmenta, 1ir liguojami su auksCiau apradytu,
Xhol suskaldytu, sulygintais galais vektoriumi p91023(c).
Gauta plazmidé (p91023(C)/Xho/buki galai +
EcoRI/HindIII/SV40 su bukais galais + stiprintuvas), kurioje
HindIII - EcoRI fragmentas buvo toks, kad BamHI saitas jame
15 artimiausias VA genui, Zymima pES105. Plazmidé pES105
skaldoma su BamHI ir PvulIIl ir tik su Pvull, po to
iSskiriamas BamHI - Pvull fragmentas, Kuriame yra
adenoviruso pagrindinis veélyvasis promotorius (fragmentas
B), Pvull fragmentas, turintis atsparumo tetraciklinui geng
20 ir kitos sekos (fragmentas C). Fragmentai A, B ir C
liguojami ir gauta plazmide, parodyta Fig. 7, iSskirta ir
pazyméta RK1-4. Plazmidé RK1-4 deponuota Amerikos kultiry
tipy kolekcijoje (ATCC), Rockville, Maryland, depozito Nr.
ATCC 39940.

Pavyzdys 10: EPO ekspresija CHO lastelése (I-as bidas)

DNR (20 pg) 18 plazmidés pPTFL13, kuri apradyta auk3&iau

(Pvz. 6), skaldoma su restrikcijos endonukleaze Clal,
30 siekiént linearizuoti plazmide ir liguojama su plazmidés
pAdD26SVp (A) 1 (2 ug) DNR, kuri suskaldyta su Clal, ir
kurioje yra nepazZeistas dihidrofolatreduktazés (DHFR) genas,
‘kontroliuojamas adenoviruso pagrindinio velyvojo
promotoriaus (Kaufman ir Sharp, Mol. and Cell Biol. 2:1304-
1319 (1982)). Taip liguota DNR-buvo panaudota DHFR
neigiamoms CHO lasteleéms transfekuoti (DUKX-BII, Chasin L.A.
ir Urlaub G. (1980) PNAS 77 4216-4220), ir -~ praéjus dviems

LI
n
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dienoms nuo auginimo pradzios - lastelés, turincios bent
vieng DHFR geno kopijg buvo atrinktos a-terpéje be
nukleotidy, papildytoje 10% dializuotu fetaliniu jaucio
serumu. Praéjus dviems savaitéms nuo auginimo pradzios,
selektyvioje terpéje, kolonijos iSimamos i$§ pradiniy
léksteliy, sugrupuojamos po 10-100 kolonijy, persejamos ir
auginamos iki susiliejimo o-terpeéje be nukleotidy. Terpiu
supernatantail pried selekcijag metotreksatu testuojami RIA
metodu iedkant EPO. Grupés, kuriose rastas EPO, auginamos
terpéje su metotreksatu (0.02 uM), po to subklonuojamos ir
pakartotinai analizuojamos. EPO Cla 4 4.02-7 pasirodeé esanti
vienintele subklonuota i3 EPO Cla 4 4.02 grupé, kuri
atpalaiduoja 460 ng/ml EPO i terpe, turinCig 0.02 puM MTX
(Lentele 10). EPO Cla 4 4.02-7 yra pati geriausia lgsteliuy
linija EPO gamybai; ji deponuota Amerikos kultury tipy
kolekcijoje (ATCC), Rockville, Maryland, depozito Nr. ATCC
CRL8695. Siuo metu atliekama 3io klono laipsniska selekcija,
didinant MTX koncentracijg - tai, kaip tikimasi, leis gauti
lasteles, pasizyminCias dar didesne EPO ekspresija. Grupese,
kurios yra neigiamos RIZ duomenimis, atrenkamos
metotreksatuli atsparios kolonijos i$ atitinkamy kultdry,
kurios auginamos terpéje su metotreksatu (0.02 uM). Siose
kolonijose vél nustatomas EPO RIA metodu. Neigiamos kultiros
subklonuojamos ir toliau auginamos, didinant metotreksato

koncentracija.

