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Sis igradimas apima idgrynintg Zmogaus folikulg stimuliuojangio hormono (FSH) receptoriy, jo fragmenta ar
mutantg, kuris suri§a FSH, minéto receptoriaus, fragmento ar mutanto kodavimag DNR, ekspresijos vektorius,
turindius minétg DNR, transfekuotas minétais ekspresijos vektoriais Iasteles, ir minéto receptoriaus, fragmento ar
mutanto gavimo biida, kultivuojant minétas transfekuotas Iasteles. Sis iSradimas taip pat apima farmacines
kompozicijas, turinéias minéta receptoriy, fragmenta ar mutanta, kaip pacienty gydymo tokiomis kompozicijomis
metoda, leidZziantj sumazinti endogeninio FSH bioaktyvuma. Taip pat S$iame iSradime atskleidZziamas
patobulintas Zmogaus FSH nustatymo bidas, naudojant receptoriy, jo fragmenta ar mutanta.
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Sis iSradimas susijes su Zmogaus folikulg stimuliuojan¢io hormono
receptoriumi ir jo sinteze, naudojant rekombinantinés DNR metodus.

Folikula stimuliuojantis hormonas (FSH) yra hipofizio veiklos
heterodimerinis glikoproteininis hormonas, kuris siejasi struktiiriniu panaSumu su
liuteinizacijos hormonu (LM) ir skydliaukés hormonu (TSH), kurie abu taip pat yra
produkuojami hipofizyje ir chorioniniu gonadotropinu (CG), kuris produkuojamas
placentoje. Hormonai yra santykinai dideli (28-38 kilodaltonai) ir yra sudaryti i§
paprasto a subvieneto, nekovalentiSkai suriSto su atskiru B subvienetu, kas suteikia
receptoriaus suri$imo specifiSkumg.

Lasteliniai receptoriai $iems hormonams yra Zinomi kaip membranos
receptoriy G baltymus suriSancios klasés nariai, kurie, kai aktyvuoti, stimuliuoja
adenilciklazés aktyvumo padidéjima. To pasekoje iSauga vidulgstelinio transportinio
adenozin-3', 5'-monofosfato (cAMP) lygis, ir tas jgalina steroidy sintezés ir
sekrecijos padidéjimg. Pagal aminorfigiciy seky hidrofiliskumg ir hidrofobiskuma,
isskirti trys pagrindiniai domenai: (1) hidrofiliné N-galo sritis, laikoma N-galo
ekstralgsteliniu domenu, (2) septyni hidrofobiniai segmentai membranoje, yra
laikoma transmembraniniu domenu, ir (3) C-galo sritis, kurioje yra galimos
fosforilinimo vietos (serino, treonino ir tirozino liekanos), laikoma C-galo
vidulasteliniu ar citoplazminiu domenu. Glikoproteininio hormono receptoriy Seima
nuo kity G baltymus suriSanciy receptoriy, tokiy kaip p2-adrenergikai, rodopsinas ir
K receptorius, skiriasi hidrofilinio N-galo domeno, kuris dalyvauja hormono
suri§ime, dideliu dydziu.

FSH receptorius pasireiskia séklidziy Sertoli Igstelese ir kiauSidés
granuliuotose lgstelése. PripaZinta, kad reikalingas i§ principo grynas Zmogaus FSH
receptorius, natiiraliai gauty preparaty iSgryninimas yra nepraktikas ir neturéty

biiti reik§mingas nustatant aminoriigi&iy sekg. Neseniai viena grupé klonavo kDNR
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koduojanéig Ziurkés FSH receptoriy, nustate aminoriigséiy sekg ir ekspresavo ji
7induoliy lastelése (Sprengel, Mol. Endocrinol. 4:525, 1990). Kita grup¢, bandant
klonuoti TSH receptoriy, atrodo, taip pat klonavo ir identifikavo Zmogaus FSH

receptoriaus trasmembraninés srities dalj (Parmentier, Science 246:1620, 1989).

Sis isradimas apima i$ esmés gryng Zmogaus FSH receptoriy, jo fragmentg ar
mutanta, kuris suriS$a FSH, minétg receptoriy, fragmenta ar mutantg koduojancia
DNR, ckspresijos vektorius, turinius minéta DNR, transfekuotas minétais
ekspresijos vektoriais lasteles, ir minéto receptoriaus, fragmento ar mutanto gavimo
badus, kultivuojant minétas transfekuotas Igsteles. Sis iSradimas taip pat apima
farmacines kompozicijas, turintias minéta receptoriy, fragmentg ar mutants, kaip
pacienty gydymo tokiomis kompozicijomis metoda, siekiant sumaZinti endogeninio
FSH bioaktyvuma. Taip pat $iame iSradime atskleidZiamas patobulintas Zmogaus
FSH tyrimas, naudojant receptoriy fragmentg ar mutants.

Trumpas figiiry apraSymas.

Fig. 1 yra Zmogaus FSH receptoriaus kDNR klony Zemelapis. Parodytas
nepilnas restrikcinés endonukleazes Zeméelapis buvo nustatytas, derinant DNR seky
duomenis, gautus i§ penkiy klony kiekvienos dalies. Yra paZymétas 0.2 kb
padidéjimas. Regionai, kuriems priklauso klonai, yra paZyméti iStisinémis linijomis
po restrikciniu endonukleaziniy Zemelapiu. Klono paZyméjimas ir apytikslis dydis
kilobazémis yra paZyméti atitinkamai kairéje ir desinéje kiekvienos istisincs linijos
puséje. Apytikslis koduojamo baltymo amino-galinio ekstralgstelinio domeno,
transmembraninio domeno ir karboksi-galinio vidulastelinio domeno i$sidéstymas
yra pazymétas punktyrinémis rodyklémis vir$ restrikcinés endonukleazés Zemélapio.
Intarpo pozicija (tikriausiai introno arba introno dalies) 5-10 klone yra paZymeta
atvira deZute.

Fig. 2A ir 2B vaizduoja strategija, panaudoty "pilno ilgio" Zmogaus FSH
receptoriaus  kDNR  konstravime, siekiant, kad zinduoliy lasteliy linijoje

ekspresuotysi koduojamas baltymas.
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Fig. 3 yra ekspresijos vektoriaus plazmidés diagrama, panaudota ivesti
CHO-DUKX lgsteliy linijas stabiliai transfekuotas Zmogaus FSH receptoriumi.

Fig. 4 yra ekspresijos vektoriaus plazmidés diagrama, panaudota iSvesti Y1
lasteliy linijas stabiliai transtekuotas Zzmogaus FSH receptoriumi.

Fig. 5 iliustruoja vidulgstelinius cAMP kiekius, matuotus CHO-DUKX
lasteliy linijoje CHOHFSHR4Q-13, paveikus skirtingomis FSH (rutuliukai) arba
LH (trikampiukai) dozémis. Kiekvienas taskas atitinka viduting reikSmg.
Standartinés paklaidos nurodytos vertikaliais bruk3niais.

Fig. 6 iliustruoja progesterono kiekius, iSmatuotus Y1 lasteliy linijos

Y 1HFSHR4-38 kultiiriniame skystyje, paveikus skirtingomis FSH dozémis.

Vertikaliis brik$niai Zymi standarting paklaidg, matuojant progesterong po
kiekvienos FSH dozés.

Iiradime panaudotas Zmogaus FSH receptorius, ir jo FSH suriSantys
fragmentai ar mutantai, remiasi polipeptidais, kurie sugeba atpaZinti ir selektyviai
susiristi Zmogaus FSH ir kurie produkuoja nezymy imunologinj atsakg Zmogaus
organizme. Taigi, pateikiamas iSradimas apima Zmogaus FSH receptoriy, turintj
aminoriigi¢iy sekg atvaizduotg Seka ID Nr:2, ir taip pat kaip ir FSH-suriSantys
fragmentai ar mutantai, i§laiko labai auk3ta homologiskumo laipsnj (identiSkumas
maZiausiai 95%), su pavaizduota aminoriigdCiy seka, ar bent su ekstralasteline
dalimi. Zmogaus FSH receptoriaus fragmentai, aprafomi Siame iSradime, apima
fragmentus, liekangius po to, kai citoplazminiai ir/arba transmembraniniai domenai
yra nuskelti nuo viso polipeptido. Isradime ypa¢ iSskiriamas fragmentas yra N-galo
ckstralgsteliné dalis, turinti maZdaug nuo 1 iki 349 aminorigséiy, Zmogaus FSH
receptoriaus aminoriigiciy sekos, atvaizduotos Seka ID Nr:2. Kadangi kelios kilpos
apsuke transmembranines sritis (iSvardintas sekancioje dalyje, Seka ID Nr:2) yra
taip pat ekstralgstelinés, jos gali biiti susijungg (pavyzdZiui per atitinkamas tarpines

molekules) | fragmentus, turindius aminorfigiciy lickany sckas N-gale
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ckstralgstelinéje dalyje, tuo pagerindamos rysj. Polipeptidai gali biiti glikolizilinti,
kaip kad yra natiiraliuose receptoriuose arba gali biiti dalinai ar pilnai deglikozilinti.

Yra manoma, kad tiktai dalis auk3Giau apraSyto N-galo ekstralastelinio
domeno gali biiti efektyviai panaudota FSH surisimui, kadangi labai tiketina, kad
pilnas eksraceliuliarinis domenas néra biitinas Siam tikslui. Taigi, fragmentas Kkuris
yra kaZkiek trumpesnis, negu pilno ekstralastelinio domeno 349 aminorugstys, gali
biiti lengvai padaromas ir testuojamas, norint nustatyti efektyvy susiri§img su FSH.
Tokia ilga, kaip ekstralastelinés dalies FSH-suriSanti sritis, iSlicka nepazeista ir viso
panaudojamo fragmento ilgis néra lemiamas. Pagal 3ig nuostata, taip pat tikimasi,
kad riigétys, kurios neinterferuoja, gali biiti pridétos prie bet kurio ekstralgstelinio
domeno galo ar FSH-suriancio fragmento, nepakenkiant polipeptido FSH-surisimo
sugebéjimui. Atsizvelgiant | tai, Sis iSradimas apima zmogaus FSH receptoriaus
fragmentus, susidedancius i$ ekstralgstelinio domeno daliy ir kurios iSlaiko i§ esmés
tokias pacias FSH-suriSimo savybes, kaip pilnas ekstralgstelinis domenas.

Aukstiau apra$yty receptoriy ir fragmenty mutantinés formos yra taip pat
§io iSradimo sritis. Tokie mutantai apima nuo vienos iki deSimties
aminoriigséiy lickany konservatyvius pakeitimus, ir tokiy pakeitimy lokalizacija ir
prigimtis buvo parinkta taip, kad neZymiai degradavo receptoriaus ar fragmento,
kuris buvo modifikuotas, FSH-suri$ancios savybes.

Neaktyvuotas Zmogaus FSH receptorius, fragmentas ar mutantas
paruoSiamas iSskiriant ar klonuojant DNR, koduojama kDNR ar genomine
biblioteka, liguojant j DNR vektoriy, transfekuojant i recipijento lasteles tuo
vektoriumi, kultivuojant transtekuotas recipijento lgsteles tokiose sglygose, kurios
jgalina receptoriaus, fragmento ar mutanto ekspresijg ir receptoriaus, fragmento ar
mutanto i$skyrimga i$ kultiiros.

DNR, kuri yra naudojama vektoriy ekspresijai, gali biiti genomo DNR ar
kDNR, koduojanti Zmogaus FSH receptoriy ir gali turéti sritis padidinancias
ekspresijg, tokias kaip intronai, promotoriai, sustiprintojai ir t.t. DNR gali buti

lengvai modifikuota pakeiciant, iSkerpant ar jterpiant nukleotidus (pavyzdZiui,
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specifiné vietos mutagenez€) taip, kad nepakenty ekspresuoto baltymo biologiniam
ar FSH-suridimo aktyvumui. PavyzdZiui, konservatyvus pakeitimai (mutacijos) kuriy
metu yra pakei¢iama nuo vienos iki deSimties aminoriigs¢iy, gali biiti padarytos
nepakenkiant ekspresuoto baltymo (muteino) bendrai struktirai ir aktyvumui.
Analogiskai, tam tikros DNR dalys, tokios kaip dalys, kurios koduoja citoplazminius
ir/arba transmembraninius domenus, gali biiti iSkirptos taip, kad tiktai vienas
baltymo fragmentas, toks kaip tirpus ckstralastelinis domenas, bus ekspresuojamas.
Zmogaus FSH receptorius, FSH-suri§imo fragmentas ar mutantas gali taip pat biti
ekspresuojamas kaip sulietas baltymas. Toks sulictas baltymas, jjungus polipeptida
C-gale, suteiks savybes, jgalinancias palengvinti baltymo gryninima ar i8gryninto
baltymo imobilizacija ant kieto substrato, naudojamo FSH tyrimuose ar FSH
gryninimo metodikoje. Kitas toks sulietas baltymas, jjungus nuskeltg polipeptida N-
gale, palengvins ekspresijg.

Pagal §j iSradimg produkuojamas Zmogaus FSH receptorius yra i$ principo
neaktyvuotas, turint galvoje, kad jis yra visiskai laisvas nuo papildomy biologiniy
agenty normaliai susijusiy su FSH receptoriumi, iSskirtu i§ natiiraliy Saltiniy, tokiy
kaip pavyzdZiui: bakterijy, virusy ir kity baltymy. Receptorius gali buti jjungtas |
farmacines kompozicijas, sumai§ant su atitinkamais farmaciskai priimtinais
nesikliais.

Paprastai, vaistinés kompozicijos gali biti paruoSiamos jvesti oraliniu,
parenteraliniu (jskaitant poodines, | raumenis ir intravenines injekcijas), vaginaliniu
ir rektaliniu, transbukaliniu (jskaitant polieZuvinj), transdermaliniu ar intranazaliniu
biidais. Kompozicijos, jvedamos parenteraliniu biidu, paprastai biina skysto tirpalo,
dispersinés suspensijos ar emulsijos, geriau kai biina izotoninés; vaginaliniam ar
rektaliniam naudojimui - kremo ar Zvakutés pavidalo; oraliniam ar transbukaliniam
naudojimui - kaip tabletés ar kapsulés; ir intranazaliniam jvedimul - milteliy, nosies
lasy ar aerozoliy pavidalo. Gali biti naudojamos jvairios l€to i$siskirstymo,

implantuoto depo ar injekcinés dozinés formos. Siekiant kontroliuoti preparato
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iSnesiojimg po organizma, aktyvusis komponentas gali bati taip pat inkorporuotos |
polimery matricas, liposomas ir mikrorutuliukus.

Sios kompozicijos gali biiti suformuotos patogiomis vienetinémis dozémis ir
taip pat gali biiti paruostos bet kokiu metodu, gerai Zinomu farmakologijoje.
Vaistinése formose parenteraliniam jvedimui paprastu uZpildu gali biti sterilus
vanduo ar fiziologinis tirpalas, alkileno glikoliai -pvz. propileno glikolis,
polialkilenglikoliai - pvz. polietileno glikolis, augalinés kilmés aliejus, hidrintas
naftalenas ir pan. Vaistinés formos, skirtos vaginaliniam ar rektaliniam jvedimuli,
pvz. Zvakutés, gali turéti uZpildu pvz. poliakilenglikolius, vazeling, kakao riebalus, ir
pan. Vaistinés formos skirtos nazaliniam naudojimui gali biiti milteliy pavidalo ir
turéti tokius uZpildus, pvz. laktozg ar dekstrana, taip pat gali buti vandeniniai ar
aliejiniai tirpalai nosies lafy ar dozuojanéiy aerozoliy pavidalo. Transbukaliniam
naudojimui, tipiski uZpildai apjungia cukry, kalcio stearats, apdorotg krakmolg ir
pan. | tirpalg ar milteliy pavidalo vaisting forma gali biiti pridedama viena ar
daugiau paviriaus aktyviy medZiagy rugsciy ar drusky. Atitinkamos tarmaciSkai
priimtinos pavirSiaus aktyviy medZiagy druskos bus tokios, kurios i8laiko savybg
padidinti peptidy absorbcija, kaip junginio, | kurj jos jjungiamos, savybe ir kurios
néra Zalingos organizmui ar kaip kitaip kontraindukuojancios.

Jvedamo aktyvaus ingradiento dozé pagal jvedimo biidg ir daZnj, akivaizdzial
priklauso nuo paciento gydymo poreikio ir salygy, norimo pasiekti terapinio
efektyvumo ir gydytojo sprendimy gydymo metu.

Farmacinés kompozicijos, | kurias jeina Zmogaus FSH receptorius, FSH-
suriSantys fragmentai ar mutantai, gali bati jvedami pacientui terapiskai
efektyviomis dozémis tam, kad susiriSty su endogeniniu organizme cirkuliuojanciu
FSH ir tokiu biidu kontroliuoti esama bioaktyvaus FSH kiekj. Taigi, pateikiamo
isradimo farmakologinés kompozicijos yra efektyviai naudojamos sumazinti
endogeninio FSH bioaktyvumui. Pacientéms moterims toks gydymo biidas gali bti
efektyviai naudojamas sutrukdant folikulo augimg ir subrendima, tuo bidu

sutrukdant néstumui. Pacientams vyrams toks gydymas gali biiti efektyvus norint
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sutrukdyti spermatogeneze. I8 dalies, atitinkamos formakologinés kompozicijos
aukidiau aprasytiems tikslams turi Zmogaus FSH receptoriaus fragmentg, kuris
talpina N-galo ckstralgstelinj domeng ar paprasty dalj su jprastomis tokiomis
paciomis FSH-suri§anc¢iomis savybémis.

I§ esmés grynas Zmogaus FSH receptorius gali biiti taip pat naudingai
pritaikomas tradiciniuose FSH receptoriaus tyrimuose, tokiuose kaip pvz. Reichert,
Endocrinology 94:483, 1974. Pagal pateikiamg iSradimg, gauto gryno receptoriaus ar
fragmento, suriSan¢io FSH, pakeitimas 7ymiai pagerins tokiy tyrimy lygj ir
igdirbima. Fragmentas, turintis N-galo ekstralgstelinj domeng ar FSH-suriSant]
fragmentg ir/arba sulietg baltyma gali taip pat imobilizuotis afiniSkai siekiant iSvalyti
FSH i§ skysciy, ekstrakty ir t.t.

Receptorius gali bati jkomponuotas | stabiliy lasteliy linija, geriau tam tikslui
panaudojant eukariotiniy lasteliy linijas, dar geriau - Zinduoliy lasteliy linijas, kurios
stimuliuojamos receptoriaus, sugeba produkuoti iSmatuojama biologinj atsakg.
Lastelés atsako, esant FSH, iSmatavimas tyrimo metu (pvz. testuojant seruma,
plazma, kultiiring terpg, audiniy homogenat, ir t.t.) igalins bioaktyvumo indikacijg
ir tuo bidu suteiks galimybe naudoti labai patogy diagnostinj metoda. Tokios
lasteliy linijos taip pat gali biiti panaudojamos rusiuojant chemines bibliotekas
substancijoms, kurios gali saveikauti su FSH receptoriumi ar testuojant peptidus ar
maZus baltymus pagal ju sugebéjimg susiridti su FSH receptoriumi  greitoje
ekspresskryningo sistemoje. Kaip pavyzdys tokios sistemos yra tokia sistema, kur
suritas ligandas rekombinantiniam FSH receptoriui, salygoja gamybg ar matuojamo
produkto, tokio kaip cAMP ar progesterono, gamybos blokavimg. Tokia sistema gali
biiti toliau stiprinama efektyviai suridanciu ir lengvai iSmatuojamu Zymeés elementu,
pasiZyminéiu bioliuminescencija (pvz.liuciferazes genas) atsakanciu | receptoriaus
signala transdukcijos keliu (pvz. naudojant cAMP atsako elementa).

I§ esmés grynas Zmogaus FSH receptorius, FSH-suriSantys fragmental ar
mutantai taip pat gali biiti panaudojami rentgeno spinduliy kristalografin€je

analizéje vystant molekuliy modelius. Tokie modeliai naudojami nustatant treting
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7mogaus FSH receptoriaus hormono-suridimo domeno struktiira. Si informacija
jgalina pazvelgti | kontakto tarp FSH ir jo receptoriaus riipimy sriciy struktira,
turint tiksla sukonstruoti peptidus, turinCius FSH agonistinj ar antagonistinj
aktyvumg.

Sifiloma rekombinantiné technika tinkanti pateikiamo i$radimo baltymy ir
DNR produkavimui, jskaitant identifikacing atitinkamy mutacijy technikg,
vektorius, recipijento lasteles, kultivavimo sglygas ir t.t., yra geral Zinomas
kvalifikuotas biidas ir yra adekvaciai aprasyta pvz. US 4,761, 371 ir WO 88/09818,
kuriy iStraukomis &a remiamasi. Eksperimenty metodikos, kultivavimo terpe
bakterijoms ir bakteriofagams, cheminiai tirpalai naudojami Zemiau pateiktuose
pavyzdZiuose, yra detaliai apradyti Sambrook, "Molecular Cloning: A Laboratory
Manual", 2 red., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, jeigu atskirai

nenurodyta.