Laipsnidka selekcija pagal metotreksatg (MTX) buvo pasiekta
kartojant lagsteliu kultivavimo terpese su didejancia
metotrekséto koncentracija ir likusiy gyvy lagsteliu
selekcijos ciklus. Kiekviename cikle buvo matuojamas EPO
kiekis kultQros supernatante RIA metodu 1r biologinis
aktyvumas in vitro. Metotreksato kiekiai, naudojami
kiekvienoje amplifikacijos stadijoje buvo 0.02 uM, 0.1 uM ir
0.5 uM. Kaip parodyta Lenteléje 10, po 1 selekcijos ciklo
terpeje su 0.02 pUM metotreksato 1 terpe sekretuojami zymus
kiekiai EPO.
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Lentelée 10

EPO kiekiai, sekretuojami i terpe

Pavyzdys Testas Surinkta o- Surinkta a-terpéje
terpeje su 0.02 uM
metotreksato |,
4 4 grupe RIA 17 ng/ml 50 ng/ml
4 4 viena
kolonija
klonas (.02-7) RIA - 460 ng/ml

Pavyzdys 11: EPO ekspresija CHO lastelése - II-as metodas

DNR i3 klono A-HEPOFL13 skaldoma su EcoRI ir maZas RI
fragmentas, turintis EPO gena, subklonuojamas i plazmides
RK1-4 EcoRI saita (Zr. Pvz. 10). 8i DNR (RKFL13) naudojama
tiesioginei (be skaldymo) DHFR-neigiamy CHO lagsteliy
transfekcijai. Selekcija ir amplifikacija atliekama kaip

aprasdyta auksliau pateiktame Pvz. 10.

RKFL13 DNR i CHO lasteles buvo jterpta ir kitais btdais -
protoplasty sulydymu ir mikroinjekcija. Plazmide RKFL13
deponuota Amerikos kultiruy tipy kolekcijoje (ATCC),-
Rockville, Maryland, depozito Nr. ATCC 39989.
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Lentele 11
EPO kiekis, sekretuojamas I terpe

Pavyzdys Testas Surinkta o- Surinkta o-
terpéje terpéje»éu 0.02
UM metotreksato
Kolonija RIA 3 ng/ml ‘ 42 ng/ml .
Grupe A (grupe)
3H-Thy ~  ~--—-=--- 150 ng/ml
(klonas)
1.5 vW/mm
Pavieneée rRIA  m—==m——- 90 ng/ml
kolonija 3H-Thy --—=----- 5.9 VVv/ml
klonas (0.02C-
Z)
Mikroinjekcija RIA 60 ng/ml 160 ng/ml
grupéje 3H-Thy 1.8 vv/ml = —--—————-
(DEPO) 1)

Geriausias atskiros kolonijos klonas buvo deponuotas
Amerikos kultGry tipu kolekcijoje (ATCC), Rockville,
Maryland, depozito Nr. ATCC CRL8695.

Pavyzdys 12: EPO genominio klono ekspresija COS-1 lastelése

EPO genominio klono ekspresijai naudojamas vektorius pSvOod
(Mellon et al., supra). DNR i3 pSVOd pilnal suskaldoma su
HindIII, jos galai sulyginami naudojant didiji DNR
polimerazés I fragmenta. EPO genominis klonas AHEPO3 pilnai
skaldomas su EcoRI ir HindIII , iSskiriamas 4.0 kb
fragmentas, turintis EPO geng, ir sulyginami jo galei, kaip
apradyta auksciau. Sio fragmneto nukleotidy seka nuo HindIII
saito iki regiono vird poliadenilinimo signalo parodyta Fig.
4 Lenteléje 4. EPO geno fragmentas buvo iterptas i pSvod
plazmidés fragmenta ir taisyklingai sukonstruoti abieju

orientacijy rekombinantai buvo isskirti ir patikrinti.
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Plazmideje CZ2-1 EPO genas yra ,&" orientacijos (t.y. EPO

S'galas yra ariiausiai SV40 originalo), o plazmidéje CzZi-3 -

priedingos orientacijos (orientacija ,b").