1 pavyzdys. Zmogaus FSH receptoriaus kDNR klony izoliavimas ir

charakterizavimas

Bibliotekos parinkimas

Ziurkiy FSH receptoriaus KDNR klonas panaSus j tg, kuris apraSytas
Sprengel'io, Mol. Endocrinol. 4:525, 1990, buvo gautas i§ dr. William'o Moyle,
Medicinos ir Stomotologijos Universiteto New Jersey Robert Wood Johnson
Medicinos Mokyklos. Sis kDNR klonas buvo jterptas j SV40 vélyvosios ekspresijos
vektoriy pSVL (Pharmacia LKB, produkto numeris 27-4509-01) ir pavadintas
pSVLFSHR. 2.1 kb DNR fragmentas, turintis regiong, atitinkantj pilng FSH
receptoriaus baltymg koduojantj regiong, buvo iskirptas i§ plazmidés naudojant
restrikciniy endonukleaziy saitus Xbal ir BamHI. I3kirpta DNR buvo frakcionuota
pagal dydj gel-elektroforezés metodu, 0 2.1 kb 7iurkiy FSH receptoriaus fragmentas
elektroeliujuotas i§ gelio. Siuo iSgrynintu DNR fragmento bandiniu atrinktos

bibliotekos identifikuojant Zmogaus FSH receptoriaus kDNR klonus.
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A gt11 kDNR biblioteka, sukonstruota is ekstrahuotos i§ Zmogaus seklidZiy
RNR, buvo nupirkta i§ Clontech, Palo Alto, CA (katalogo numeris HL1010b) ir
buvo amplifikuota prie§ panaudojant. Dvidesimt amplifikuotos bibliotekos alikvoty,
ekvivalenéiy mazdaug 7.5 X 104 lizés vienetams (plaque forming units - pfu), buvo
adsorbuota j 0.5 ml E.coli Y1088 kamieno suspensijos gazong. Suspensija buvo
paruoita, auginant per naktj Y1088 kultirg 370C NZYM arba LB, kuri papildyta
0.2% maltozés ir 10 mM MgSOy, surenkant lgsteles ir po to suspenduojant jas 10
mM MgSOy4 iki O.D.g00.5. Apie 6.5 ml islydytos NZYM agarozés (0,7%), esant
480C, buvo pridéta j kickvieng fago/lgstelés suspensija, ir gautas misinys supiltas ant
vienos is dvidesimties 150 mm NZYM agaro lék3teliy (pasildytos iki 42°C). Bendras
fagy, uZnesty pirminiam atrinkimui, kiekis buvo apie 1.5 X 100. Inkubuojama 4 val.
420C, po to kelias val. atSaldoma 4°C, ir kiekvicnoé lékStelés kopija buvo padaryta
ant nitroceliuliozinio filtro (Millipore) pagal Benton'o ir Davies'o procediiras
(Science, 196:180, 1977). Feinbergo ir Vogelstein'o atsitiktiniy oligonukleotidy-
pradmeny procediira (Anal. Biochem. 137:266, 1983) buvo panaudota generuoti
nuo Ziurkiy FSH receptoriaus DNR fragmento Sablono, apraSyto ankstesniame
paragrafe, 32p pazyméta bandinj, kurio specifinis aktyvumas 1-2 x 109 cpm/ug. Fago
dublikaty ant nitroceliuliozés filtro prehibridizacija atlikta 370C, apie 6 val
buferyje, kuriame yra 50% formamido, 5x SSC (1 x SCC yra 0.15 M natrio chloridas,
0.015 M natrio citratas), 20 mM natrio fosfato buferio, pH 7.2, 10xDenhardt'o
reagento (50xDenhardt'o reagentas yra 1% Fikolo, 1% polivinilpirololidono ir 1%
BSA) ir 100 pg/ml tRNR. Filtry hibridizacija atlikta tame paciame buferyje, iSskyrus
tai, kad buvo pridéta Ziurkiy FSH receptoriaus DNR bandinio iki mazdaug 3x100
cpm/ml koncentracijos.

Denatiiruota plazmidiné DNR buvo neutralizuota ir issodinta etanoliu,
pridedant 7.5 pl 7.5 M amonio acetato ir 110 pl 100 % etanolio ir atSaldant miSinj
skystame azote. ISsodinta DNR buvo surinkta centrifuguojant mikrofugoje 10 min.
DNR nuosédos plautos 70 % etanoliu ir i8dZiovintos. Sekvenavimo reakcijos atliktos

su DNR polimeraze - Sekvenaze T7 (United States Biochemical), remiantis



LT 3973 B

10

gamintojy instrukcijomis. Preliminarios sekvenavimo reakcijos atliktos su pUCI18
polilinkerinio regiono tiesioginiais ir atvirkstiniais praimeriais (Pharmacia LKB).
Gauti duomenys naudojami Zmogaus FSH receptoriaus specifiniams sekvenavimo
praimeriams sukurti. Praimeriai buvo sintezuoti arba 391 Applied Biosystems
modelio DNR sintezatoriumi, arba uZsakyti i§ National Biosciensces, Inc., Hamel,
MN. Keletas DNR sekvenavimo duomeny buvo gauti, sublokuojant pirminiy klony
maZesnius restrikcinés endonukleazés fragmentus | pUCI8 ir pakartojant
sekvenavimo reakcijas su tiesioginiais ir atvirktiniais praimeriais.
Preliminaraus sekvenavimo duomenys parodé, kad né viena i$ penkiy izoliuoty
KDNR neisreiskia pilno ilgio Zmogaus FSH receptoriaus baltymg koduojancio
regiono, bet, kombinuojant klony sekvenavimo duomenis, padaroma iSvada apie
pilng baltymo sekg. Penkiy klony giminingy viety, lyginant su pilna Zmogaus FSH
receptoriaus kDNR seka, schematiné diagrama parodyta Fig.1. Pilna Zmogaus FSH
receptoriaus KDNR  seka, gauta kombinuojant klony persidengiancias sckas,
panaudojus Genetics Computer Group (GCG) fragmenty apjungimo kompiutering
programa, yra atvaizduota kaip seka ID Nr:1, o i§ jos gauta aminortigsciy seka kaip
ID Nr:2. [3analizavus Zmogaus FSH receptoriaus DNR seka, identifikuojamas ilgas
atviras skaitymo rémelis (ORF) i§ 2085 nukleotidy, kurie koduoja 695 aminorugsciy
baltyma. Taigi Zmogaus FSH receptorius yra 3 am.r. ilgesnis negu Ziurkés. Bendras
procentinis identiskumas tarp Ziurkés ir Zmogaus FSH receptoriaus DNR ir baltymo
seky buvo nustatytas, panaudojus GCG Bestfit programa, ir yra 87% bei 90%
atitinkamai. Ekstralasteliné Zmogaus FSH receptoriaus N-galo hidrofilin¢ dalis yra
349 am.r. ilgio ir yra 87% identiSka su atitinkamu Ziurkés FSH receptoriaus regionu.
Dviejy riisiy septyni membraniniai regionai, sujungti trimis ekstralastelinemis ir
trimis vidulastelinémis kilpomis, yra identiski 95%, o C-galo vidulgsteliniai regionai
yra identiski 81%. Nepilna aminoriigiciy scka publikuota Parmentier, Science 246:
1620 - 1622, 1989, atitinka sekos ID Nr:2 aminoriigstis nuo 399 iki 525.

5.10 klono variante uz T nukleotido, 448 pozicijoje, ID Nr:1 sekoje yra 0.25

kb intarpas. Jo DNR seka nebuvo panadi j kurig nors Ziurkes arba zmogaus FSH
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receptoriaus DNR dalj, o taip pat nebuvo panasi j kurig nors Zinomg sekg, esancia
Genbank arba EMBL DNR seky duomeny bazése. Atitinkamas 11-11 klono
regionas neturcjo Sio intarpo. LH receptoriaus kDNR klonai, izoliuoti i§ Zmogaus
skydliaukés kDNR bibliotekos, turi panaSius atvejus (Frazier, Mol. Endocrinol.
4:1264-1276, 1990). Sie atvejai, matyt yra kile i$ nepilnai ir/arba neteisingai sujungty
iRNR molekuliy. 3' sujungimo pastovi scka (CAG'G) intarpo 5-10 gale akivaizdZiai
patvirtina §j paai8kinimg.

pUCI8 plazmidés, turinGios 11-11 (pavadintas pHFSHR11-11), 15-6
(pavadintas pHFSHR15-6) ir 5-10 (pavadintas pHFSHRS5-10) kDNR intarpus, buvo
deponuotos American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, 1 kovo,
1991 ir gavo papildomus numerius ATCC68538, ATCC68540 ir ATCC68539
atitinkamai. Deponavimas buvo atliktas pagal visus Budapesto  Sutarties
reikalavimus.

2 pavyzdys. Vektoriy, ekspresuojanéiy pilna 7mogaus FSH receptoriy

zinduoliy lastelése, konstravimas

Zmogaus FSH receptoriaus DNR, kuri ekspresuojasi Zinduoliy lastelese,
konstravimo strategija parodyta Fig. 2A ir 2B. Atsizvelgiant | Fig. 2A, 5' 691 baziy
pory (bp) Nsil-BamHI fragmentas, kurio pradzia ATG, buvo iSgrynintas i$
pHFSHR11-11 ir subklonuotas j pUCIS8, kuri restriktuota su Pstl ir BamH]1. Gauta
plazmidé pHFSHR11-11nb buvo linearizuota su Sphl. Galai uZzbukinti, veikiant
DNR polimerazés 1 Klenovo fragmentu (New England Biolabs, Beverly,
MA).Ligavus Xhol linkerius (New England Biolabs, Beverly, MA) su uzbukintais
galais, misinys buvo restriktuotas su Xhol bei BamH1 ir maZzdaug 700 bp Zmogaus
FSH receptoriaus 5' fragmentas buvo igrynintas gelfiltruojant. Fragmentas i§
7mogaus FSH receptoriaus kDNR regiono vidurio buvo izoliuotas i§ pHFSHR11-11,
iskerpant su BamH1 bei Sphl ir iSgryninant gelfiltracija atitinkamg 734 bp
fragmentg. 3' Zmogaus FSH receptoriaus fragmentas, turintis i§ TAA stop kodong,
buvo izoliuotas i§ pHFSHRI15-6, pirmiausia, kerpant plazmid¢ Dra3, po to

uzbukinant galus DNR polimeraze T4. Xhol linkeriai buvo liguoti su uzbukintais
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galais ir gautas misinys restriktuotas Sph1 bei Xhol, o 3' 690 bp (maZdaug) Sphl-
Xhol fragmentas izoliuotas ir iSgrynintas.