Plazmidés CZ1-3 ir Cz2-1 transfekuojamos i COS-1 lgsteles,

kaip tai aprasyta Pvz. 7, terpé surenkama ir jooje

nustatomas imunologiSkai aktyvus EPO.

Cz2-1 kultidros

supernatante EPO rasta mazdaug 31 ng/ml, CZ1-3 - 16-31

ng/ml.

Panadiu budu i COS lasteles gali bOti jterpti genominiai

klonai HEPOl, HEPO2 ir HEPOG6.

Pavyzdys 13: Ekspresija Cl27 ir 3T3 lasteliy pBPVEPO

konstrukcijoje

Konstruojama plazmide, turinti EPO kDNR sekg, kurig

kontroliuoja pelés metalotioneino promotorius, ir sujungta

su pilna jauio papilomos viruso DNR.

pEPO4SE

Plazmide SP6/S gauta i3 Promega Biotec. Si plazmide pilnai

suskaldyta su EcoRI ir 1340 bp EcoRI fragmentas 1§ A-

HEPOFL13 iterpiamas naudojant DNR ligaze. Gauta plazmide,

kurios EPO geno 5' galas yra arciausial SP6 promotoriaus

(pagal skaldyma su BglI ir HindIII),

zymima pEPO49F. Sioje

orientacijoje BamHI saitas PSP6/5 polilinkeris yra

tiesiogiail prijungtas prie EPO geno 5' galo.

pMMTneo BPV

Plazmidée pdBPV-MMTneo (342-12) (Law et el., Mol. and Cell

Biol. 3:2110-2115 (1983)), parodyta Fig. 8, pilnail
suskaldoma su BamHI ir gauanmi du fragmentai - didelis

mazdaug 8 kb fragmentas, kuriame yra

maZesnis, mazdaug 6,5 kb fragmentas,

BPV genomas, ir

kuriame yra pML2
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replikacijos originalas ir atsparumo ampicilinui genas,
metalotioneino promotorius, atsparumo neomicinui genas ir
SV40 poliadenilinimo signalas. Suskaldyta DNR sujungiama i
3iedg veikiant ja DNR ligaze ir, skaldant su EcoRI ir BamHI
restrikcijos endonukleazemis, identifikuojamos plazmideés,
turindios tik 6.8 kb fragmenta. Viena 3iy plazmidZiy

pazymeta pMMTneo BPV.
pEPO1l5a

pMMTneo BPV pilnai suskaldoma su BglII. pEPO49f pilnai
suskaldoma su BamHI bei BglII ir mazdaug 700 bp fragmentas,
kuriame yra visas EPO koduojantis regionas, iS§skiriamas
gelyje. pMMTneo BPV , suskaldytas BglII ir 700 bp
BamHI/BglII EPO fragmentas liguojami ir gautos palzmidés,
turindios EPO kDNR, identifikuojamos hibridizuojant
kolonijas su oligonukleotido d (GGTCATCTGTCCCCTGTCC) zondu,
kuris yra specifikas EPO genui. Tarp teigiamal
hibridizavusiy plazmidZiy skaldant su EcoRI ir KpnlI
identifikuota viena plazmidé (pEPO15a), kurioje EPO kDNR
taip orientuotas, kad EPO kDNR 5' galas yra arCiausiail

metalotioneino promotoriaus.
pBPV-EPO

Plazmidé pEPO15A linearizuojama pilnail suskaldant ja su
BamHI. Taip pat pilnai suskaldoma pdBPV-MMTneo- (342-12)
plazmidé, veikiant jg BamHI, ir gaunami du fragmentai - 6.5
kb ir 8 kb. 8 kb fragmentas,; kuriame yra visas jaucio
papilomos viruso genomas, iSskiriamas gelyje. pEPO15a/BamHl
ir 8 kb BamHI fragmentas liguojami vienas su kitu ir
kolonijuy hibridizavimo metodu, naudojant specifini BPV
genomui oligonukleotido d(P-CCACACCCGGTACACAC-OH) zonda,
identifikuojama plazmideé (pBPV-EPO), kurioje yra BPV
fragmentas. pBPV-EPO DNR skaldymas su HindIII parode, kad
BPV genomo transkripcijos kryptis yra tokia pati, kaip ir
metalotioneino promotoriaus transkripcijos kryptis (taip pat
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yra ir pdBPV-MMTneo (342-12), Zr. Pav. 8). Plazmide pdBPV-
MMTneo (342-12) galima gauti Amerikos kultGry tipu
kolekcijoje (ATCC), Rockville, Maryland, depozito Nr. ATCC
37224.