Atsizvelgiant | Fig. 2B, 5' 700 bp Xhol-BamH]1 ir vidurinis 734 bp BamHI-
Sph1 Zmogaus FSH receptoriaus kKDNR fragmentai buvo subklonuoti j pUCI8-
Xho! (sukurtas Sioje laboratorijoje, pakeitus pUCIS8 polilinkeryje Smal saitg | Xhol
su Xhol linkeriais), kuri kirpta su Xhol ir Sphl. Gauta pHFSHRI. 4xs plazmide
buvo kirpta su Xhol ir Sphl. Sukarpyta DNR buvo elektroforetiskai frakcionuota
pagal fragmenty dydj 5-6% poliakrilamidiniame gelyje, ir maZzdaug 1400 bp
fragmentas, turintis 5' ir vidurinj Zmogaus FSH receptoriaus DNR regionus, buvo
i§pjautas ir iSgrynintas elektroeliujuojant. 3'Sph1-Xhol fragmentas, turintis TAA
stop kodong, buvo subklonuotas j pUC18-Xhol, kuri kirpta su Xhol ir Sphl. Gauta
pHESHR1.4xs plazmidé buvo kirpta su Xhol ir Sphl. Sukarpyta DNR buvo
frakcionuota 5-6% poliakrilamidiniame gelyje, o mazdaug 700 bp turintis gabalas
iSpjautas ir iSgrynintas elektroeliujuojant. Pilnas Zmogaus FSH receptoriy
koduojantis regionas buvo surinktas, kombinuojant 5' 1400 bp Xhol-Sph1 fragmentg
su 3'700 bp Sphl-EcoR1 fragmentu bei liguojant su pUC18-Xhol, kuri kirpta su
Xhol ir EcoRl. Teisingas konstrukcijos, pavadintos pHFSHRX, surinkimas
patikrintas, kerpant endonukleaze bei sekvenuojant DNR. Pilnai sukonstruotas
7mogaus FSH receptoriaus 2.1 kb Xhol fragmentas, dar turintis mazdaug 18 bp 5'ir
12 bp 3' nekoduojandias sekas, buvo iSkirptas i3 pHFSHRX su Xhol. Sukarpyta
DNR buvo frakcionuota pagal dydj elektroforetiskai 0.7% agaroziniame gelyje. 2.1
kb Xhol fragmentas buvo iSpjautas i$ gelio, iSgrynintas elektroeliujuojant  Little
Blue Tank " (ISCO), panaudojus gamintojy rekomenduojama procediirg, ir jterptas
i Xhol klonavimo saitus Zinduoliy lgsteliy ekspresinése vektorinése plazmidése.
Plazmidés, turinios tinkamos orientacijos intarpg Zmogaus FSH receptoriaus iIRNR
transkripcijai, buvo atrinktos pagal restrikcinés endonukleazés fragmenty analizg.
Pried jvedant | Zinduoliy lgsteles, ekspresijos vektoriaus plazmidés DNR buvo

iSgryninta arba dviem vienas po kito sekandiais centrifugavimais cezio chlorido
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tankio gradiente, arba panaudojus rinkinj plazmid maxi kit (Qiagen Chatsworth,
CA) remiantis gamintojy protokolu.

Bet kuris tinkamas Zinduoliy Iastelése besiekspresuojantis vektorius gali biiti
panaudotas Zmogaus FSH receptoriaus ekspresijai. Vektorinés plazmidés bitint
komponentai apima: eukariotinj promotoriy, pavyzdZziui, pelés metalotioneino 1
(MMT-1) promotoriy, Rauso Sarkomos Viruso promotoriy arba SV40 ankstyvajj ar
velyvaji promotorius, kuriais valdoma Zmogaus FSH receptoriaus iRNR
transkripcija; markerinj gena, pavyzdZiui, atsparumo neomicinui geng (Neo),
dihidrofolatreduktazés (DHFR) geng arba daugybinio atsparumo (multidrug
resistance) geng (MDR), kuriy pagalba atrenkamos transfekuotos lastelés;
poliadenilinimo signalg (poly A), pavyzdZiui, ankstyvaji SV40 poliadenilinimo
regiong, skirtg receptoriaus RNR transkripto brandinimui; ir baktering replikacijos
pradZig bei atsparumo antibiotikui gena, pavyzdZiui pBR322 ori ir atsparumo
ampicilinui geng, jgalinanéius vektorinés plazmidés augima ir dauginimasi
tinkan¢iame E.coli kamiene. Keletui Igsteliy linijy gali biiti svarbus intronas, kuris
yra regione transkribuotame | Zmogaus FSH receptoriy koduojanéia RNR.
Pageidautina, kad intronas buty tarp promotoriaus ir Zmogaus FSH receptoriaus
kDNR intarpo, dé¢l to jis yra 5' netransliuojamame zmogaus FSH receptoriaus RNR
transkripto regione. Gali biiti panaudotas bet kuris tinkamas intronas. Misy
eksperimentuose naudotas intronas buvo Zmogaus glikoproteino geno a subvieneto
2 kb Xbal-Pstl introno A dalis (Fiddes, J. Mol. Appl. Genet. 1:13, 1981)
Ekspresijos vektoriuose jis jterptas tarp MMT-1 promotoriaus regiono ir Zmogaus
FSH receptoriaus kDNR fragmento. Sutrumpintas intronas islaiké endogening
jungti, bet jungties donoras buvo kompensuotas sintetiniu oligonukleotidu.

Zmogaus FSH receptoriaus ekspresinio vektoriaus, panudoto CHO lasteléms
transftekuoti pDaHFSHRx (Zmogaus FSH receptorius, esantis
CLH3AXSV2DHFRhalVS), diagrama parodyta Fig. 3, o Zmogaus FSH
receptoriaus ekspresijos vektoriaus, panaudoto stabilizuoti transfekuotas Y1 lasteles

pNaHFSHRx (Zmogaus FSH receptorius, esantis CLH3AXSV2NEOhalIVS),
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diagrama parodyta Fig. 4 MMT-1 geno sckos (nukleotidai 4542-7514 Fig. 3,
nukleotidai 5192-8164 Fig. 4), kurios turi promotorinj regiona, yra tokios pat kaip
konstrukcijos CLH3X §' kryptimi Xhoi saite (Reddy, DNA 6:461 1987). Zmogaus
glikoproteino  geno o subvieneto geno introno A fragmentas, apraSytas
ankstesniame paragrate, yra tarp nukleotidy 7514 bei 9514 Fig. 3 ir tarp nukleotidy
8164 béi 10164 Fig. 4 3' kryptimi. Nuo Xho1 saito MM-1 intronai ir poliadenilinimo
signalo sekos buvo pasalintos ir pakeistos ankstyvuoju SV40 poliadenilinimo regionu
(nukleotidai 11614-11857 Fig. 3, nukleotidai 12264-12508 Fig. 4). pML regione
(Lusky, Nature 293:79, 1981) yra bakterijos replikacijos pradzia ir atsparumo
ampicilinui genas i§ pBR322 (nukleotidai 1925-4542 Fig.3, nukleotidai 2575-5192
Fig.4. DHFR geno transkripcijos vienetas (nukleotidai nuo 1 iki 1925 Fig.3), kuris
turi pelés DHFR kDNR ir SV40 ankstyvojo promotoriaus regiona, maZajj T introng
ir poliadenilinimo ankstyvojo regiono sekas, priklauso Pvull-BamH1 fragmentui,
kuris yra pSV2DHFR (Subramani, Mol. Cell. Biol. 1:854, 1981). Pvull saitas buvo
pakeistas BamH1 saitu, prie$ jterpaint fragmentg j ekspresinio vektoriaus plazmide.
Neo geno transkripcijos vienetas (nukleotidai 1-2575 Fig. 4) buvo surinktas,
pakei¢iant DHFR kDNR (nukleotidai 342-1077 Fig. 3) 1385 bp HindIII-Smal
fragmentu iS pSV2-neo (Southern, J. Mol. Appl. Genet. 1:327, 1982). Smal
saitas buvo pakeistas | BamHI1 saita, prie§ jterpiant fragmenta | eckspresijos
vektoriaus plazmidg.

pNohFSHRX plazmidé gali biiti panaudota ilgiau besidauginanciy Zinduoliy
lasteliy transfekcijai, ir buvo deponuota su ATCC lapkricio 19, 1991, su papildomu
numeriu ATTC68833. Deponavimas buvo atliktas pagal visus Budapesto Sutarties
reikalavimus. pDahFSHRX plazmidé labiausiai tinka transfekuoti lgsteliy linijas,
kurios nepasizymi dihidrofolatreduktaziniu (DHFR) ak tyvumu.

DNR klonavimo ir kostravimo technikos gali biiti panaudotos Zmogaus FSH
receptoriaus DNR ekspresinés konstrukcijos moditikavime, taip kad FSH-surisantys
fragmentai yra koduojami. Sie modifikuoti DNR fragmentai gali bati jterpti j

ekspresijos vektorius, pavyzdZiui, aprasytus &ia ir naudotus Zinduoliy lasteliy
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trasfekcijai. ISaugusios linijos sekretuoty tirpius Zmogaus FSH-suridandio
receptoriaus fragmentus, tokius kaip amino-galinj ekstralgstelinj domena arba jo

FSH-suriSantj fragmenta.

3 pavyzdys. Zinduoliy lasteliy linijy iSvystymas, kurios stabiliai ekspresuoja

funkcionaly Zmogaus rekombinantinj FSH receptoriy arba jo FSH surisantj

fragmenta, kuris gali buti ir pakites

Tinkamos Zinduoliy lgsteliy linijos, kurios galéty ekspresuoti rekombinantinj
zmogaus FSH ir jo darinius, apima kinietiSko Ziurkéno kiaugidés (CHO), pelés
adenokarcinomg Y1, Ziurkés hipofiz¢ GH3, Zmogaus pieno liaukos karcinomg
MCF7 ir Zmogaus embriono inkstg 293. Y1 ir CHO lgsteliy panaudojimas yra
aprasSytas Siame pavyzdyje.

Y1 lgstelés yra klonalinis steroidus sekretuojantis lasteliy kamienas, paimtas
i§ pelés antinkscio Zievés auglio (Yasumura, Cancer Res. 26:529-536, 1966). Sios
lastelés buvo gautos i§ ATCC lgsteliy banko (ATCC CCL 79) ir panaudotos kaip
kultira, auginant Ham'o F10 terpéje, papildytoje 15 % arklio serumu (HS), 2,5%
FBS ir 1% L-glutaminu (Y1 auginimo terpé).

CHO-DUKX yra CHO Igsteliy kloninis mutantas, neturintis
dihidrofolatreduktazinio aktyvumo (Urlaub G. and Chasin, L.A. PNAS 77: 4216-
4220, 1980). Lastelés buvo augintos minimalioje terpéje Alpha (MEM-a),
papildytoje 10% FBS ir 1% L-glutaminu (Y1 auginimo terpé).

Visos lgstelés augintos 37°C, 5% COp, sudrékintoje atmosferoje.

Trasfekcija kalcio fosfatu

Panaudotas trasfekcijos protokolas buvo jau publikuoto metodo (Graham,
Virology 52:456, 1973) modifikacija. MaZzdaug 24 val. pries transtekcija lastelés buvo
patalpintos | 100 mm diametro léksteles: tankis 7x10° lasteliy/lékstelei (CHO-
DUKX) arba 1x100 Iasteliy/lékstelei (Y1).