Ekspresija

EPO ekspresijai buvo naudojami Zemiau apradyti metodai.
Metodas 1.

Susintetinta pBPV-EPO DNR ir mazdaug 25 Ug panaudojama ~1

x 105 C127 (Lowy et al., J. of Virol. 26:291-98 (1978)) CHO

lasteliy transfekcijai, naudojant standartine kalcio fosfato

nusodinimo metodikg (Grahm et al., Virology, 52:456-67
(1973)). Praéjus 5 valandoms po transfekcijos, paSalinama
transfekcijos terpé, atliekamas glicerino 5okas, lasteleées
perplaunamos ir pridedama 3vieZia o-terpé, i kurla prideta
10 $ fetalinio jauio serumo. Po 48 valanduy lasteles
tripsinizuojamos, disperguojamos santykiu 1:10 DME terpéje,
kurioje yra 500 pg/ml G418 (Southern et al., Mol. Appl.
Genet. 1:327-41 (1982)) ir inkubuojamos dvi tris savaites.
Kolonijos, atsparios G418, isskiriamos individualiai,
patalpinamos i mikrotitravimo Sulinelius ir auginamos 1iki
susiliejimo esant G418. Po to lasteles perplaunamos,
pridedama &vieZia terpée, kurioje yra 10% fetalinio jaucio
serumo ir po 48 valandy terpe surenkama. Apdorota terpe
analizuojama ir RIA metodu bei in vitro biologiniu testu

parodyta, kad ji yra teigiama EPO atzvilgiu.
Metodas I1I

C127 arba 3T3 lastelés kotransfekuojamos su 25 Hg pBPV-EPO
ir 2 ug pSv2neo (Southern et al., supra) kaip tail aprasyta
Metode I. Naudojamas mazdaug 10-kartinis molinis pBPV-EPO
perteklius. Po transfekcijos taikoma ta pati procedira, kaip

apraSyta Metode I.
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Metodas III

Cl27 lastelés transfekuojamos su 30 ug pBPV-EPO, kaip
aprasSyta Metode I. Po transfekcijos ir padalinimo (1:10)
terpé keiciama kas trysidienos. Mazdaug po 2 savaiciy
pasirodo BPV transformuoty lasteliy demeés. Individualios
déemés surenkamos atskirai i 1 cm mikrotitravimo léksStelés
Sulinelius, auginamos iki susiliejanc¢io monosluoksnio ir
apdorotoje terpéje tikrinamas juy EPO aktyvumas arba

antigeniskumas.

Pavyzdys 14: Ekspresija vabzdziy lastelése. pIVEV EPOFL13

konstrukcija

Plazmidés vektorius pIVEV deponuotas Amerikos kultdry tipy
kolekcijoje (ATCC), Rockville, Maryland, depozito Nr. ATCC
39991. Vektorius modifikuotas taip:

pIVEVNI
pIVEV skaldomas su EcoRI, siekiant linearizuoti plazmide,
galai sulyginami, naudojant didiji DNR polimerazés I

fragmentg ir vienas NotI linkeris

GGCGGCCGCC
CCGCCGGCGG

iterptas liguojant bukajli gala. Gauta plazmide Zymima
pIVEVNI.

pIVEVSI

pIVEV skaldomas su Smal, siekiant linearizuotl plazmide, 1ir

vienas SfilI linkeris

GGGCCCCAGGGGCCC
CCCGGGGTCCCCGGE
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iterptas liguojant bukaji gala. Gauta plazmide Zymima
pIVEVSI.