Atliekant transfekcijg, 10 ug vektorinés plazmidinés DNR (pDaHFSHRX CHO-
DUKX lastelems, pNaHFSHRX Y1 lasteléms) buvo pridéta j 0.5 ml. transfekcijos
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buferio. Transtekcijos buferis buvo paruostas, maiSant 4 g NaCl, 0.185 g Kcl 0.05 g
NayPOy, 0.5 g dekstrozés ir 2.5 g HEPES steriliame, distiliuotame vandenyje ir
pridedant turj iki 500 ml, o pH iki 7.5. ] DNR/transfekcijos buferio misinj buvo
pridéta 31 pl 2 M CaCly. Tirpalas buvo sumaiSytas ir paliktas kambario
temperatiroje 45 min., tam kad susidaryty DNR nuosédos, kurios buvo
uzsluoksniuotos ant Igsteliy, paalinus kultiiring terpe. Po 20 min., esant kambario
temperatiirai, buvo pridéta 5 ml atitinkamos auginimo terpés ir lgstelés kultivuotos
6 valandas. Terp¢ paSalinama, o lastelés purtomos 3.5 min. 34 ml trasnstekcijos
buferio, kuriame yra 15% glicerolio. Lastelés dukart plaunamos PBS buferiu pries
pridedant 10 ml auginimo terpés. MaZdaug 48 val. po transfekcijos CHO-DUKX
Iastelés buvo kultivuotos iki 1:10 pavirsiaus ploto, o po to pridedama selektyvi terp€.
Y1 lastelés augo 72 val. po transtekcijos iki 1:5 uZimamo ploto, prie§ pridedant
selektyvios terpés. CHO-DUKX lasteliy selektyvig terpe sudaro MEM-o be
ribonukleozidy ir dezoksiribonukleozidy, papildyta 10% dializuotu FBS, 1% L-
glutaminu bei 0.02 uM metotreksatu (MTX). Y1 Igsteliy selektyvia terpe sudaro Y1
auginimo terpé su 80 pg/ml G418. MTX-atsparios CHO-DUKX Igsteliy kolonijos
bei G-418-atsparios Y1 lgsteliy kolonijos susiformavusios mazdaug po 2-3 savaiciy,
buvo individualiai atrinktos ir kultivuotos iki tokio lasteliy kiekio, kuris buvo

pakankamas konservuoti uzsaldant bei testuoti hormoninj atsakg.

Zmogaus rekombinantinio FSH receptoriaus bioktyvumo stabiliose

trasfekuotose CHO lastelése demonstravimas

Siekiant nustatyti, ar sukonstruota kDNR koduojanti receptoriy gali
produkuoti baltyma, kuris biity biologiskai aktyvus stabiliose trasfekuotose CHO
lastelese, MTX-atsparios CHO lasteliy kolonijos buvo paveiktos Zmogaus
rekombinantiniu FSH ir buvo i§matuotas vidulastelinis cAMP. Tiriant cAMP,
Igstelés buvo kultivuojamos CHO lasteliy selekcinéje terpéje, 12-os Sulinéliy
plokstelése su 2.5x104 lasteliy/Sulinélyje koncentracija. Po 72 kultivavimo valandy,

kickvienas Sulinélis buvo praplautas 1.5 ml Silta auginimo terpe. | kickvieng
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praplautg Sulinélj buvo pridéta 300 pl auginimo terpés be serumo, kurioje yra 0.1
mM  3-izobutil-1 metilksantino (Sigma). Po 15 min. inkubavimo, Zmogaus
rekombinantinis FSH buvo pridétas j terpe kickviename Sulin€lyje taip, kad galutiné
koncentracija apytiksliai buvo 335 ng (2413 mIU/ml). po 30 min. inkubavimo,
bandymas buvo nutrauktas lIgsteles paveikiant keturiais greito suSaldymo-atsildymo
ciklais. 50 pl alikvoto i§ kickvieny lasteliy lizato pernesta | 1,5 ml mégintuvélius
norint nustatyti baltymo kiekj. Saltas etanolis (300 ul) buvo pridétas j kiekvieno
lizato pavyzdj prie§ pernesant | 1.5 ml centrifugavimo meégintuvélius. Visi lizaty
pavyzdZiai buvo centrifuguoti 13,000xg 15 min. tam, kad atskirti Igsteliy nuolauzas.
Bendras iStirpusiy baltymy kiekis buvo nustatomas naudojant baltymy nustatymo
rinkinj Bio-Rad (katalogo Nr 500-0002) pagal gamintojo metodika. Etanoliu
apdoroti lizato pavyzdZziai buvo liofilizuoti alikvotomis po 5-100 pl, ir suspenduojami
100 pl matavimo buferinio tirpalo i§ Dupont/NEN Medical Products cAMP
matavimo rinkinio (katalogo Nr. NEK-033). cAMP kiekis suspenduoto lizato
pavyzdziuose buvo nustatytas naudojant radioimunine metodika pateiktg kartu su
rinkiniu. PavyzdZiai tyrimui nebuvo praskiesti. Daugumoje Zmogaus FSH
receptoriaus-transfekuoty CHO lasteliy linijy, auksti vidulastelinio cAMP lygiai
buvo i¥matuoti po FSH stimuliacijos, lyginant su kontrole (netransfekuotos CHO-
DUKX lastelés transfekuotos su CLH3AXSV2DHFRhalVS). Vidutinis atsakas
buvo apie 16-karty didesnis, negu kontrolése.

Viena neklonuota lgsteliy linija CHOHFSHR4Q-13, buvo parinkta hormono
atsako, priklausomai nuo dozés, analizei. Procediira buvo panaudota ta pati, kaip
ankstesniame paragrafe, iSskyrus tai, kad lastelés buvo apdorotos Zmogaus
rekombinantiniu FSH ar LH, 0-10,000 mIU/ml koncentracija. Kiekviena dozé buvo
analizuojama po tris pakartojimus. Produkuojamo vidulastelinio cAMP kiekis buvo
i$reikStas nanomoliais/miligrame (n mol/mg) tirpaus baltymo ir nubraizytas grafikas
prie§ FSH ar LH kocentracija, norint gauti atsako priklausomybés nuo dozés,
kreive. Atsako nuo FSH ir LH dozés kreivés parodytos Fig. 5. Pagal rezultatus
matyti, kad CHOHFSHR4Q-13lasteliy linija demonstruoja  didziulj 1Saugimag
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vidulgstelinio cAMP, kaip atsako j stimuliacijg FSH, bet ne | LH. Pusiau maksimali
stimuliacija FSH (EDj5() vyksta esant FSH dozei 144 mIU/ml. Zmogaus FSH
receptoriaus kDNR gali biiti naudojama produkuoti biologinj funkcionaly Zmogaus
FSH receptoriaus baltymag CHO lastelese,  jgalinant] lasteles tarpininkauti
specifiniam cAMP atsakui | FSH, bet ne | LH.

Zmogaus FSH receptoriaus kiekis CHOHFSHR4Q-13 linijoje, ar panasioje
linijoje, kuri produkuoja Zmogaus rekombinantinj FSH receptoriy ar FSH-
suriSanCius fragmentus ar mutantus, gali didéti, veikiant Igsteles palaipsniui
didéjancia MTX koncentracija. Tas itakoja amplifikacija DHFR kDNR kopijy
skaiCiaus iSilgai prisijungimo sekos, kuri turi Zmogaus FSH receptoriaus kDNR ir
tiesiogiai didina koduojamo baltymo sintezg. Tai galima atlikti, jeigu reikalinga,
norint padidinti tyrimo jautruma. Taip pat Zinduoliy lasteles, kurios ekspresuoja
aukstg Zmogaus I'SH receptoriaus, FSH-suriSanciy fragmenty ar mutanty lygj, gali
biti naudojamos Zmogaus FSH receptoriaus baltymo gamybai, terapiniams ar
radioimuniniams tyrimams.

CHOHFSHR4Q-13, ar pana$i linija, gali taip pat biiti panaudojama
tyrimuose jvertinant in vitro farmaciniy preparaty, turinéiy FSH, ar | FSH panasias
substancijas, bioaktyvumg. Minétas genas toks kaip liuciferaze, gali biiti efektyviai
suriStas su cAMP ir cAMP lygio padidéjimas gali biiti tiesiogiai iSmatuojamas
neradioaktyviu metodu, tokiu kaip bioliuminescencija, kuri suteikia galimybe
iSmatuoti FSH bioaktyvuma.

CHOHFSHR4Q-13 linija buvo deponuota su ATCC 1991 lapkricio 19, kaip
papildomas numeris ATCC CRL 10921. Deponavimas buvo atliktas pagal visus

Budapesto Sutarties reikalavimus.

Rekombinantinio  Zmogaus FSH  receptoriaus  bioaktyvumo stabiliose

transfekuotose pelés antinksciu Y1 lastelése demonstravimas

Norint nustatyti, ar sukonstruota Zmogaus FSH receptoriaus kDNR

konstrukcija gali produkuoti baltymg, kuris biity biologiSkai aktyvus stabiliose
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transtekuotose Y1 lgstelése, G418-atsparios Y1 lasteliy kolonijos buvo paveiktos
Zmogaus rekombinantiniu FSH ir kultivuotos kultiirinéje terpéje, sickiant nustatyti
progesterono  kiekj. Progesterono nustatymui, lastelés buvo kultivuojamos 6
Sulinéliy plokstelése (35 mm diametro $ulinélis), esant 4x10° Igst/Sulinélyje tankiui,
Y1 selekcingje terpeje. Po dviejy dieny kultivavimo, Y1 lasteliy terpé buvo pasalinta
ir pakeista 3 ml Ham'o F10 terpe, kurioje yra 5% arklio serumo, 0.8% jaudio
serumo, 1% L-glutamino ir 80pg/ml G418. Po vienos dienos inkubacijos, terpé buvo
pasalinta ir lastelés du kartus praplautos 2ml Ham'o F10 terpe su 1 mg/ml BSA (V
frakcija), 1% L-glutamino ir 80ug/ml G418 (tyrimo terpe). Siame etape vidutinis
Iasteliy skaicius Sulinélyje buvo nustatomas kiekvienai lasteliy linijai, paSalinant ir
suskaiCiuojant lgsteles i trijy testuojamy Sulinéliy. Lastelés po to buvo
kultivuojamos 4 val. su | ml tiriamosios terpés, turinéios 100 IU/ml Zmogaus
rekombinantinio FSH. Po inkubacijos, kultivavimo 1ékstelés patalpinamos j leda, iki
to laiko, kol kultiiriné terpé i3 kiekvieno Sulinélio buvo perneita j stiklinius 12x75
centrifugavimo meégintuvélius. Mégintuvéliai su kultrine terpe buvo patalpinti j
verdancio vandens vonig 10 min., po to centrifuguoti 1100xg, 40C temperatiiroje.
Supernatantai pernesti j Svarius 12x75 stiklinius mégintuvélius ir laikomi -200C per
naktj. Progesterono lygis iSmatuotas naudojant Serono Diagnostics Progesterone
MAIA, produkto Nr12274, platinamas Ciba Corning, Medfield, MA. Tyrimai buvo
atlikti pagal gamintojo pateiktas instrukcijas, iSskyrus tai, kad kultirinés terpes
pavyzdzial ir progesteronas standartinei kreivei buvo skiedZiami PBS, turindiu 0.1%
BSA ir 0.6% natrio azido, vietoje skiesto buferio, kuris biina rinkinyje.
Progesteronas standartinei kreivei buvo gautas i§ CalBiochem (kat Nr 5341) ir pries
naudojimg buvo skiestas 100% etanoliu iki 15 pg/ml koncentracijos. ISeiginis
tirpalas buvo laikomas -70°C temp. Progesterono standartinés kreivés praskiedimy
~ galutinés koncentracijos buvo tokios pacios, kokios rekomenduojamos rinkinyje. Po
praskiedimo progesterono standartiniai tirpalai i$liko stabilas, laikant vieng savaite