pIVEVS1BgKp

Plazmidé pIVEVSI skaldoma su KpnI, siekiant ja linearizuoti,
ir mazdaug 0-100 bp padalinama i3 kiekvieno galo skaldant su
dvigrande ekzonukleaze Bal3l. Gauti galai sulyginami,
naudojant didijij DNR polimerazes I fragmenta, ir, liguojant

bukaji gala, iterpiamas polilinkeris R

Xho I Xbal

= - o - o

BglII  _'EcoRI klaI KpnIX

i |
AGATCTCG&GAATTCTA&&TCGAfEGTAég

TCTAGAGCTCTTAAGATCTAGCTACCATGG

Gaunamos abi polilinkerio orientacijos. Plazmidé, kurioje
polilinkeris orientuotas taip, kad BglII saltas, esantis
polilinkeryje, yra ariausiai poliedrono geno promotoriaus,
ymima pIVEVSIBgKp. Plazmideé, kurioje Kpnl saitas, esantis
polilinkeryje, yra ardiausiai poliedrono geno promotoriaus,
ymima pIVEVSIKpBg. Baziu poru skaicCius, kurios paSalintos
i% regiono tarp originalaus Kpnl saito pIVEVSI ir poliedrono
promotoriaus, nebuvo nustatytas. pIVEVSIBgKp deponuota
Amerikos kultiru tipy kolekcijoje (ATCC), Rockville,
Maryland, depozito Nr. ATCC 39998.

pIEVSIBgKpN1

pIVEVNI pilnai suskaldoma su KpnI ir PstI - gaunaml du

.fragmentai. Didesnysis fragmentas, kuriame yra plazmides

originalo replikacija ir 3'galas, iSskiriamas gelyje
(fragmentas A). pIVEVSIBgKp pilnai suskaldoma su Pstl ir
Kpnl - gaunami du fragmentai. MaZesnysis fragmentas, kuriame

yra poliedrono geno promotorius ir polilinkeris, i8skiriamas
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gelyje (fragmentas B). Fragmentai A ir B sujungiami,
naudojant DNR ligaze, ir susidaro nauja plazmidé
pIVEVSIBgKpNl, kurioje yra i$ dalies deletuotas poliedrono
genas, i kuri iterptas polilinkeris, bei NotI saitas (vietoj
suardyto EcoRI saito) ir SfiI saitas, kurie supa poliedrono

geno regionga.
pIVEPO

pIVEVSI BGKpNI pilnai suskaldomas su EcoRI, siekiant
linearizuoti plazmide ir jterpiamas 1340 bp EcoRI fragmentas
i5 A-HEPOFL13. Plazmidés, kuriose EPO genas yra taip
orientuotas, kad EPO geno 5'galas yra arcCiausiai poliedrono
promotoriaus, o poliedrono geno 3' galas identifikuojamas
skaldant su BglII. Viena $iy plazmidZiuy, pasizZyminti

auksciau minéta orientacija, zymima pIVEPO.

EPO ekspresija vabzdZiy lastelése

Transformuojant E. coli kamieng JM101-tgl, pagaminamas
didelis kiekis pIVEPO plazmidés. DNR plazmide i3skirta
naudojant skaidraus lizato metodikg (Maniatis ir Fritsch,
Cold Spring Harbor Manual) ir po to valoma centrifuguojant
CsCl gradiente. Poliedrozés viruso (AcNPV) Autographa
californica laukinio tipo kamieno L-1 DNR gaminama

ekstrahuojant fenoliu viruso daleles ir po to gryninant

virusine DNR CsCl gradiente.