40C.
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Keletas FSH apdoroty Y1 linijy, stabiliai trasfekuoty Zmogaus FSH
receptoriumi, sekretavo padidintg progesterono kiekj, lyginant su kontrole (ta pati
linija neapdorota FSH, netransfekuotos Y1 Igstelés bei Y1 lastelés transfekuotos su
CLH3AXSV2NEOhalVS). Viena neklonuota linija Y IHFSHR4-38 buvo parinkta
hormono dozes atsako analizei. Naudojama procediira buvo tokia pati, kaip
aprasyta ankstesniame paragrafe, i§skyrus tai, kad Igstelés buvo apdorotos FSH,
kurio koncentracijos buvo nuo 0-100 mIU/ml. Kiekvienbs dozes tyrimas buvo
atliktas su pakartojimu. Progresterono kiekis, kurj produkavo FSH stimuliuotos Y1
Istelés buvo normalizuotas iki 1x100 Igsteliy ir nubraiZytas priklausomybés nuo
FSH koncentracijos grafikas, norint gauti atsako pagal dozg kreive. Atsako pagal
doze kreiveé parodyta Fig. 6. Siame daliniame eksperimente 25 kartus iSauges
progesterono aktyvumas buvo stebimas esant 20mIU/ml Zmogaus rekombinantinio
FSH dozés. Ribos buvo nuo 2.5 iki 20mIU/ml ir EDsg buvo 6.4mIU/ml FSH. Sie
rezultatai, rodantys kad nuo FSH dozés priklauso progesterono sekrecijos
1Saugimas, buvo stebimi stabiliose Y1 lastelése transfekuotose Zmogaus
rekombinantiniu FSH receptoriumi. Zmogaus FSH receptorius yra funkciskai
aktyvus, kai iSskirtas peliy antinksciy Y1 lastelése.

Lasteliy populiacijos gautos i§ CHOHFSHR4Q-13 arba Y1HFSHR4-38
Igsteliy linijy, ar panasiy lasteliy linijy, gali biiti naudojamos FSH ar panaSioms
medzZiagoms | FSH, biotyrimy in vitro jautrumo nustatymui. Kiti FSH in vitro
tyrimai, kurie yra $iuo metu naudojami, tokie kaip granuliaciniy lasteliy biotyrimai
ir Sertoli Igsteliy biotyrimai reikalauja Ziurkiy pirminés lasteliy kultiiros padarymo
kiekvieng kartg, kai tyrimai yra atlickami. Naujiems Y1 Igsteliy ir CHO lgsteliy
biotyrimams yra naudojama stabiliy transformuoty nepertraukiamy lgsteliy linija.
Tai jgalina biotyrimy in vitro metody prana$umga praktikoje, lyginant su

dabartiniais metodais, nes jie yra paprasti, tikslis ir pastovis.



Protokolas
SEKA ID Nr:l

Sckos charakteristikos

(A) Lgis: 2179

(B) Tipas: nukleino riigstis
(C) Grandiskumas: Dviguba
(D) Topologija: Linijine
Molekulés tipas: KDNR - mRNR

Kilmés Saltinis:

(A) Organizmas: Homo sapiens

(F) Audiniy tipas: Seklides

(A) Biblioteka: Agtl1 kDNR biblioteka, Clon Tech #HL1010b
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(B) Klonas: pHFSHR11-11, pHFSHR15-6

Savybé:

(A) Vardinis raktas:baltymg koduojantis regionas

(B) Lokacija: 75-2159

Sekos apraSymas: SEKA ID Nr:1

TGTGGAGCTT CTGAGATCTG TGGAGGTTTT. TCTCTGCAAA
CTG CTC CTG GTC TCT
Leu Leu Leu Val Ser
=15

ATGGATGCAT AATT ATG GCC
Met Ala

AGC TTG GGC TCA GGA TGT
Ser Leu Gly Ser Gly Cys
-5 1

GTT TTT CTC TGC CAA GAG
Val Phe Leu Cys Gln Glu
15

CCG AGG AAT GCC ATT GAA

CAT CAT
His His

AGC AAG
Ser Lys

CTG AGG

CGG ATC
Arg Ile
5

GTG ACA
Val Thr
20

TTT GTC

TGT
Cys

GAG
Glu

TGCAGGAAGA AATCAGGTGG
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TTG CTG GCA TTC CTG
Leu Leu Ala Phe Leu

-10

CAC TGC
His Cys

ATT CCT
Ile Pro

ACC AAG

TCT
Ser

TCT
Ser

CTT

AAC AGG
Asn Arg
10

GAC CTC
Asp Leu

CGA GTC

60
110

158

206

254



Pro

ATC
Ile

ATC
Ile
60

AAC

Asn

CTC
Leu

CTG
Leu

ATT
Ile

ATC
Ile
140

GTG
Val

GCA
Ala

Asn

GTC
val

GGC
Gly
220

Lys

Arg

CAA
Gln
45

TCT
Ser

CTT
Leu

TAC
Tyr

TTA
Leu

CAT
His
125
CcAaC

His

ATT
Ile

TTC
Phe

TTA
Leu

ATT
Ile
205

TTA
Leu

AAG
Lys

ACC

Asn
30

Lys

CAG
Gln

CCcC
Pro

ATC
Ile

ATA
Ile
110

TCT

Serxr

ACA
Thr

CTA
Leu

AAT
Asn

GAA
Glu
190
CTA
Leu

GAA
Glu

Leu

TAT

Ala

GGT
Gly

AAT
Asn

Lys

AAC
Asn
95

TCC

Ser

CTC
Leu

ATT
Ile

TGG
Trp

GGA
Gly
175

GAA
Glu

GAT

Asp

AAT
Asn

CCT
Pro

CcCccC

Ile

GCA
Ala

GAT
Asp

TTA
Leu
80

CCT

Pro

AAC
Asn

Gln

GAA
Glu

CTG
Leu
160

ACC
Thr

TTG
Leu

ATT

Ile

CTT
Leu

ACT
Thr
240

AGC

Glu

TTT
Phe

GTC
val
65

CAT

His

GAG
Glu

ACA
Thr

AAA
Lys

AGA
Arg
145

AAT
Asn

Gln

CcCT
Pro

TCA
Ser

AAG
Lys

225,

CTG
Leu

CAT

22

Leu

TCA

Ser
50

TTG

Leu

GAA
Glu

GCC
Ala

GGT
Gly

GTT
val
130

AAT
Asn

AAG
Lys

CTA
Leu

AAT
Asn

AGA
Arg
210

Lys

GAA
Glu

TGC

Arg

GGA
Gly

GAG
Glu

ATT
Ile

TTC
Phe

ATT
Ile
115

TTA
Leu

TCT
Ser

AAT
Asn

GAT
Asp

GAT
Asp
195

ACA
Thr

CTG
Leu

AAG
Lys

TGT

Phe

TTT
Phe

GTG
Val

AGA
Arg

CAG
Gln
100

AAG
Lys

CTT
Leu

TTC
Phe

GGG
Gly

GAG
Glu
180

GTT
Val

AGG
Arg

AGG
Arg

CTT
Leu

GCC

Val

GGG
Gly

ATA
Ile

ATT
Ile
85

AAC
Asn

CAC
His

GAC
Asp

GTG
Val

ATT
Ile
165

CTG

Leu

TTC
Phe

ATC
Ile

GCC
Ala

GTC
Val
245

TTT

Leu

GAC
Asp

GAG
Glu
70

GAA
Glu

CTT
Leu

CTT
Leu

ATT
Ile

GGG
Gly
150

Gln

AAT
Asn

CAC
His

CAT
His

AGG
Arg
230

GCC
Ala

GCA

Thr

CTG
Leu
55

GCA
Ala

AAG
Lys

ccc
Pro

CCA
Pro

Gln
135

CTG
Leu

GAA
Glu

Leu

GGA
Gly

TCC
Ser
215

TCG

Serxr

CTC
Leu

Lys
40

GAG
Glu

GAT
Asp

Gce
Ala

ACC
Asn

GAT
Asp
120

GAT
Asp

AGC
Ser

ATA
Ile

AGC
Ser

GCC
Ala
200

CTG
Leu

ACT
Thr

ATG
Met

TGG
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Leu

AAA
Lys

GTG
Val

AAC
Asn

CTT
Leu
105

GTT
val

AAC
Asn

TTT
Phe

CAC
His

GAT
Asp
185

TCT
Ser

CCT
Pro

TAC
Tyr

GAA
Glu

AGA

Arg

ATA
Ile

TTC
Phe

AAC
Asn
90

CAA
Gln

CAC
His

ATA
Ile

GAA
Glu

AAC
Asn
170

AAT

Asn

GGA
Gly

AGC
Ser

AAC
Asn

GCC
Ala
250

CGG

Val

GAG
Glu

TCC
Ser
75

CTG
Leu

TAT
Tyr

AAG
Lys

AAC
Asn

AGT
Ser
155

TGT
Cys

AAT
Asn

CCa
Pro

TAT
Tyr

TTA
Leu
235

AGC
Ser

302

350

398

446

494

542

590

638

686

734

782

830

878

926



Leu

ATC
Ile

GTT
Val

GAC
Asp
300

TTT
Phe

AAG
Lys

CTC
Leu

ATC
Ile

Cccce
Pro
380

ATC
Ile

TAT
Tyr

GCT
Ala

ACA
Thr

CTG
Leu
460

Thr

TCT
Ser

GAT
Asp
285

AAT
Asn

GAC
Asp

cca
Pro

AGA
Arg

ATA
Ile
365

AGG
Arg

TAC
Tyr

CAC
His

GGC
Gly

GCT
Ala
445

GAC
Asp

TGG

Tyr

GAG
Glu
270

TAT
Tyr

GAG
Glu

TAT
Tyr

GAT
Asp

GTC
Val
350

GTG
Val

TTC
Phe

CTG
Leu

AAC
Asn

TTT
Phe
430

ATC
Ile

TGC

Cys

ATT

Pro
255

CTT
Leu

ATG
Met

TCC
Ser

GAC
Asp

GCA
Ala
335

CTG
Leu

CTA
Leu

CTT
Leu

CTG
Leu

TAT
Tyr
415

TTC
Phe

ACC
Thr

AAG
Lys

TTT

Ser

CAT
His

ACT
Thr

AGC
Ser

TTA
Leu
320

TTC
Phe

ATA
Ile

GTG
val

ATG
Met

CTC
Leu

-400

GCC
Ala

ACT
Thr

TTG
Leu

GTG
val

GCT

His

CCA
Pro

CAG
Gln

TAC
Tyr
305

TGC
Cys

AAC
Asn

TGG
Trp

ATC
Ile

TGC
Cys
385

ATT
Ile

ATT
Ile

GTC
Val

GAA
Glu

CAG
Gln
465

TTT

Cys

ATT
Ile

ACT
Thr
290

AGC
Ser

AAT
Asn

CCca
Pro

TTT
Phe

CTA
Leu
370

AAC

Asn

GCA
Ala

GAC
Asp

TTT
Phe

AGA
Axg
450

CTC
Leu

GCA

23

Cys

TGC
Cys
275

AGG
Arg

AGA
Arg

GAA
Glu

TGT
Cys

ATC
Ile
355

ACT
Thr

CTG
Leu

TCA
Ser

TGG
Trp

GCC
Ala
435

TGG
Trp

CGC
Arg

GCT

Ala
260

AAC

Asn

GGT
Gly

GGA
Gly

GTG
Val

GAA
Glu
340

AGC

Ser

ACC
Thr

GCC
Ala

GTT
Val

Gln
420

AGT
Ser

CAT
His

CAT
His

GCC

Phe

AAA
Lys

CAG
Gln

TTT
Phe

GTT
Val
325

GAT
Asp

ATC
Ile

AGC
Ser

TTT
Phe

GAT
Asp
405

ACT
Thr

GAG
Glu

ACC
Thr

GCT
Ala

Ala

TCT
Ser

AGA
Arg

GAC
Asp
310

GAC
Asp

ATC
Ile

CTG
Leu

Gln

GCT
Ala
390

ATC
Ile

GGG
Gly

CTG
Leu

ATC
Ile

GCC
Ala
470

TTT

Asn

ATT
Ile
280

TCC
Ser
295

ATG
Met

GTG
Val

ATG
Met

GCC
Ala

TAT
Tyr
375

GAT
Asp

CAT
His

GCA
Ala

TCA
Ser

ACG
Thr
455

AGT
Ser

ccc

Trp

TTA
Leu

TCT
Ser

ACG
Thr

ACC
Thr

GGG
Gly

ATC
Ile
360

Lys

CTC
Leu

ACC
Thr

GGC
Gly

GTC
Val
440

CAT
His

GTC
val

ATC
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Arg
265

AGG
Arg

CTG
Leu

TAC
Tyr

TGC
Cys

TAC
Tyr
345

ACT
Thr

CTC
Leu

TGC
Cys

AAG
Lys

TGT
Cys
425

TAC
Tyr

GCC
Ala

ATG
Met

TTT

Arg

Gln

GCA
Ala

ACT
Thr

TCC
Ser
330

AAC
Asn

GGG
Gly

ACA
Thr

ATT
Ile

AGC
Ser
410

GAT
Asp

ACT
Thr

ATG
Met

GTG
Val

GGC

Gln

GAA
Glu

GAA
Glu

GAG
Glu
315

CCT

Pro

ATC
Ile

AAC
Asn

GTC
val

GGA
Gly
395

Gln

GCT
Ala

CTG
Leu

CAG
Gln

ATG
Met
475

ATC

974

1022

1070

1118

1166

1214

1262

1310

1358

1406

1454

1502

1550

1598



Gly

AGC
Ser

CCT
Pro

GCC
Ala

CGG
Arg
540

CGC
Arg

TCT
Ser

TCC
Ser

GCC
Ala

TTC
Phe
620

ATT
Ile

AAT
Asn

ATA
Ile

Savybé:

Trp

AGC
Ser

TTG
Leu

TTT
Phe
525

AAC

Asn

ATG
Met

TTC
Phe

Lys

AAC
Asn
605

TTC
Phe

TAT
Tyr

GGC
Gly

CTT
Leu

Ile

TAC
Tyr

TCA
Ser
510

GTG
val

CcC
Pro

GCC
Ala

TTT
Phe

GCA
Ala
590

CCC
Pro

ATT
Ile

AGG
Arg

CAC
His

GTC
Val
670

Phe

ATG
Met
495

CAG
Gln

GTC
val

AAC
Asn

ATG
Met

GCC
Ala
575

AAG
Lys

TTC
Phe

CTG
Leu

ACA
Thr

TGC
Cys
655

CCT
Pro

Ala
480

AAG
Lys

CTG
Leu

ATC
Ile

ATC
Ile

CcTC
Leu
560

ATT
Ile

ATT
Ile

CTC
Leu

CTG
Leu

GAA
Glu
640

TCT

Ser

CTA
Leu

Phe

GTG
val

TAT
Tyr

TGT
Cys

GTG
val
545

ATC
Ile

TCT
Ser

CTG
Leu

TAT
Tyr

AGC
Ser
625

ACT
Thr

TCA
Ser

AGT
Ser

Ala

AGC
Ser

GTC
val

GGC
Gly
530

TCC
Ser

TTC
Phe

GCC
Ala

CTG
Leu

GCC
Ala
610

AAG
Lys

TCA
Ser

GCT
Ala

CAT
His

24

Ala

ATC
Ile

ATG
Met
515

TGC
Cys

TCC
Ser

ACT
Thr

TCC
Ser

GTT
Val
595

ATC
Ile

TGT
Cys

TCC
Ser

CcccC
Pro

TTA
Leu
675

Ala

TGC
Cys
500

TCC
Ser

TAT
Tyr

TCT
Ser

GAC
Asp

CTC

Leu
580

CTG
Leu

TTT
Phe

GGC
Gly

ACT
Thr

AGA
Arg
660

GCC
Ala

Leu
485

CTG
Leu

CTC
Leu

ATC
Ile

AGT
Ser

TTC
Phe
565

ARG
Lys

TTT
Phe

ACC
Thr

TGC
Cys

GTC
val
645

GTC
val

Gln

(A) Vardinis raktas: transmembraninis domenas
(B) Lokacija: 350-613

Phe

CCC
Pro

CTT
Leu

CAC
His

GAC
Asp
550

CTC
Leu

GTG
val

CAC
His

AAA
Lys

TAT
Tyr
630

CAC

His

ACC
Thr

AAC
Asn

Pro Ile

ATG GAT
Met Asp

GTG CTC
val Leu
520

ATC TAC

Ile Tyr
535

ACC AGG
Thr Arg

TGC ATG
Cys Met

CCC CTC
Pro Leu

CCC ATC
Pro Ile
600

AAC TTT
Asn Phe
615

GAA ATG
Glu Met

AAC ACC
Asn Thr

AAT GGT
Asn Gly

Phe

ATT
Ile
505

AAT
Asn

CTC
Leu

ATC
Ile

GCA
Ala

ATC
Ile
585

AAC
Asn

CGC
Arg

CAA
Gln

CAT
His

TCC
Ser
665
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Gly
490

GAC
Asp

GTC
Val

ACA
Thr

GCC
Ala

CCC
Pro
570

ACT
Thr

TCC
Ser

AGA
Arg

GCC
Ala

CCA
Pro
650

ACT
Thr

Ile

AGC
Ser

CTG
Leu

GTG
val

AAG
Lys
555

ATT
Ile

GTG
val

TGT
Cys

GAT
Asp

Gln
635

AGG
Arg

TAC
Tyr

1646

1694

1742

1790

1838

1886

1934

1982

2030

2078

2126

TAAAACACAA TGTGAAAATG 2179
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(C) Indentifikacinis metodas: pana§umas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus

Savybe:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas I

(B)Lokacija: 350-370

(C) Indentifikacinis metodas: pana$umas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino riigsciy ilgio

Savybé:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas 11

(B)Lokacija: 382-404

(C) Indentifikacinis metodas: panaSumas j kitus G baltymus suri$ancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino rigsciy ilgio

Savybé:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas III

(B)Lokacija: 427-448

(C) Indentifikacinis metodas: panasumas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino rugsciy ilgio

Savybeé:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas IV

(B)Lokacija: 469-491

(C) Indentifikacinis metodas: pana§umas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino rugsciy ilgio

Savybé:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas V

(B)Lokacija: 512-533

(C) Indentifikacinis metodas: panasumas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino rigs¢iy ilgio

Savybé:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas VI

(B)Lokacija: 557-580

(C) Indentifikacinis metodas: pana§umas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino riigi¢iy ilgio

Savybe:

(A) Vardinis raktas: tikétinas transmembraninis domenas VII

(B)Lokacija: 592-613

(C) Indentifikacinis metodas: pana§umas j kitus G baltymus suriSancius receptoriaus
transmembraninius domenus, hidrofobiskas, apie 20-23 amino riigiciy ilgio

Savybé:

(A) Vardinis raktas: tikétinas C galo vidulastelinis domenas

(B)Lokacija: 614-678

Sekos aprasymas: SEKA ID Nr.2:

Met Ala Leu Leu Leu Val Ser Leu Leu Ala Phe Leu Ser Leu Gly Ser
-15 -10 -5

Gly Cys His His Arg Ile Cys His Cys Ser Asn Arg Val Phe Leu Cys
1 5 10 15
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Gln Glu Ser Lys Val Thr Glu Ile Pro Ser Asp Leu Pro Arg Asn Ala
20 25 30

Ile Glu Leu Arg Phe vVal Leu Thr Lys Leu Arg Val Ile Gln Lys Gly
Ala Phe Ser Gly Phe Gly Asp Leu Glu Lys Ile Glu.Ile Ser Cln Asn
50 55 60