Sios dvi DNR kotransfekuojamos i Spodoptera frugiperda
lasteles IPLB-SF-21 (Vaughn et al., In Vitro Vol. B, pp.
213-17 (1977)), naudojant kalcio fosfato transfekcijos
procedirg (Potter ir Miller, 1977). Kiekvienail lekStelei ko-

transfekuojamy lasteliy buvo naudojama kilpeleé laukinio tipo
AcNPV DNR ir 10pug pIVEPO. Leék3teleés inkubuojamos 5 dienas
esant 279C. Surenkamas supernatantas ir EPO ekspresijos

lygis jame nustatomas RIA metodu in vitro biologiniu testu.
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Pavyzdys 15: EPO gryninimas

COS lasteliy terpé (12 1), kurioje EFPO koncentracija yra iki
200 pg/l, koncentruojama iki 600 ml, naudojant 10 000 D
ultrafiltracijos membranas, pavyzdziui, Millipore Pellicon
aparatg su 5 kvadratiniy peédy membrana. Testuojama RIA
metodu pagal metodika, apradyta Pvz. 6. Ultrafiltracijos
retentatas diafiltruojamas pried 4 ml 10 mM natrio fosfato
buferio, pH 7.0. Sukoncentruotoje 1r diafiltruotoje terpeje
rasta 2.5 mg EPO (bendras baltymas - 380 mg). Po to EPO
tirpalas koncentruojamas iki 186 ml ir krentantys i nuosédas
baltymai pasalinami centrifuguojant 30 minuciy

esant 110 000 g.

Supernatanto, kuriame yra EPO (2.0 mg), pH koreguojamas 1iki
5.5 pridedant 50% acto rugsti, maidomas 30 minudiy esant 4°C
ir nuosédos padalinamos centrifuguojant 30 minuciy esant 13

000 g.

Karboksimetilsepharose chromatografija

Supernatantas po centrifugavimo (20 ml), kuriame yra 200 Kg
EPO (bendras baltymas - 24 mg) uzneSamas ant kolonéles,
uzpildytos CM-Sepharose (20 ml). Kolonele nulygsvarinama
10mM natrio acetato tirpalu (pH 5.5), perplauname 40 ml to
paties buferio. EPO eliuojamas nuo CM-Sepharose su 100 ml
NaU(0-1) gradiento 10 mM natrio fosfato tirpalo, pH 5.5.
Surenkamos frakcijos, kuriose yra EPO (50 png dviejuose€ mg
bendro baltymo), gautas tirpalas koncentruojamas iki 2 ml

naudojant Amicon YM10 ultrafiltracijos membrang.

Atvirkstines fazés HPLC

Sukoncentruotos frakcijos po CM-Sepharose, turincios. EPO,
toliau gryninamas atvirkstinés fazés HPLC, naudojant Vydac
C-4 kolonéle. EPO uzZneSamas ant kolonélés, nulygsvarintos
10% eliuentu B ( Eliuentas A - 0.1% CF3COpH vandenyje;
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eliventas B - 0.1% CF3COpH acetonitrile), sroves greitis 1
ml/min. Kolonelé 10 minucdiy plaunama 10%-iniu B. EPO
eliuojamas B tiesiniu gradientu (10-70% per 60 minuciu).
Surenkamos frakcijos, kuriose yra EPO (~40 pg EPO, bendras
baltymas - 120 pug), ir liofilizuojama. Liofilizuotas EPO
istirpinamas 0.1 M Tris-HCl su 0.15 M NaCl esant pH 7.5 dar
karta gryninamas atvirkstinés fazés HPLC. Frakcijos, kuriose
yra EPO, surenkamos ir analizuojamos NDS poliakrilamido
gelyje (10%) elektroforezés badu (Laemmli, U.K., Nature).
Surinktose frakcijose yra 15.5 pg EPO, visas baltymas -

25 ug.

3io i%radimo apradymas pateiktas su detalémis, pateikti
labiau tinkami pavyzdziai. Autoriai bituy dekingi, jeil
specialistai, jivesdami patobulinimus ir modifikacljas,
atsizvelgdami ¢ia pateiktas specifikacijas ir pieS$inius,
nenukrypty nuo 3io i&radimo idéjos ir neiSeity uz jo reémy,

kurie pateikti pridedamoje iSradimo apibreztyje.
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1SRADIMO APIBREZTIS

1. Zmogaus kDNR klono, ekspresuojancio biologigkai aktyvy
eritropoeting, gamybos pidas, bes iskir iantis

tuo, kad susideda i8 tokiy stadiju:
(a) isgryninta eritropoeting skaldo tripsinu;

(b) sudaro oligonukleotidy zondy rinkini, remiantis
triptiniy fragmenty. gauty stadijoje (a), amino ragsciy

seka;

(c) atlieka zmogaus genomines DNR bibliotekos skryninga

su oligonukleotidy sondais i%& stadijos (b);

(d) atrenka klonus, kurie hibridizuojasi su zondais, 1r
nustato $iy klony seka, siekiant nustatyti, ar Jjie vyra

eritropoetino klonai;
(e) identifikuoja eritropoetino klong ig stadijos (d):

(f) klong i% stadijos (e) panaudoja KkDNR bibliotekos,

paruogtos 1§ Zmogaus gemalo kepeny, skryningui;

(g) atrenka eritropoetino klono ig gemalo kepeny kDNR
bibliotekos stadijoje (f).

9. Eritropoetino gamybos pbadas, b e s i sk irian-

t i s tuo, kad ji sudaro auginimas tinkamoje terpeje
seimininko 1lasteliu, turin¢iy 18 esmes tokia pac¢ig DNR
seka, kaip parodyta 3 lenteléje, operatyviai sujungtg su
ekspresija kontroliuojancia seka; ir taip pagamintg
eritropoeting atskiria nuo lasteliy ir terpés, o 3

lentelé jeina i 8io apibrézties punkto apimti.
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3. Eritropoetino gamybos budas, b e s iskiriantis
tuo, kad ji sudaro auginimas tinkamoje terpéje eukariotiniy
geimininko 1lagsteliy, turin&¢iy is esmes tokiag pac¢ig DNR
seka, kaip parodyta 4 lenteleje, operatyviai sujungtg su
ekspresija kontroliuojancia seka; ir taip pagamintg
eritropoeting atskiria nuo lgsteliy ir terpés, o 4 lentele

ieina i §io apibrézties punkto apimti.

4. Blidas pagal 2 arba 3 punkta, b e s iskiriantis
tuo, kad Seimininko lastelés yra 2zinduoliy lasteles.

5. Biidas pagal 4 punkta3, besis kiriant i s tuo,
kad zinduoliy lagstelés yra 3T3 lasteles.

6. Bldas pagal 4 punkta, be s i sk ir iantis tuo,
kad zinduoliy lastelés yra kiniskojo Ziurkéno kiausidziy
(CHO) lastelés.

7. Badas pagal 4 punkta, bes iskiriant i s tuo,
kad mineta DNR seka yra vektoriuje, kuri be to dar turi

jau¢io papilomos viruso DNR.

8. Farmaciné kompozicija su farmaciniu poziliriu tinkamu
uzpildu, be s i s kiriantidi tuo, kad i jos sudetj
jeina terapi&kai efektyvus eritropoetino kiekis, pagamintas

pagal budg, isdéstyta 2-7 punktuose.

9. Rekombinantinis DNR plazmidés vektorius, turintis kDNR
klong, A-HEPOFLI3.

10. Mikroorganizmas arba 1lgsteliy 1linija, transformuoti

vektoriumi, aprasytu 9 punkte.

11. Mikroorganizmas arba lasteliy linija pagal 10 punkta,
besiskiriantys tuo, kad pasirinkti is
E. coli, mieliy, zinduoliy arba vabzdziy lagsteliy.
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12. Mikroorganizmas arba lasteliy linija pagal 11 punktsg,
besiskiriantys ¢tuo, kad minétos lasteles
yra 3T3, €127 arba CHO lgsteles.

13. Biologiskai aktyvus Zmogaus eritropoetinas, b e s i-
s k i riamntis tuo, kad pagamintas auginant
kontroliuojamose sglygose in vitro mikroorganizmus arba

lasteliy 1linija pagal 11 punktg.

14. Rekombinantinis DNR vektorius, i kurio sudéti ieina
genominis DNR klonas, besiskiriantis ¢tuo,
kad turi nukleotidy seka, kuri pateikta 4 lenteléje, o 4
lentelé jeina i 8io apibrézties punkto apimti.