Asp Val Leu Glu Val Ile Glu Ala Asp Val Phe Ser Asn Leu Pro Lys
65 70 75

Leu His Glu Ile Arg Ile Glu Lys Ala Asn Asn Leu Leu Tyr Ile Asn
80 85 90 95

Pro Glu Ala Phe Gln Asn Leu Pro Asn Leu Gln Tyr Leu Leu Ile Ser
100 105 110

Asn Thr Gly Ile Lys His Leu Pro Asp Val His Lys Ile His Ser Leu
115 120 125

Gln Lys Val Leu Leu Asp Ile Gln Asp Asn Ile Asn Ile His Thr Ile
130 135 140

Glu Arg Asn Ser Phe Val Gly Leu Ser Phe Glu Ser Val Ile Leu Trp
145 150 155

Leu Asn Lys Asn Gly Ile Gln Glu Ile His Asn Cys Ala Phe Asn Gly
160 165 170 175

Thr Gln Leu Asp Glu Leu Asn Leu Ser Asp Asn Asn Asn Leu Glu Glu
180 185 190

Leu Pro Asn Asp Val Phe His Gly Ala Ser Gly Pro Val Ile Leu Asp
195 200 205

Ile Ser Arg Thr Arg Ile His Ser Leu Pro Ser Tyr Gly Leu Glu Asn
210 215 220

Leu Lys Lys Leu Arg Ala Arg Ser Thr Tyr Asn Leu Lys Lys Leu Pro
225 230 235

Thr Leu Glu Lys Leu Val Ala Leu Met Glu Ala Ser Leu Thr Tyr Pro
240 245 250 255

Ser His Cys Cys Ala Phe Ala Asn Trp Arg Arg Gln Ile Ser Glu Leu’
260 265 270

His Pro Ile Cys Asn Lys Ser Ile Leu Arg Gln Glu Val Asp Tyr Met
. 275 280 285

Thr Gln Thr Arg Gly Gln Arg Ser Ser Leu Ala Glu Asp Asn Glu Ser
290 295 300

Ser Tyr Ser Arg Gly Phe Asp Met Thr Tyr Thr Glu Phe Asp Tyr Asp
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305 310 315

Leu Cys Asn Glu Val Val Asp Val Thr Cys Ser Pro Lys Pro Asp Ala
320 325 330 335

Phe Asn Pro Cys Glu Asp Ile Met Gly Tyr Asn Ile Leu Arg Val Leu
340 345 . 350

Ile Trp Phe Ile Ser Ile Leu Ala Ile Thr Gly Asn Ile Ile Val Leu
355 360 : 365

Val Ile Leu Thr Thr Ser Gln Tyr Lys Leu Thr Val Pro Arg Phe Leu
370 375 380

Met Cys Asn Leu Ala Phe Ala Asp Leu Cys Ile Gly Ile Tyr Leu Leu
385 390 395

Leu Ile Ala Ser Val Asp Ile His Thr Lys Ser Gln Tyr His Asn Tyr
400 405 410 415

Ala Ile Asp Trp Gln Thr Gly Ala Gly Cys Asp Ala Ala Gly Phe Phe
420 425 430

Thr Val Phe Ala Ser Glu Leu Ser Val Tyr Thr Leu Thr Ala Ile Thr
435 440 445

Leu Glu Arg Trp His Thr Ile Thr His Ala Met Gln Leu Asp Cys Lys
450 455 460

Val Gln Leu Arg His Ala Ala Ser Val Met Val Met Gly Trp Ile Phe
465 470 475

Ala Phe Ala Ala Ala Leu Phe Pro Ile Phe Gly Ile Ser Ser Tyr Met
480 485 490 495

Lys Val Ser Ile Cys Leu Pro Met Asp Ile Asp Ser Pro Leu Ser Gln
500 505 510

Leu Tyr Val Met Ser Leu Leu Val Leu Asn Val Leu Ala Phe Val val
515 520 525

Ile Cys Gly Cys Tyr Ile His Ile Tyr Leu Thr Val Arg Asn Pro Asn
530 535 540

Ile Val Ser Ser Ser_Ser"Asp Thr Arg Ile Ala Lys Arg Met Ala Met
545 . 550 555

Leu Ile Phe Thr Asp Phe Leu Cys Met Ala Pro Ile Ser Phe Phe Ala
560 565 570 575

Ile Ser Ala Ser Leu Lys Val Pro Leu Ile Thr Val Ser Lys Ala Lys
580 585 590

Ile Leu Leu Val Leu Phe His Pro Ile Asn Ser Cys Ala Asn Pro Phe
595 600 605
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Leu Tyr Ala Ile Phe Thr Lys Asn Phe Arg Arg Asp Phe Phe Ile Leu
610 615 620 :

Leu Ser Lys Cys Gly Cys Tyr Glu Met Gln Ala Gln Ile Tyr Arg Thr
625 630 635

Glu Thr Ser Ser Thr Val His Asn Thr His Pro Arg Asn Gly His Cys
640 645 650 655

Ser Ser Ala Pro Arg Val Thr Asn Gly Ser Thr Tyr Ile Leu Val Pro
660 665 C 670

Leu Ser His Leu Ala Gln Asn
675
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Isgrynintas Zmogaus folikulg stimuliuojanéio hormono (FSH) receptorius,
jo fragmentas ar mutantas, kuris susiriSa su FSH.

2. FSH receptorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad turi
aminorigsciy seka nuo 1 iki 678, parodyta ID Nr:2, o seka ID Nr2 yra Sios
apibreZties dalis.

3. FSH receptorius pagal 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad FSH
receptoriaus citoplazminis domenas yra paSalintas.

4. FSH receptorius pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad FSH
receptoriaus tansmembraninis domenas yra pasalintas.

5. FSH receptorius pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad FSH
receptorius turi aminorigi¢iy sekg nuo 1 iki 678, parodytg sekoje ID Nr:2, ar jos
esming dalj su i§ esmés tokiomis paciomis FSH suri$anciomis savybémis, o seka ID
Nr.2. yra Sios apibréZties dalis.

6. Isskirta DNR, koduojanti Zmogaus FSH receptoriy, jo fragmentg ar
mutanta, suriSantj FSH.

7. Isskirta DNR pagal 6 punktg,besiskirianti tuo, kad iSskirta DNR
turi nukleotidy seka, atvaizduotg sekoje ID Nr.1, o seka ID Nr.1 yra §ios apibréZties
dalis.

8. DNR scka pagal 7 punktg, besiskirianti tuo, kad iSskirtos DNR
nukleotidy seka, koduojanti FSH receptoriaus citoplazminj domeng, yra pa3alinta.

9. DNR scka pagal 8 punktg, besiskirianti tuo, kad iSskirtos DNR
nukleotidy seka, koduojanti FSH receptoriaus transmembraninj domeng, yra
pasalinta. |

10. Isskirta DNR pagal 6 punktg,besiskirianti tuo, kad jos nukleotidy
seka, koduoja aminoriigd¢iy seka nuo 1 iki 349, parodytg sekoje ID Nr.2, ar jos
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esmine dalj su i$ esmés tokiomis paciomis FSH surisanciomis savybémis, o seka ID
Nr.2 yra $ios apibréZties dalis.

11. Rekombinantinis ekspresijos vektorius, apimantis DNR pagal 6, 7, 8, 9 ir
10 punktus.

12. Lastelés,besiskirian¢ios tuo, kad yra transfekuotos ekspresijos
vektoriumi pagal 11 punktg. .‘

13. Lastelés pagal 12 punkta, besiskirian¢iostuo,kadyra Zinduoliy
Igsteles.

14. Zmogaus FSH receptoriaus, jo fragmento ar mutanto, kurie surisa FSH,
gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad apima Igsteliy pagal 12 punktg
kultivavima mitybinéje terpéje it receptoriaus iSgavima.

15. Bidas pagal 14 punkta, besiskiriantis tuo, kad lgsteles yra
Zinduoliy lasteles.

16. Farmaciné kompozicija, besiskirian ti tuo, kad apima Zmogaus
FSH receptoriy, jo fragmenta ar mutanta, kurie suriSa FSH, bei farmakologiSkai
priimting nesiklj.

17. Kompozicija pagal 16 punkta, turinti Zmogaus FSH fragmenta, be s is-
kirianti tuo, kad minétas fragmentas apima Zmogaus FSH receptoriaus N-galo
ekstralastelinj domeng ar jo esming dalj su i§ esmés tokiomis paciomis FSH
suriSan¢iomis savybemis.

18. Zmogaus FSH nustatymo, naudojant FSH receptoriy, pagerintas budas,
besiskiriantis tuo, kad minétas FSH receptorius yra igrynintas Zmogaus
FSH receptorius, jo fragmentas ar mutantas, suriSantis FSH.

19. Bidas pagal 18 punkta, besiskirian tis tuo, kad yra naudojamas
7mogaus FSH receptoriaus fragmentas, ir $is fragmentas apima Zmogaus FSH
receptoriaus N-galo ekstralastelinj domeng ar jo esming dalj su i§ esmés tokiomis
paciomis FSH surianc¢iomis savybemis.

20. Iigrynintas Zmogaus FSH receptorius, jo fragmentas ar mutantas, skirtas

endogeninio FSH bioaktyvumo paciento organizme sumaZinimui.
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21. Isgryninto Zmogaus FSH receptoriaus, jo fragmento ar mutanto,
suriSanc¢iy FSH, panaudojimas medikamenty, skirty folikulo augimo ir subrendimo
molers organizme sustabdymui, gamyboje.

22.18gryninto  Zmogaus FSH  receptoriaus, jo fragmento ar mutanto,
suriSan¢iy I'SII, panaudojimas medikamenty, skirty  spermatogenezés vyro
organizme sutrukdymui, gamyboje.

23. Panaudojimas pagal 21 ir 22 punktag,besiskirian tis tuo, kad kaip
FSH receptoriaus fragmenta minety medikamenty gamyboje naudoja Zmogaus FSH
receptoriaus N-galo ekstralastelinj domeng ar jo esming dalj su i§ esmés tokiomis
paciomis FSH suriSanc¢iomis savybémis.

24. Substancijy, turin¢iy FSH bioaktyvuma, pavyzdZio tyrimo biidas, b € s i s-
kiriantistuo, kad jjungia rekombinantiniy Igsteliy linijos, esant minétam
pavyzdZiui, kultivavimg, kai minéta rekombinantiniy Igsteliy linija yra pritaikyta
i§skirti Zzmogaus FSH receptoriy bei produkuoti nustatomg biologinj atsaka, esant

FSH, o taip pat apima bet kokio biologinio atsako iSmatavima.
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Yig. 2B

Bamil BamHI Sphl Sphl 690 bp /Xhol
W

Xhol ~700 bp 734 bp

Ligavimas i pUC18 SphI/Eco

L Ligavimas { pUC18 Xholl/Sphl Y
A Hindm .\ < !

Xhol

EcoRl pHFSHR 1.4 XS

Sphl+EcoRl perdirbimas

Xholl+Sphl perdirbimas Tzoliuotas ~700 bp fragmenlas

Lzoliuotus~1400 bp fragmentas

Ligavimas | pUClS-XhOI/EcoRI

BamHl Sphl

— Xhol
Kpnl
EcoRI

pHFSHRX 3’
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Fig. 6
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