15. %induoliy 1lasteliuy linija, transformuota vektoriumi

pagal 14 punktg.

16. Lasteliy linija pagal 15 punkta, b e s iski-
rianti tuo, kad minétos Zzinduoliy lastelés yra CHO

lasteles.

17. Biologiskai aktyvus 2zmogaus eritropoetinas, b e s i -
s k i riamnt i s tuo, kad pagamintas auginant

kontroliuojamose salygose in vitro lagsteliy linija pagal

15 punktg.

18. kDNR seka, kurios sudétyje yra DNR seka, apimanti
sekg nuo 1 iki 166 amino rugsties, kaip parodyta 3
lenteléje, o 3 lentele jeina i 8io apibrézties punkto

apimti.

19. kKDNR seka pagal 18 punkta, b e s iskirianti
tuo, kad jos sudétyje yra DNR seka, koduojanti lyderine
amino rugsciy sekg Met Gly ..... Leu Gly, parodyta 3
lenteléje, o 3 lentele jeina i 8io apibrézties punkto

apimti.
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20. Rekombinantinis DNR vektorius, kurio sudetyje yra
heterologinis promotorius ir kDNR seka pagal 18 arba 19
punktg.

21. Mikroorganizmas arba 1lgsteliy 1linija, transformuoti

vektoriumi pagal 20 punkta.

22. Mikroorganizmas arba lgsteliy linija pagal 21 punkta,
besiskiriantys tuo, kad pasirinkti i$%

E. coli, mieliy, zinduoliy arba vabzdziy lagsteliy.

23. Mikroorganizmas arba lasteliy linija pagal 22 punkta,
besiskiriantys tuo, kad minétos lasteles
yra 3T3, C127 arba CHO lgsteles.

24. %induoliy 1lastelé, kurios sudétyje yra jaucio
papilomos viruso DNR ir DNR seka, koduojanti

eritropoeting (EPO).

25. Lastelé pagal 24 punktg, b e s iskiriantdi
tuo, kad minéta lastelée yra Cl127 arba 3T3 lastele.

26. Lastelé pagal 25 punktg, b e s iskiriantdi
tuo, kad minétg eritropoeting (EPO) DNR per transkripcija

kontroliuoja pelés metalotioneino promotorius.

27. Lastelé pagal 25 punkta, b e s i sk iriantd i
tuo, kad turi savo sudétyje DNR i§ pdBPV-MMTneo (342-12).

28. Eritropoetinas, gaminamas pagal buda, nurodytga 3 arba
4 punkte, besiskiriantdi1is tuo, kad jo
specifinis aktyvumas yra didesnis nei mazdaug 200 000
VV/mg baltymo.

29. Eritropoetinas, pagal 28 punktg, b e s iski-
r i antis tuo, kad jo specifinis aktyvumas yra
didesnis nei mazdaug 275 000 VV/mg baltymo.
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30. Eritropoetinas, gaminamas pagal biuda, nurodyta 3 arba
4punkte,besiskiriantis tuo, kad Jjo
specifinis aktyvumas yra mazdaug 275 000 - 300 000 VV/mg
baltymo.

31. Eritropoetinas, pagal 28, 29 arba 30 punkta, b e -
s i s k i r i a n t i s tuo, kad 3jis yra O-

glikozilintas.

37. Biudas pagal 2 arba 3 punkta, b e s iskirian-

t i s tuo, kad kult@rinéje terpeje yra fetalinio serumo.

33. Budas pagal 32 punkta, besiskiriant i s
tuo, kad seimininko lgsteles yra zinduoliy lasteles.

34 . BOdas pagal 33 punkta, besiskiriant i s
tuo, kad zinduoliy &eimininko 1gstelés yra COS, CHO, c127
arba 3T3 lagstelés.

35. Biologigkail aktyvus eritropoetinas, b e s is ki -
r i a n t 1 s tuo, kad jis gaminamas pagal 32-34

punktus.
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